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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo verificar os efeitos dos Oleos essenciais (OES)
alfavaca-cravo e gengibre como aditivo zootécnico na dieta e como anestésico em
juvenis de cachara. Trés experimentos foram realizados. No primeiro (experimento 1)
foi verificado o efeito da adigdo de OE de gengibre na dieta de cacharas durante 61 dias,
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, utilizando 300 cacharas com
comprimento total médio de 17,5 £ 0,5 cm e peso médio 25 + 1 g, distribuidos em 20
tanques de 80 L, alimentados duas vezes ao dia com dietas contendo ou ndo OE de
gengibre nos niveis: 0,0%, 0,5%, 1% e, 1,5% em cinco repeticdes. Apds o periodo de
alimentacdo, foi realizado jejum de 24 horas e posteior a biometria final para
determinacdo do desempenho zootécnico e a colheita de amostras do intestino para
histomorfometria. O experimento ndo apresentou diferenca entre os grupos em analise
de variancia (P > 0,05). Por fim, entende-se que os niveis de OE de gengibre ndo tém
efeito nas variaveis de desempenho zootécnico e de histomorfometria do intestino de
cacharas. O segundo (experimento 2) foi avaliado o efeito da adicdo de OE de alfavaca-
cravo na dieta de chacharas durante 45 dias, realizado em delineamento inteiramente ao
acaso, com 300 de cacharas com comprimento total médio de 14,98 + 0,28 cm e peso
meédio 18,84 + 1,22 g, distribuidos em 20 tanques de 80 L, alimentados duas vezes ao
dia com dietas contendo ou ndo OE de alfavaca-cravo nos niveis: 0,0%, 0,5%, 1,0% e,
1,5% em cinco repeti¢cbes. Apos o periodo de alimentacdo, foi realizado jejum de 24
horas e posterior a biometria final, colheita sanguinea, colheita de amostras do intestino
médio e desafio por Aeromonas hydrophila. Foi observado efeito no ganho em peso,
volume corpuscular médio, quantidade de tromboticos e neutréfilos, atividade
respiratdria dos leucdcitos e altura do vilo (P<0,05). A resposta da taxa da mortalidade
cumulativa foi menor para os peixes que receberam dietas com OE de alfavaca-cravo.
Assim, conclui-se que o uso do OE de alfavaca-cravo em dietas para cacharas no nivel
de 1,0% durante 45 dias melhora o desempenho zootécnico e sistema imunolégico. No
terceiro (experimento 3) foi analisado o potencial anestésico dos OE de gengibre e
alfavaca-cravo em cacharas. Utilizou-se delineamento inteiramente ao acaso com trés
concentragdes de cada OE (100, 150, 200 mg L) e o controle isento de OEs e alcool
etilico, com seis repeticBes considerando cada juvenil como uma repeticdo. Foram
utilizados 42 animais, com peso e comprimento médio de 40 + 10 g e 19 + 1,5 cm
respectivamente. Os tempos de inducdo e de recuperacdo foram registrados com

cronémetro digital. Apos a inducdo, cada animal foi submetido a colheita sanguinea
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para avaliacdo da glicose plasmatica e hematologia. Os tempos de inducdo e
recuperacdo com OE de alfavaca-cravo e recuperagdo do OE de gengibre nédo
apresentaram diferencas (P>0,05), entretanto, no tempo de inducdo com as
concentracdes do OE gengibre foi significativo (P<0,05). Foi observado efeito nimero
de eritrdcitos na indugdo com OE de alfavaca-cravo e na variavel hemoglobina apds a
inducdo com OE de gengibre (P<0,05). As demais variaveis avaliadas ndo apresentaram
efeito (P>0,05), concluindo que os OEs de alfavaca-cravo e gengibre sdo capazes de

anestesiar cacharas.

Palavras chave: Aditivo zootécnico; alfavaca-cravo; anestésico; cachara; gengibre.
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ABSTRACT

This content aims to verify the effects of alfavaca-clove and ginger essential oils (EOs)
as a zootechnical additive in the diet and as an anesthetic in striped sorubim juveniles.
Three experiments were performed. In the first (experiment 1), the effect of the addition
of ginger EO on the diet of striped sorubim during 61 days, conducted in a completely
randomized design, using three hundred striped sorubim with an average total length
and weight of 17.5 £ 0.5 cm and 25.0 £ 1.0 g, respectively. Fish were distributed in 20
tanks (80 L) and fed twice times daily with diets containing or not ginger EO at the
levels: 0.0%, 0.5%, 1% and 1.5% in five repetitions. After the feeding period, 24-hour
fasting was performed, and the final biometrics parameters were registered to determine
the performance, and intestinal samples were collected for histomorphometry. The
experiment showed no difference between the groups under the analysis of variance (P>
0.05). Finally, it is understood that the ginger EO levels do not affect the performance
and histomorphometric variables of the gut of the striped sorubim. The second
(experiment 2) evaluated the effect of the addition of alfavaca-clove EO on the striped
sorubim diet for 45 days, performed in a completely randomized design, with three
hundred striped sorubim, with average total length and weight of 14.98 + 0.28 cm and
18.84 + 1.22 g, respectively. Fish were distributed in 20 tanks (80 L), and fed twice
times daily, with diets containing or not alfavaca-clove EO at the levels: 0.0%, 0.5%, 1,
0%, and 1.5% with five repetitions. After the feeding period, 24-hour fasting,
subsequent final biometrics, blood and midgut sampling, and challenged by Aeromonas
hydrophila were performed. Was observed the effect on weight gain, mean corpuscular
volume, thrombotic and neutrophil count, leukocyte respiratory activity, and villus
height (P <0.05). The cumulative mortality rate response was lower for fishes receiving
alfavaca-clove EO diets. Thus, it can be concluded that the use of alfavaca-clove in diets
for striped sorubim at 1.0% for 45 days improves the performance and immune system.
In the third (experiment 3), the anesthetic potential of the ginger and alfavaca-clove in
striped sorubim was analyzed. A completely randomized design was used with three
levels of each (100, 150, and 200 mg L), and the control, free of ethyl alcohol, with six
replications considering each juvenile as one repetition. Forty-two animals were used,
with weight and an average length of 40 £ 10 g and 19 + 1.5 cm, respectively. Induction
and recovery times were recorded with a digital timer. After induction, each animal
underwent blood collection for plasma glucose and hematology evaluation. The

induction and recovery times with alfavaca-clove and the recovery of ginger had no
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differences (P> 0.05), however, the induction time with the concentrations of ginger
was significant (P <0.05). Erythrocyte number effect was observed on alfavaca-clove
EO induction, and hemoglobin variable after the ginger EO induction (P <0.05). The
other variables evaluated haven’t effect (P> 0.05), concluding that the alfavaca-clove

and ginger EOs are capable of anesthetizing striped sorubim.

Keywords: Alfavaca-clove, anesthetic; ginger; striped sorubim; zootechnical additive.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS
1 - Introducéo

O cachara Pseudoplatystoma reticulatum é uma espécie de couro nativa do
Centro-oeste de suma importancia econémica na regido sendo um dos representantes do
Estado de Mato Grosso do Sul (CARVALHO-COSTA et al., 2011 & PRADO et al.,
2012). Este surubim possui atributos zootécnicos favoraveis ao cultivo de larga escala,
como textura firme da carne e auséncia de sabor acentuado de peixes e de espinhos
intramusculares (CAMPQS, 2003).

Sabendo que o cachara é produzido de forma intensiva e pode apresentar
problemas com patdgenos, principalmente, em sua fase inicial de producdo, é
importante que protocolos de suplementacdo dietdria com o uso de aditivos com
potencial imunoestimulante sejam testados, visando melhorar a resisténcia, minimizar
aparecimento de enfermidades e alcancar resultados positivos em sua producdo. Além
de pesquisas sobre 0 uso dos anestésicos naturais que facilitem o manejo e minimizam o
estresse nos peixes (HONCZARYK; INOUE, 2009; DELBON, 2010; SIMOES et al.,
2012).

O uso de dietas contendo aditivos pode auxiliar na manutencdo do bem estar
metabolico e contribuir para a melhoria do desempenho dos animais (GONCALVES,
2009). A introdugdo de produtos naturais na dieta visa comprovar a atividade
antimicrobiana e antiparasitaria, bem como propriedades imunoestimulantes e redutoras
de estresse em peixes, efeito do principio ativo, como os éleos essenciais (CITARASU,
2010; CHAKRABORTY & HANCZ, 2011; HARIKRISHNAN et al., 2011).

Em relacdo aos anestésicos naturais, um dos mais analisados é o 6leo de cravo,
como nas pesquisas de Cunha & Rosa, (2006); Delbon (2006); Mylonas et al. (2005).
Por conseguinte, é importante realizar pesquisas com outros 6éleos essenciais como
Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo) e Zingiber officinalis (gengibre).

Diversas sdo as origens dos Oleos essenciais, tais como extrato de folhas,
flores, caule, raiz, sementes (BIZZO et al., 2009). A planta alfavaca-cravo possui
através de sua extracdo um Oleo essencial que tem como componente o eugenol,
apresentando atividade analgésica, antimicrobiana, imunoestimulante e antifungica
(ONAJOBI, 1986; JANSSEN, et al., 1989; MATOS, 1998; RODRIGUES et al., 2006).
O gengibre, por sua vez, que se trata de uma espécie produtora de rizomas que contem

no Gleo essencial citral, cineol, borneol e 0s sesquiterpenos zingibereno e bisaboleno,
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sendo esse anestésico, anti-inflamatorio, analgésico, antipirético, imunoestimulante,
antimicrobiano e hipoglicemiante (LORENZI & MATOS, 2002).

Por fim, espera-se obter maiores informacGes a respeito da adicdo de dleos
essenciais nas dietas do cachara e como anestésico a fim de obter melhora no
desempenho zootécnico da espécie. No primeiro capitulo esbocaremos a revisao de
literatura com topicos sobre panorama de producdo, Pseudoplatystoma reticulatum,
sistema imune de peixes e 0Oleos essenciais. O segundo capitulo refere-se ao artigo
intitulado “Desempenho zootécnico e histomorfometria intestinal de Pseudoplatystoma
reticulatum alimentados com dietas contendo 6leo essencial de Zingiber officinalis”. No
capitulo trés serd apresentado o artigo denominado “Efeito zootécnico, imuldgico,
histomorfométrico e resposta ao desafio por Aeromonas hydrophila em
Pseudoplatystoma reticulatum alimentados com dietas contendo 6leo essencial de
Ocimum gratissimum”. Em seguida, apresentaremos o artigo sobre “Potencial
anestésico de oOleos essenciais de Ocimum gratissimum e Zingiber officinale para
Pseudoplatystoma reticulatum” e finalmente, no capitulo cinco serdo feitas as ultimas

considerac@es da pesquisa.

2 - Objetivos
2.1 - Objetivo geral

Verificar a eficiéncia dos 6leos essenciais de alfavaca-cravo e gengibre como
aditivo zootécnico e anestésico em juvenis de cachara.
2.2 - Objetivos especificos

- Avaliar o efeito de dietas contendo Gleos essenciais de gengibre Zingiber
officinale e alfavaca-cravo Ocimum gratissimum no desempenho zootécnico e na
histomorfometria do intestino de cachara Pseudoplatystoma reticulatum;

- Avaliar o efeito de dietas contendo 6leo essencial de alfavaca-cravo na
glicose plasmética, atividade respiratéria de leucocitos, hematologia e desafio
bacteriano com Aeromonas hydrophila em cachara;

- Avaliar o potencial anestésico dos 6leos essenciais de gengibre e alfavaca-

cravo, e seus efeitos na glicose plasmatica e hematologia de cachara.
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3 - Revisdo de Literatura

3.1 - Pseudoplatystoma reticulatum

A ordem Siluriformes possui peixes com caracteristicas morfologicas
particulares como corpo nu ou revestido por placas dérmicas conhecidas como peixes de
couro, além de apresentar nadadeiras dorsais, peitorais, ventrais, anais e caudais raiadas,
nadadeiras adiposas, barbilhdes sensitivos na mandibula e maxila, e habitos noturnos
(BRITSKI et al., 1988, FERREIRA et al., 1998, e BAUMGATNER et al., 2012).

Na ordem dos Siluriformes localizamos a familia Pimelodidae, formada por 30
géneros e 90 espécies espalhadas em varias regides da América do Sul (LITTMANN &
LUNDDERG 2003). Pertence a familia Pimelodidae, o género Pseudoplatystoma
(Tabela 1) é conhecido por surubim, sendo esses 0s maiores peixes piscivoros e
predadores da familia, que é formada por pelo menos seis espécies, sendo a espécie P.
reticulatum oriunda do P. fasciatum dos rios Parand e Amazonas (BUITRAGO-
SUAREZ & BURR, 2007).

Tabela 1. Taxonomia do Pseudoplatystoma reticulatum.

Taxonomia
Reino: Animalia
Filo: Chordata

Classe: Actinopterygii
Subclasse: Neopterygii
Infraclasse: Teleostei
Superordem: Ostariophysi

Orden: Siluriformes

Familia: Pimelodidae

Género: Pseudoplatystoma

Espécie: P. reticulatum EIGENMANN & EIGENMANN, (1889)

O Pseudoplatystoma reticulatum esta entre as espécies mais produzidas pela
aquicultura brasileira e vem sendo utilizada para aplicacdo de técnicas de hibridizacéo
em cativeiro (PORTO-FORESTI et al., 2013). Mesmo com a hibridizacéo, este peixe é
apresentado como “Pintado” no mercado. O estado de Mato Grosso do Sul ¢
responsavel para a producdo de surubim hibrido pintachara, P.corruscans macho x P.
reticulatum feminino, enquanto no estado de Mato Grosso, é produzido o hibrido

jundiara, Leiarius marmoratus macho x P.reticulatum (VENTURA et al. 2013).
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Essses hibridos sdo considerados de grande interesse comercial devido ao
rendimento de carcaca e sabor agradavel. O menor custo na producdo, aliado a
precocidade e a docilidade dos hibridos em relagéo as racas puras, destacam-se entre as
vantagens do cruzamento interespecifico (CARVALHO et al., 2008). Além disso, 0s
hibridos (P. corruscans x P. reticulatum) tém alta aceitabilidade na Europa e Estados
Unidos devido ao excelente sabor nos filés (PEREIRA et al.,2015).

O cachara possui grande porte, cor acinzentada brilhante e o corpo com listras
verticais que podem estar bordejadas dorsalmente a frente e atrds por umas pequenas
listras e nadadeiras apresentando pontos negros (BUITRAGO-SUAREZ & BURR,
2007) (Figura 1).
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Figura 1. Juvenil de cachara — Pseudoplatystoma reticulatum.

Este surubim € atraente tanto para pesca esportiva quanto para ornamentacéo, e
excelente para compra e venda, pois possuem carne saborosa, macia de coloragéo clara,
sem incidéncia de espinhos em forma de “Y” na sua musculatura (CAMPOS, 2010;
HONORATO, 2014). Considerando que o cachara apresenta aceitabilidade dos
consumidores, bem como, potencial produtivo e econémico, pesquisas relacionadas a

sanidade do seu cultivo so essenciais para alavancar sua producéo.

3.3 - Sistema imune de peixes
Sistema imunolégico é um conjunto de mecanismos fisiol6gicos, componentes
celulares e humorais que agem em defesa do organismo contra agentes estranhos,

respondendo a fatores enddgenos ou componentes exdgenos que estimulam todo esse
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sistema trabalhando para manter a homeostase dos animais (INGRAM, 1980;
TAKAHASHI &URBINATI, 2014).

Nos peixes, esse sistema atua de forma eficaz na defesa do organismo,
limitando a acdo e duracdo de infeccdo ou parasitas, defendendo os mecanismos
inespecificos e especificos dos peixes (IWASHITA & MACIEL, 2013). Esse sistema é
dividido em dois meios de defesa, sendo eles, sistema inato e adquirido, que
complementam um ao outro, contribuindo para a homeostase do animal (FEARON,
1997).

A defesa inata € o primeiro bloqueio de defesa do organismo, composta por
pele, escamas, muco e outros componentes (MAGNADOTTIR, 2006). Ja a imunidade
adquirida consiste em ferramentas héabeis de reconhecer e combater enfermidades que
0s peixes ja foram expostos, por meio da producdo de anticorpos e células especificas
(URIBE, 2011). Nos peixes, o rim tem a funcdo de formacdo e maturacdo de células
sanguineas e de defesa, podendo mudar dependendo da espécie do peixe, sendo dividido
em duas partes, rim excretor e rim cefélico (TAKAHASHI, 2014; COSTA, 2012).
Desta feita, o rim cefalico produz e diferencia as células do sistema imune, como 0s
linfécitos, mondcitos, macrdéfagos e granulécitos (MESEGUER et al.,1994).

Séo os tecidos linféides dos peixes que produzem as células de defesa. A célula
precursora do sistema imunolégico origina e renova todas as células sanguineas por
hematopoiese, formando diferentes células, como eritrocitos, trombdcitos, leucocitos,
dependendo do estimulo recebido (METCALF,1995; EVANS,1997).

Os trombacitos tém formato celular fusiforme, com citoplasma hialino, sem
granulacdes e com o nucleo que acompanha o formato da célula (TAVARES-DIAS, et
al., 2004). Sdo de fundamental importancia na defesa organica (TAVARES-DIAS, et
al., 2000), promovem a hemostasia e podem desempenhar funcdo fagocitica
(BURROWS et al., 2001; STOSIK et al., 2001; TAVARES-DIAS et al., 2007), além da
sua habilidade de migrar para o foco inflamatério (MARTINS et al., 2008).

Os leucdcitos sdo as células mais importantes para o sistema de defesa
(TAVARES-DIAS et al., 2007; DAVIS et al., 2008; TAVARES-DIAS et al., 2008).
Representam importante papel na imunidade ndo especifica e os seus valores podem ser
considerados como indicadores do estado de saude dos peixes (MISRA et al., 2006) e
estdo dispostos em dois grupos: ndo granulares (linfécitos e mondcitos), e granulares
(neutrdfilos, eosinofilos, basofilos e leucdcitos granulares PAS  positivo)
(FERNANDEZ, 2002).
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Os linfocitos, geralmente, sdo arredondados, de tamanho variado, com
citoplasma basofilico, nucleo arredondado, grande em relacdo ao seu citoplasma e sem
granulagdes (TAVARES-DIAS, et al., 2004). Estas células tém acdo na resposta
imunoadaptativa humoral e celular, promovendo a sintese de anticorpos, aumento da
capacidade citotoxica, atuando na memdria imunologica e agenciando a liberacdo de
fatores reguladores da func¢éo imune, como as linfocinas (YOSHINAGA et al., 1996).

Os mondcitos sdo maiores que os linfocitos, tém formato esférico, citoplasma
basofilico podendo apresentar vactolos, normalmente apresentam nucleo arredondado e
eventualmente com formato de ferradura (TAVARES-DIAS, et al., 2004). Estas células
participam da sintese de citocinas, apresentacdo dos antigenos (VALLEJO, 1992;
SHOEMAKER, 1997), destroem diferentes tipos de patdgenos, fagocitam corpos
estranhos no organismo, inerte e antigénico, bem como restos celulares da resposta
inflamatdria e de outros processos degenerativos, além de secretarem radicais livres de
oxigénio e nitrogénio (ELLIS, 1999).

Neutrofilos geralmente possuem nucleo com formato de bastonete, e com
citoplasma rico em granulacbes (TAVARES-DIAS, et al., 2004). E a célula mais
comum entre as granulares, atuando nos estagios iniciais de inflamacdo nos peixes
(MANNING, 1994), possui a capacidade de fagocitose (FERNANDEZ, 2002) e
atividade microbicida (PLYZYCZ et al., 1989).

Os eosindfilos possuem citoplasma granulados e seu nucleo pode estar disposto
em formato de bastonete (TAVARES-DIAS, et al., 2004). Os eosindfilos e basofilos sdo
encontrados distribuido no tecido conjuntivo, notadamente no trato gastrointestinal e
nas branquias. Participam dos processos de inflamagdo cronica e na defesa celular,
frequentemente encontradas na corrente sanguinea em casos de infestacdes parasitarias
(RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004).

Os LG-PAS possuem citoplasma rico em granulagdes transparentes grosseiras,
com nucleo pequeno, em geral periférico (TAVARES-DIAS, et al., 2004). Os
leucdcitos granulares PAS-positivos (LG-PAS), anteriormente chamados de células
granulociticas especiais (CGE), atuam na defesa orgéanica, porém sao poucos lembrados
em estudos hematoldgicos em peixes (RANZANI-PAIVA, 2004).

Por fim, esse sistema de defesa é muito importante, visto que, a partir dele os
animais suportam o0s manejos, doengas e outras situaces de estresse. Os aditivos
zootécnicos podem funcionar como modulador do sistema imunoldgico apresentando

respostas desejaveis na producao.
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3.4 - Oleos essenciais

O interesse em substancias oriundas de plantas como opcdo ao uso de
antibioticos e produtos quimicos no combate a patdgenos em piscicultura vem
crescendo consideravelmente, ou seja, a fitoterapia passou a ser um caminho para
prevencdo ou controle de doengas na aquicultura (TAVECHIO et al., 2009). O uso de
fitoterapicos esta ligado ao desejo de reduzir custos e perdas na produgdo, buscando
satisfazer um mercado exigente tanto em relacdo a criacdo dos animais, quanto a
qualidade do produto (ROYER et al., 2013).

No ano de 2006 a Unido Européia proibiu a utilizacdo de antibacterianos como
promotores de crescimento na producdo animal devido aos possiveis riscos causados a
salde humana, por conta da resisténcia microbiana. Desta forma, o interesse por
pesquisas voltadas a utilizacdo de agentes como os prebi6ticos, enzimas (JACKSON et
al., 2004) e acidos organicos (MILBRADT et al., 2014) tendo como objetivo atender as
exigéncias internacionais e as legislagdes (SANTANA et al., 2011).

Os Oleos essenciais sao considerados aditivos fitogénicos, ou seja, substancias
quimicas naturais a base de plantas para sua protecdo e reproducdo (LEITE et al., 2012).
Essas substancias sdo encontradas em estruturas secretoras especiais, como cavidades,
canais, pelos glandulares e células parenquimaticas diferenciadas, podendo ser
acondicionados em casca do tronco, flores, folhas, madeira, raizes, frutos e sementes,
variando sua composicdo numa mesma espécie dependendo de onde é localizado
(QUEIROGA et al., 1990; JANSSEN et al., 1987; COUTINHO et al., 2006).

O 6leo essencial ndo é uma gordura, contudo é chamado assim por solubilizar-
se em Oleos e ndo em &gua, sendo obtidos somente pelo método de extracdo a vapor
(LUCCHESI et al., 2004). Nesse método, os componentes do material vegetal tém
pressdo de vapor mais alta que a da dgua, assim sdo arrastados pelo vapor d’agua, sendo
utilizado o aparelho de Clevenger em pequena escala, preferencialmente, em plantas
frescas.

A localizacdo dos 6leos essenciais muda de acordo com a espécie da planta e
sua composicdo quimica se altera em relacdo a isso, sendo que, 0s 6leos sdo produzidos
pelo metabolismo secundario com o objetivo de defesa contra fatores ambientais,
predatorios e patogenos (GOBBO-NETO &LOPES, 2007). NYA & AUSTIN, (2009)
usando po de gengibre Zingiber officinale em Truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
obteve melhora na conversdo alimentar e eficiéncia protéica, aumentando a imunidade

inata e reduzindo a mortalidade por infeccéo da bactéria Aeromonas hydrophila, com 5g
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kg-!. FERREIRA et al. (2014), alcancaram 100% de sobrevivéncia dos peixes ap0s 15
dias do transporte utilizando o Ocimum gratissimum como anestésico no transporte de
Brycon cephalus.

Os componentes naturais atuam diretamente na protecdo do sistema
imunoldgico, tendo em vista que varias células pertencentes a protecdo do organismo
sdo compostas por 4&cidos graxos poliinsaturados e lipoproteinas vulnerdveis a
lipoperoxidacdo e comprometimento da funcionalidade da célula (DJORDJEVIC,
2004).

Desta feita, os 6leos de alfavaca e gengibre estdo sendo amplamente utilizados
em estudos relacionados a sanidade aquicola. Sendo assim, trabalhos utilizando 6leos
essenciais de alfavaca-cravo e gengibre como anestésicos e na dieta sdo importantes, a

fim de contribuir para desenvolvimento da producéo animal.

3.4.1-Gengibre (Zingiber officinale)

O gengibre é uma planta asiatica da familia Zingiberaceae (Figura 2). Trata-se
de uma espécie herbacea, rizomatosa, perene e que possui raizes adventicias e folhas
disticas, sendo as bases reduzidas com bracteas florais, somente em uma flor. A planta

pode chegar a 1,5 m, sendo comercial apenas os rizomas (LORENZI & MATQOS, 2002).
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Figura 2. Planta e rizoma de gengibre Zingiber officinale (PEREIRA et al, 2012)

O gengibre ¢ uma planta mundialmente utilizada no tratamento de
enfermidades parasitérias e infecciosas. Desta forma, os 6leos essenciais desta planta
tém como componente principal o citral, que administrados oralmente proporcionam
efeito hepatoprotetor e antioxidante (LIU et al., 2013). O gengibre fresco possui de 40 a
60% de amido, 10% de proteinas, 10% de gorduras, sais minerais, resinas, saponinas,

além de vitaminas como tiamina, riboflavina, niacinina, &cido ascérbico, acido
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aspartico, acido glutamico, acido piperdlico, arginina e asparagina (BULLETIN, 2003).
O teor medio de Oleo essencial varia de 1 a 3%, sendo encontrado presenca dos
seguintes componentes: 1,8 cineol, acetato de geralina, acetato de zingiberol, -
bisaboleno, B-felandreno, borneol, canfeno, caprilatos de zingiberol, chugadis, citral,
canfeno, falandreno, gingediol, gingerois, linalol, zingiberol, zingibereno. Os chineses
utilizam o gengibre a mais de 2500 anos para tratar diversas enfermidades,
especialmente doencas do trato gastrintestinal, respiratério e afeccGes sanguineas
(DUKE; AYENSU, 1985).

Em relacdo aos peixes, estudos apontam que o gengibre pode atuar como
promotor de crescimento, sendo que a utilizagdo como aditivo em pé na dieta durante
oito semanas proporcionou melhoria no desempenho zootécnico em Cyprinus carpio
(ABBASI-GHADIKOLAEI et al., 2017).

Melhora no crescimento, conversdo alimentar, eficiéncia protéica, além de
confirmarem propriedades imunoestimulantes, redugdo da mortalidade apds desafio
com Aeromonas hydrophila ap6s a dieta com aditivo de gengibre em pé por 14 dias em
Truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (NYA & AUSTIN, 2009). Melhorias no
crescimento também foram relatadas para Cyprinus carpio alimentadas com adicdo do
gengibre em pd na dieta durante 30 dias, além de aumento na capacidade cognitiva e na
sobrevivéncia & infec¢do por Aeromonas hydrophila (KORNI & KHALIL, 2017). Em
Oncorhynchus mykiss alimentadas com gengibre em pd durante 10 dias mostraram
incremento em parametros relacionados a resposta imune inata, como a contagem de
leucdcitos no sangue, hematdcrito, nUmero de eritrocitos, atividade respiratoria de
leucdcitos e atividade da lisozima (HAGHIGHI & ROHANI, 2013).

Ao adicionar o po de gengibre por 60 dias em Huso huso observou-se
acréscimo no numero de eritrocitos e no hematdcrito, além da melhoria na taxa de
crescimento especifico, ganho de peso e fator de condicdo (KANANI et al., 2014). Com
10 semanas da adicdo do pd de gengibre na dieta de Oreochromis niloticus
proporcionou maior ganho de peso, taxa de crescimento e melhor conversédo alimentar
(HASSANIN et al., 2014), além de incremento nas imunoglobulinas, na atividade da
lisozima e na sobrevivéncia a infeccdo por Aeromonas hydrophila. Com seis semanas
da adicdo do p6 na dieta de Oreochromis niloticus, houve melhora nos valores
hematologicos e bioquimicos, indicando melhoria no estado fisiologico destes peixes
(ANTACHE et al.,, 2014). Utilizando Oleo essencial de gengibre na dieta de

Oreochromis niloticus mostrou efeito imunomodulador, aumentando a atividade
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fagocitaria dos leucocitos contra a bactéria Streptococcus agalactiae (BRUM et al.,
2017).

Deste modo, 0 gengibre com suas propriedades pode ser uma alternativa de
estudo, sendo adicionado na dieta, a fim de se obter respostas de prevencdo de doencas,
controle de enfermidades e acdo promotora de crescimento, o que pode maximizar a

producdo animal, com menor custo e impacto em rela¢do as praticas convencionais.

3.4.2 - Alfava-cravo (Ocimum gratissimum)

A alfavaca-cravo (Figura 3) possui 6leo essencial que tem normalmente como
componente principal o eugenol, que apresenta atividade analgésica, antimicrobiana,
imunoestimulante e antifungica, além disso, esse género possui em torno de 60 espécies
de ervas e pequenos arbustos, sendo popularmente conhecidas como manjericbes ou
alfavacas (ONAJOBI, 1986; JANSSEN, 1989 et al., MATQOS, 1998, RODRIGUES et
al., 2006).

Figura 3. Planta alfavaca-cravo Ocimum gratissimum (PEREIRA et al., 2011)

No Brasil, conhecida popularmente como alfavaca, a alfavaca-cravo ¢ um
subarbusto aromatico pertencente a familia Lamiaceae, originaria da Asia e Africa do
Sul, cultivada em todo territorio brasileiro. Na medicina tradicional a alfavaca-cravo, é
um arbusto aromatico com até 1 metro de altura que se adaptou as condicGes climaticas
do Brasil, sendo seus Gleos essenciais divididos em trés grupos: eugenol, geraniol e
timol (PEREIRA; MAIA, 2007).

Os Oleos essencias de Ocimum extraidos possuem atividade anestésica em
peixes (SILVA et al., 2012; 2015). Em tambaquis, 0 emprego de banhos terapéuticos
com 6leo essencial de alfavaca é eficaz no controle de monogendides (MIRANDA et
al., 2010; SOLDERA et al., 2011). No ano de 2009, foram realizados alguns trabalhos
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utilizando oleo da alfavaca cravo como antiparasitario, com relatos de propriedades do
eugenol para o controle de parasitas nas branquias dos peixes (MIRANDA et al., 2009).
Ao suplementar com o dleo essencial de Ocimum gratissimum na dieta de Oreochromis
niloticus por 55 dias, observaram melhora na conversao alimentar (BRUM et al., 2017).

Desta forma, a alfavaca cravo é uma planta com caracteristicas quimicas e
farmacoldgicas que sugerem sua utilizagdo como anestésico e por meio da adi¢do na
dieta pode possuir potencial na melhora de desempenho zootécnico. Neste sentido, sdo
necessarias pesquisas que demonstrem sua eficiéncia como anestésico e de adi¢do na

dieta de peixes.
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CAPITULO 2 - DESEMPENHO ZOOTECNICO E HISTOMORFOMETRIA
INTESTINAL DE Pseudoplatystoma reticulatum ALIMENTADOS COM DIETAS
CONTENDO O OLEO ESSENCIAL DE Zingiber officinale

Artigo elaborado conforme as normas (adaptado) da revista: Boletim do Instituto de
Pesca

Desempenho zootécnico e histomorfometria intestinal de Pseudoplatystoma

reticulatum alimentados com dietas contendo 6leo essencial de Zingiber officinale

Leonardo Augusto da Silva!

1Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Programa de Pés-Graduagao em
Zootecnia, Unidade de Aquidauana, Rodovia Aquidauana/ UEMS km 12, Zona Rural
Caixa Postal 2579200-000, Aquidauana - MS Brasil.
augusto.nardo@terra.com.br

Resumo

O ¢6leo essencial (OE) de gengibre Zingiber officinale é conhecido por conter substancias
de potencial anti-inflamatério, analgésico, anestésico, antifingico, imunoestimulante,
antimicrobiano, hipoglicemiante e promotor de crescimento. Este trabalho foi
conduzido com o objetivo de avaliar o desempenho zootécnico e as alteragdes
histomorfolégicas no intestino médio em cacharas Pseudoplatystoma reticulatum,
alimentados com dietas contendo OE gengibre em diferentes niveis. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, utilizando 300 juvenis de cacharas com
comprimento total médio de 17,5 + 0,5 cm e peso médio 25 + 1 g, distribuidos em 20
tanques de 80 L, alimentados duas vezes ao dia com dietas contendo ou ndo OE de
gengibre nos niveis: 0,0%, 0,5%, 1% e, 1,5% em cinco repeticdes. Apds 61 dias do
fornecimento das dietas, foi realizada a biometria final para determinacdo do
desempenho zootécnico e a colheita de amostras do intestino para histomorfometria.
Nao foi observada diferenga entre os grupos tratados, em anédlise de variancia (P>0,05).
Os niveis de OE de gengibre nao tém efeito nas varidveis de desempenho zootécnico e

de histomorfometria do intestino de cacharas.

Palavras-chave: cachara, gengibre, promotor de crescimento.
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Abstract

It is known that the ginger essential oil (EO), Zingiber officinale, contain substances of
potential anti-inflammatory, analgesic, anesthetic, antifungal, immunostimulant,
antimicrobial, hypoglycemic, and growth promoter. This work was conducted to
evaluate the performance and the histomorphological changes in the middle intestine in
Pseudoplatystoma reticulatum striped sorubim, fed with diets of EO ginger at different
levels. The experimental design was completely randomized, using three hundred
juveniles of Cacharas with average total length and weight of 17.5 £ 0.5cmand 25+ 1
g, respectively. Distributed in 20 tanks (80 L), and fed twice times daily with diets
containing or not EO ginger at the levels: 0.0%, 0.5%, 1% and, 1.5% in five replicates.
After nine weeks of diet delivery, the final biometry was performed to determine the
performance, and intestinal samples were collected for histomorphometry. The
experiment did not have a difference between groups in the analysis of variance (p>
0.05). Ginger EO levels haven't effect on the variables of performance and
histomorphometry of the intestine of striped sorubim.

Keywords: ginger, growth promoter, striped sorubim.

INTRODUCAO

O cachara Pseudoplatystoma reticulatum (EIGENMANN & EIGENMANN, 1889)
€ um peixe carnivoro de dgua doce com habitos noturnos (BAUMGARTNER et al.,
2012) e é uma espécie atrativa tanto para pesca esportiva quanto para peixe ornamental
(CAMPOS 2010). Possui destaque comercial por possuir carne de cor clara, macia,
saborosa e sem espinhos em formatos de “Y” (HONORATO, 2014). Deste modo, com o
crescente interesse pelo cachara, sdo necessarios estudos que apontem melhora nas
respostas zootécnicas.

A inclusdo de aditivos como os 6leos essenciais (OEs), os quais podem ser
extraidos de folhas, flores, caules, raiz e sementes de plantas (BIZZO et al. 2009), na
dieta dos animais pode melhorar o desempenho sem interferir na qualidade e
desenvolvimento dos peixes (BRESSALAU 2009; GONCALVES 2009, VALLADAO et
al.,, 2017). O gengibre (Zingiber officinale) é uma espécie produtora de rizomas e contém
em seu OE o citral, cineol, borneol e os sesquiterpenos zingibereno e bisaboleno, com
propriedades imunoestimulantes, anti-inflamatérias, analgésicas, antimicrobianas e

hipoglicemiantes (LORENZI & MATOS, 2002).
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Os efeitos de dietas contendo OEs nas variaveis histomorfométricas do
intestino de peixes foram observados por Valaddo et al., (2017), no aumento da altura
de vilos ap6s 60 dias de adicao 250 mg por kg do OE de Melaleuca alternifolia em dietas
para Oreochromis niloticus e o aumento no ntimero de dobras intestinais em Rhamdia
quelen que foram alimentados com 1,0 e 2,0 mL OE de Aloysia triphylla por kg de dieta
(ZEPPENFELD et al., 2016). A histomorfometria intestinal pode ser uma ferramenta de
estudo para descricio do desempenho dos animais, tornando possivel assegurar a
quantidade e o tipo de aditivo a ser incorporado na dieta dos peixes.

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar o desempenho
zootécnico e as alteragdes histomorfométricas no intestino médio em Pseudoplatystoma
reticulatum, alimentados com dietas contendo OE Zingiber officinale em diferentes

niveis.

MATERIAL E METODOS
Instalacoes, animais e aclimatacdo

O experimento foi certificado pelo comité de ética no uso animais da UEMS
(protocolo 003/2018) e foi realizado no laboratério de sanidade de peixes, utilizando
300 juvenis de cachara da mesma familia com comprimento total médio de 17,5 + 0,5
cm e peso médio 25,0 £ 1,0 g, ja treinados para receber alimentacdo seca. Os juvenis,
oriundos de uma piscicultura comercial, localizada em Terenos, MS, foram aclimatados
durante periodo de 15 dias, distribuidos em 20 tanques com volume til de 80 litros de
agua com fluxo e aeracdo continua, e baixa luminosidade. Durante este periodo os
juvenis foram alimentados com a mesma racao comercial utilizada na piscicultura de
origem, duas vezes ao dia, as 8:00 e 16:00 horas, até a saciedade. Apds periodo de
aclimatagdo, foi realizado jejum de um dia para a biometria e inicio do fornecimento

das dietas contendo OE de gengibre.

Delineamento, oleos essenciais e fornecimento das dietas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos, cada um com cinco repetigdes.

O OE foi adquirido da extragdo por hidrodestilacdo com aparelho Clevenger
dos rizomas de gengibre e a sua composicao quimica (Tabela 1) foi determinada por
cromatografia gasosa e espectofotdmetro de massa, realizado no Laboratério de

Plantas Medicinais e Fitoquimica da Embrapa Amazoénia Ocidental, Manaus, Brasil.



1

Tabela 1. Composicao quimica do OE de Zingiber officinale.

22

Pico Constituintes Teor (%)
1 2-heptanol 0,6
2 Tricicleno 0,2
3 a-pineno 3,2
4 Canfeno 8,5
5 Sabineno 0,2
6 B-pineno 04
7 6-metil-5-hepten-2-ona 1,1
8 Mirceno 2,4
9 a-felandreno 0,5

10 B-felandreno 9,9
11 1,8-cineol 4,4
12 terpinoleno 0,3
13 Linalol 1
14 Citronelol 0,2
15 Borneol 0,9
16 a-terpineol 0,7
17 Citronelol 0,9
19 Geraniol 0,8
20 Citral 16,0
21 a-copaeno 04
22 allo-aromadendreno 0,7
23 y-gurjuneno 04
25 ar-curcumeno 3,8
26 B-eudesmol 01
27 a-zingibereno 20,4
28 (E.E)-a-farneseno 0,3
30 7-epi-a-selineno 0,2
31 B-sesquifelandreno 7,2
32 (E)-y-bisaboleno 0,2
33 Elemol 0,2
34 Germacreno 12,5
35 n.i. 1,3

n.i. = ndo identificado.
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A inclusdo de OE de gengibre na ragdo foi por meio de diluicdo em &lcool de
cereais e aspersao com recobrimento dos granulos, conforme Dairiki et al. (2013). O OE
de gengibre foi incluido na dieta de juvenis de cachara em niveis de 0,0, 0,5, 1,0 e 1,5%,
na racao comercial peixes com granulometria de 5 mm e 36 % de proteina bruta,
fornecidas as 8:00 e 16:00 horas até a saciedade aparente durante 61 dias.

Diariamente ap6s o fornecimento das dietas foram mensuradas o pH 7,84 +
0,54, oxigénio dissolvido: 7,02 + 0,37 mg L e temperatura da dgua 25,13 + 2,07 ° C, por
meio de peagdmetro e oximetro HANNA. Uma vez por semana foram mensurados os
niveis de amonia e nitrito por kits colorimétricos Labcon Test, e as unidades
experimentais foram sifonadas para a retirada de fezes e resto de ragao.

No final do periodo de fornecimento das dietas os peixes foram submetidos a
jejum de 24 horas e posteriormente foi realizada a biometria final para determinagao do

desempenho zootécnico e a colheita de amostras do intestino para histomorfometria.

Desempenho Zootécnico

O desempenho zootécnico dos juvenis foi avaliado por meio das biometrias
(inicial e final) realizadas para obtencdo de dados de peso (g) e comprimento (cm). Os
indices zootécnicos avaliados foram ganho em peso (g), ganho em comprimento total
(cm), consumo de ragao (g), consumo médio de ragdo (g); conversdo alimentar; taxa de

crescimento especifico (%), taxa de sobrevivéncia (%), taxa de eficiéncia protéica (%).

Histomorfometria intestinal

Dez peixes de cada tratamento foram amostrados e eutanasiados por
aprofundamento do plano anestésico em solugdo de eugenol (100 mg L), para a
colheita de amostras do intestino. Foi realizada uma incisdo na cavidade abdominal
dos peixes para retirada de 3 cm de comprimento do intestino médio, para isso, a
porcao coletada foi do 4° ao 6° cm do intestino. As amostras foram fixadas em solucao
formol (10%) tamponado (pH 7,2) por seis horas. Posteriormente, foram transferidas
para solugdo de alcool (70%) até o momento do processamento.

As amostras de intestino foram desidratadas em séries crescentes de alcoois
(70 a 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em blocos de parafina. Os cortes
histolégicos foram realizados na espessura de 5 pm e confeccionadas duas laminas
histolégicas por amostra contendo quatro cortes cada e coradas em bateria de

hematoxilina e eosina. Imagens das laminas histolégicas foram capturadas com camera
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digital acoplada a microscopio 6tico na objetiva de 10x. Com o software Image - Pro
Plus 2.0, 250 vilosidades por tratamento foram selecionas para mensurar altura total do
vilo (pm), altura do vilo (pm), largura do vilo (um), espessura do vilo (pm), area do

vilo (pm?), densidade de células caliciformes (cel/10.000 pma2).

Estatistica
Os dados foram submetidos a homogeneidade de variancia (Bartllet) e de
normalidade (Shapiro-Wilk) e analise de varidncia (P< 0,05), utilizando o programa

RStudio 1.0.153.

RESULTADOS

As dietas contendo OE de gengibre nos diferentes niveis ndo apresentaram
efeito (P>0,05) sobre as varidaveis ganho em peso, ganho em comprimento total,
consumo de ragdo, conversdo alimentar, taxa de crescimento especifico, taxa de

sobrevivéncia e taxa de eficiéncia protéica (Tabela 2).

Tabela 2. Desempenho zootécnico (média * erro padrdo) de Pseudoplatystoma

reticulatum alimentados com dietas contendo OE de gengibre durante 61 dias

Variaveis de Niveis de OE de gengibre

Desempenho
Zootécnico Controle 0,5% 1% 1,5%

PI (g) 25,23+0,20 24,02+0,31 24,79+0,30 24,69+0,20
CI (cm) 17,26+0,18 17,13+0,22 16,97 £ 0,16 17,35+0,12
GP (g) 12,68+1,30 13,18+1,89 13,49+0,70 13,62+0,60

GC (cm) 2,04+0,26 2,22+0,20 2,16+0,39 2,03+0,22

CR (g) 26,24+0,56 26,35+0,37 25,86+0,67 26,55+0,53

CA 2,20+0,5 1,96+0,14 2,19+0,16 2,04+0,11

TCE (%) 2,75+0,42 3+0,22 2,93+0,35 2,71+0,29
TS (%) 9242,49 88+6,11 89,33+4,52 88+4,90

TEP (%) 9,45+0,20 9,49+0,13 9,31+0,24 9,56+0,19

PI = peso inicial, CI = comprimento inicial, GP = ganho de peso, GC = ganho de comprimento,
CR = consumo de ragdo, CA = conversdo alimentar, TCE = taxa de crescimento especifico, TS =
sobrevivéncia e TEP = taxa de eficiéncia protéica.

Os niveis de OE de gengibre nado influenciaram (P>0,05) nas varidveis

histomorfomeétricas de intestino de cacharas (Tabela 3).
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Tabela 3. Variaveis histomorfométricas (média * erro padrdo) de Pseudoplatystoma
reticulatum alimentados com dietas contendo OE de gengibre durante 61 dias

Variaveis Niveis de OE de gengibre
histomorfométricas
de intestino Controle 0,5% 1% 1,5%
ATV (pm) 110,80+2,52 108,95+3,68 109,44+3,41 116,57+3,62
AV (pm) 91,80+2,22 93,38+2,95 91,74+2,73 95,47+3,86
LV (pm) 15,69+0,88 16,51+0,59 14,21+0,68 15,20+0,94
EV (pm) 7,43+0,43 8,13+0,43 6,91+0,40 6,61+0,42
AV (pm?) 1396,06+£76,09 1373,56+82,46 1291,81+75,45 1222,76+61,01
CC (cel/10000 pm?) 2,7610,28 2,40+0,24 2,12+0,20 3,52+0,30

Altura total do vilo (ATV), Altura do vilo (TV), Largura do vilo (LV), Espessura do vilo (EV),
Area do vilo (AV), Densidade de células caliciformes em 10000 pm? (CC).

DISCUSSAQ

O OE utilizado foi adquirido utilizando plantas frescas pelo método onde ha
conservagdo dos compostos quimicos. Os principais componentes encontrados na
composicdo do OE de gengibre foram os a-zingibereno, citral e germacreno que sao
utilizados em tratamentos medicinais, repelentes inseticidas, como componente
aromatico em perfumarias e sedativos. Na composi¢do do mesmo OE, Figueredo (2017)
encontrou como componente principal o citral (geranial), um monoterpeno. Portanto, a
composi¢do dos OEs pode variar em fungado das espécies de plantas utilizadas, do local
onde a planta foi cultivada, da época de colheita e do método de extracao.

Neste experimento, o OE de gengibre foi adicionado na dieta e ndo mostrou
efeito para o desempenho zootécnico, uma vez que o0s principais compostos
encontrados na composicdo desse OE estdo relacionados, principalmente, com
tratamentos medicinais. Entretanto, estudos mostram o efeito desta planta como
promotor de crescimento, quando acrescidas em pdé na dieta. A melhora no
crescimento, conversdo alimentar, eficiéncia proteica, além de propriedades
imunoestimulantes, foram observadas apds a adicdo do pd de gengibre na dieta de
Oncorhynchus mykis por 14 dias (NYA & AUSTIN, 2009). Melhorias no crescimento
também foram relatadas para Cyprinus carpio alimentada com dietas contendo gengibre
em p6 durante 30 dias (KORNI & KHALIL, 2017). Apés 10 semanas da dieta contendo
o p6 de gengibre em Oreochromis niloticus proporcionou maior ganho de peso, taxa de

crescimento e melhor conversao alimentar (HASSANIN et al., 2014).
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A auséncia do efeito das dietas fornecidas por 61 dias nas varidveis de
histomorfometria intestinal representa que ndo houve alteracdes quanto as areas de
absor¢do de nutrientes. Ao trabalhar 1 mL kg do OE de gengibre e quantidades de
amido na dieta de Oreochromis niloticus durante 53 dias, Cardoso (2018) encontrou
efeito na mucosa intestinal, mas ndo no desempenho zootécnico. Em dietas contendo
OE de gengibre ou OE de Ocimum graticimum (alfavaca-cravo) para Oreochromis
niloticus por 55 dias ndo se obteve efeito nos pardmetros histomorfométricos do
intestino, mas houve na conversao alimentar da dieta com 1,5% kg de OE de gengibre,
e maior peso final no grupo alimentado com 0,5% kg de OE de alfavaca (FIGUEREDO
etal., 2017).

Apesar de serem poucos os trabalhos na literatura utilizando gengibre na
dieta, pode haver efeito em funcao de doses, espécie animal, tempo de fornecimento,

forma de inclusdo e estado sanitario do animal.

CONCLUSAO
Os niveis de OE de gengibre nao tém efeito nas varidveis de desempenho

zootécnico e de histomorfometria do intestino de cacharas.
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Resumo

O ¢leo essencial (OE) de alfavaca-cravo Ocimum gratissimum é conhecido por conter
substancias de potencial imunoestimulante, antimicrobiano, analgésico, anestésico,
antifangico e por ser promotor de crescimento. Este trabalho foi conduzido com o
objetivo de avaliar os efeitos de dietas contendo OE de alfavaca-cravo sobre o
desempenho zootécnico, hematologia, histomorfometria do intestino e desafio
bacteriano com Aeromonas hydrophila em cacharas Pseudoplatystoma reticulatum. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, utilizando 300 juvenis
de cacharas com comprimento total médio de 14,98 + 0,28 cm e peso médio 18,84 + 1,22
g, distribuidos em 20 tanques de 80L, alimentados duas vezes ao dia com dietas
contendo ou ndo OE de alfavaca-cravo nos niveis: 0,0%, 0,5%, 1,0% e, 1,5% em cinco
repetigdes. Apds 45 dias do fornecimento das dietas, foi realizada a biometria final,
colheita sanguinea, colheita de amostras do intestino médio para histomorfometria e
desafio por Aeromonas hydrophila. Foi observado efeito no ganho em peso, volume

corpuscular médio, quantidade de trombéticos e neutréfilos, atividade respiratéria dos
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leucécitos e altura do vilo (P<0,05). A resposta da taxa da mortalidade cumulativa foi
menor para os peixes que receberam dietas com OE de alfavaca-cravo. Assim,
recomenda-se o uso do OE de alfavaca-cravo em dietas para cacharas no nivel de 1,0%

durante 45 dias.

Palavras-chave: alfavaca-cravo, cachara, imunoestimulante, promotor de crescimento.

Abstract

The essential oil (EO) of alfavaca-clove Ocimum gratissimum is known to contain
substances of potential immunostimulant, antimicrobial, analgesic, anesthetic,
antifungal, and growth promoter. This work was conducted to evaluate the effects of
diets containing alfavaca-clove EO on performance, plasma glucose, leukocyte
respiratory activity, hematology, intestinal histomorphometry, and bacterial challenge
with Aeromonas hydrophila in striped sorubim Pseudoplatystoma reticulatum. The
experimental design was completely randomized, using three hundred juveniles of
striped sorubim with average total length and weight of 14.98 + 0.28 cm and 18.84 *
1.22 g, respectively. Fish were distributed in 20 tanks (80 L), fed twice times in the day
with diets containing or not alfalfa-clove EO at the levels: 0.0%, 0.5%, 1.0% and, 1.5%
in five replicates. After 45 days of diet delivery, the final biometry, blood collection,
mid intestinal bowel sampling, and Aeromonas hydrophila challenge were performed.
Was observed an effect on weight gain, mean corpuscular volume, amount of
thrombotic and neutrophils, the respiratory activity of leukocytes, and height of the
villus (P <0.05). The cumulative mortality rate response was lower for fish fed with
alfavaca-clove EO diets. Thus, it is recommended the use of the alfalfa-clove OE in

diets for striped sorubim at the level of up to 1.0% kg * for 45 days.

Keywords: alfavaca-clove, immunostimulant, growth promoter, striped sorubim.

INTRODUCAO

O cultivo de peixes vem assumindo importancia cada vez maior no panorama
do abastecimento alimentar (REBOUCAS et al., 2014). Conforme aumenta a producao,
também intensifica os manejos, que podem ser prejudiciais a produtividade. Segundo
Brito et al (2019) devido a intensificacdo do sistemas de produgao é possivel que ocorra

o surgimento de doencas ocasionadas pelo estresse, levando a prejuizos econémicos
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aos produtores. Para redugdo dos prejuizos na producdo, a utilizacdo de aditivos
zootécnicos na dieta pode ser uma alternativa para aumentar a eficiéncia produtiva
(PALERMO, 2006).

Os Aditivos sdo substancias que ndo fornecem valor nutricional, mas podem
cumprir fungdes especificas como promotores de crescimento, alteragdo da textura ou
cor dos alimentos, sabores, pigmentos e sdo adicionados a formulagao em baixos niveis
de inclusao (RAVINDRAN, 2010). O interesse em pesquisas com susbstancias oriundas
de plantas como opcdo ao uso dos antibiéticos e quimioterapicos na piscicultura
apresenta-se em crescente pelos resultados frente a sanidade (TAVECHIO et al., 2009).

Neste sentido, o uso aditivos fitogénicos estdo disponiveis na forma de
extratos e Oleos essenciais possuindo diversos compostos ativos como fendis,
polifendis, alcal6ides, quinonas, terpendides, lectinas e polipeptideos, estabelecendo-se
como uma alternativa eficaz frente aos aditivos convencionais (HARIKRISHNAN et
al., 2011).

Os Oleos essenciais podem ser extraidos de folhas, flores, caules, raiz e
sementes (BIZZO et al. 2009). A alfavaca-cravo (Ocimum gratissimum) é uma planta das
regides tropicais, tendo em sua composicdo o eugenol, que possui a¢do anestésica,
antimicrobiana, analgésica, antifiingica e imunoestimulante. (ROUBACH et al., 2005;
ONAJOBI, 1986; JANSSEN et al.,, 1989; MATOS, 1998; RODRIGUES et al., 2006;
FIGUEREDO et al., 2017). Entretanto, os efeitos do uso do 6leo essencial de alfavaca-
cravo na dieta de cacharas é desconhecido.

Espécie atrativa tanto para pesca esportiva quanto para a atividade
ornamental (CAMPOS 2010), além do seu potencial zootécnico e excelentes
caracteristicas organolépicas, por possuir carne de cor clara, macia, saborosa e sem
espinhos em formatos de “Y” (HONORATO, 2014), o cachara Pseudoplatystoma
reticulatum (EIGENMANN & EIGENMANN, 1889) é uma espécie carnivora de agua
doce (BAUMGARTNER et al., 2012) de grande interesse para a piscicultura comercial.

Com este trabalho o objetivo foi avaliar os efeitos de dietas contendo OE de
alfavaca-cravo no desempenho zootécnico, glicose plasmatica, atividade respiratéria de
leucécitos, hematologia, histomorfometria do intestino e desafio bacteriano com

Aeromonas hydrophila em cacharas.
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MATERIAL E METODOS

Instalacoes, animais e aclimatacdo

O experimento foi realizado no laboratério de sanidade de peixes da UEMS e
certificado pelo comité de ética no uso animais da referida instituicdo (protocolo
003/2018). Foram wutilizados 300 juvenis de cachara da mesma familia com
comprimento total médio de 14,98 + 0,28 cm e peso médio 18,84 + 1,22 g, ja treinados
para receber alimentacdo seca. Os peixes oriundos de piscicultura comercial, foram
aclimatados durante periodo de 15 dias, distribuidos em 20 tanques com volume ttil
de 80 litros de agua com fluxo e aeracdo continua, e baixa luminosidade. Nesse periodo
os juvenis foram alimentados com a mesma ragdo comercial utilizada na piscicultura
de origem, duas vezes ao dia, as 7:00 e 16:00 horas até que apresentassem saciedade.
Ap6s periodo de aclimatacdo, foi realizado jejum de um dia para a biometria e inicio

do fornecimento das dietas contendo OE de alfavaca-cravo.

Delineamento, dleos essenciais e fornecimento das dietas

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com
quatro tratamentos, cada um com cinco repetigdes.

O OE foi adquirido da extracdo por hidrodestilacdo com aparelho Clevenger
das folhas de plantas adultas de alfavaca-cravo e a sua composicdo quimica (Tabela 1),
foi determinada por cromatografia gasosa e espectofotometro de massa, realizado no
Laboratério de Plantas Medicinais e Fitoquimica da Embrapa Amazonia Ocidental,

Manaus, Brasil.
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Tabela 1. Composicao quimica do OE de Ocimum gratissimum.

Pico Constituintes Teor (%)
1 a-pineno 1,4
Sabineno 0,8
3 B-pineno 4,2
4 Mirceno 0,8
5 Limoneno 1,7
6 1,8-cineol 39,5
7 (Z)-p-Ocimeno 09
8 y-terpineno 0,3
9 Linalol 1,9
10 O-terpineol 0,7
11 Terpineol-4-ol 0,6
12 a-terpineol 2
13 Eugenol 14,7
14 a-copaeno 0,5
15 B-bourboneno 0,6
16 B-elemeno 0,4
17 (E)-cariofileno 59
18 a-humuleno 1,1
19 allo-aromadendreno 0,3
20 Germacreno 0,7
21 B-selineno 12,6
22 a-selineno 3,4
23 7-epi-a-selineno 1
24 Espatulenol 3,4
25 Oxido de cariofileno 3,4
26 Epoéxido de humuleno II 04

A inclusdo do OE de alfavaca-cravo na ragdo foi por meio de diluicao em
alcool de cereais e aspersdao com recobrimento dos granulos, conforme Dairiki et al.
(2013), em niveis de 0,0 0,5, 1,0 e 1,5% na ragdo comercial para peixes carnivoros com
granulometria de 4-6 mm e composicao proximal: 400 g kg de proteina bruta, 120 g
kg1 de umidade, 75 g kg de extrato etéreo, 130g kg! matéria mineral e 50 g kg1 de
fibra bruta. O fornecimento da dieta foram realizados as 7:00 e 16:00 horas até a
saciedade aparente durante 45 dias.

Diariamente, ap6s o fornecimento das dietas foram mensuradas o pH 8,01 +
0,38, oxigénio dissolvido 7,22 + 0,46 mg L1 e temperatura da dgua 26,29 + 1,07 ° C, por

meio de peagdmetro e oximetro HANNA. Uma vez por semana foram mensurados os
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niveis de amonia e nitrito por meio de kits colorimétricos Labcon Test, e as unidades
experimentais foram sifonadas para a retirada de fezes e resto de ragao. Os valores dos
parametros de qualidade da agua foram adequados para as espécies de acordo com
Rebougas (2014).

No final do periodo de fornecimento das dietas, os peixes foram submetidos a
jejum de 24 horas, e posteriormente anestesiados em eugenol (50mg L) para realizar
biometria final, colheita sanguinea, colheita do intestino e estresse seguido do desafio

bacteriano.

Desempenho Zootécnico

O desempenho zootécnico dos juvenis foi avaliado por meio das biometrias
(inicial e final) realizadas para obten¢do de dados de peso (g) e comprimento (cm). Os
indices zootécnicos avaliados foram ganho em peso (g), ganho em comprimento (cm),
consumo de racdo (g), conversao alimentar; taxa de crescimento especifico (%) / dia e

taxa de eficiéncia proteica (%).

Glicose plasmatica, atividade respiratoria de leucocitos, hematologia

O sangue foi colhido por pungdo vaso caudal, utilizando seringas e agulhas
diferentes, em funcdo do parametro a ser analisado. Para a colheita sanguinea que
determina a concentracdo de glicose plasmatica, foram utilizadas seringas e agulhas
descartaveis banhadas em antiglicolitico (GLISTAB) avaliada a partir de kit comercial
colorimétrico LabTest®.

Em relacdo a analise imunolégica foi utilizada seringas e agulhas banhadas com
heparina e determinada a andlise da atividade respiratéria dos leucécitos segundo
Biller (2008). Foram determinadas as espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas
pelo burst respiratério por meio de ensaio colorimétrico baseado na redugao do corante
nitroblue tetrazolium (NBT), que d4 origem a precipitados de material insoltvel com
coloracdao azul escuro no interior do fagécito, denominados granulos de formazan.
Para determinar a quantidade do precipitado, 50 pL de sangue heparinizado foi
adicionado a 50 pL de NBT, esta mistura foi homogeneizada e incubada por 30 min a
temperatura ambiente no escuro. Apés o periodo de incubagdo, 50 pL da mistura foi
diluida em 1 ml de N-dimetil formamida (DMF) e centrifugada a 3000 g durante 5
minutos. A densidade 6ptica da solucdo foi determinada por espectrofotometria em

comprimento de onda de 540 nm.
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Foram utilizadas seringas e agulhas descartaveis banhadas em EDTA 3% para
as varidveis hematologicas: porcentagem de hematdcrito pelo método de
microhematdcrito de Goldenfarb et al. (1971), hemoglobina pelo método de cianometa
hemoglobina de Collier (1944) e contagem do ntimero de eritrécitos - realizado em
camara de Neubauer utilizando a dilui¢do de 1:200 em solugdo de formol-citrato. Em
relacdo aos indices hematimétricos foram calculados volume corpuscular médio e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, de acordo o indicado por Wintrobe
(1934). Além disso, foram confeccionadas extensdes sanguineas em duplicata de cada
animal, secas ao ar e coradas pancromicamente com May Grunwald-Giemsa-Wright,
segundo Tavares-Dias & Moraes (2004) para realizacdo da contagem total de

eritrdcitos, trombdcitos e leucdcitos, e contagem diferencial de leucécitos.

Histomorfometria intestinal

Dez peixes de cada tratamento foram amostrados e eutanasiados por
aprofundamento do plano anestésico em solucdo de eugenol (100 mg L), para a
colheita de amostras do intestino. Foi realizada uma incisdo na cavidade abdominal
dos peixes para retirada de 3 cm de comprimento do intestino médio, para isso, a
porcdo coletada foi do 4° ao 6° cm do intestino. As amostras foram fixadas em solucao
formol (10%) tamponado (pH 7,2) por 24 horas que posteriormente foram transferidas
para solugdo de alcool (70%) até o momento do processamento.

As amostras de intestino foram desidratadas em séries crescentes de alcoois
(70 a 100%), diafanizadas em xilol e incluidas em blocos de parafina. Os cortes
histolégicos foram realizados na espessura de 5 pm e confeccionadas duas laminas
histolégicas por amostra contendo quatro cortes cada e coradas em bateria de
hematoxilina e eosina. As imagens das laminas histolégicas foram capturadas com
camera digital acoplada ao microscépio 6tico na objetiva de 10x. Com o software
Image-Pro Plus 2.0. Por tratamento foram selecionadas 200 vilosidades para mensurar
altura do vilo (pm), largura do vilo (pum) e area do vilo (pm?).

As medidas foram aferidas da seguinte maneira: altura dos vilos (pm), da base
até seu apice; largura do vilo (um), de uma lateral a outra na regido central do vilo e;
area do vilo (pm?), obtido com as medidas do perimetro da vilosidade com as

reentrancias, representado na regido basal ate do dpice do vilo.
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Desafio com Aeromonas hydrophila e avaliacio de mortalidade

As cepas da Aeromonas hydrophila foram provenientes do Laboratério de
Parasitologia e Microbiologia dos Organismos Aquéticos, Jaboticabal, SP, Brasil,
isolada de Pseudoplatystoma spp. Ja em laboratério de Sanidade de Peixes, em estufa
bacterioldgica as cepas foram cultivadas em meio de cultivo liquido Brain Heart
Infusion (BHI) por 48 horas, reisoladas e diluidas em PBS até a dose letal 50% (0,9 x 106
UFC mL), correspondente a testes com a mesma bactéria em peixes do mesmo lote e
que ndo foram utilizados neste experimento.

Ap6s a alimentacdo de 45 dias, 15 peixes de cada tratamento, foram
estressados por exposicdo ao ar durante 3 minutos e por meio de injecdo
intraperitoneal receberam inéculo de Aeromonas hydrophila. Os animais amostrados
foram separados por tratamento para observacdo de mortalidade cumulativa, e

ocorréncia de sinais clinicos durante 10 dias.

Anilise Estatistica

Os dados foram submetidos a normalidade (Shapiro-Wilk), os valores das
variaveis da histomorfometria do intestino foram transformados em log (10) e as
médias foram submetidas a andlisede variancia (ANOVA) utilizando o programa

RStudio 1.0.153.

RESULTADOS
Desempenho zootécnico

As dietas contendo OE de alfavaca-cravo nos diferentes niveis apresentaram
efeito sobre a varidvel ganho em peso (P<0,05), porém nao foi significante para ganho
em comprimento, consumo de racao, conversao alimentar, taxa de crescimento

especifico e taxa de eficiéncia protéica (Tabela 2).
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Tabela 2. Valor médio e erro padrao do desempenho zootécnico de Pseudoplatystoma
reticulatum alimentados com dietas contendo OE de alfavaca-cravo durante 45 dias.

Variaveis de Niveis de OE de alfavaca-cravo

Desempenho
Zootécnico Controle 0,5% 1% 1,5%

PI (g) 18,00 £ 0,57 19,25+ 0,40 18,98 + 0,63 19,12+0,52

CI (g) 14,96 £ 0,13 14,88 £ 0,13 15,06 £ 0,15 15,00 £ 11
GP (g) 20,67 + 0,90v 21,33 £ 0,71ab 24,72 + 0,862 21,37 +0,87ab

CA 1,42 £ 0,06 1,40 £0,07 1,24 £0,01 1,44 £0,12

TCE (%) / dia 7,93 +£0,22 8,42 +0,48 8,21+0,41 819+0,24
TEP (%) 11,72+0,21 11,95+ 0,48 12,26 + 0,40 12,27 £ 0,68

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Student-
Newman-Keuls (P<0,05). PI = peso inicial, CI = comprimento inicial, GP = ganho de peso, CA =
conversao alimentar, TCE = taxa de crescimento especifico e TEP = taxa de eficiéncia protéica.

Glicose plasmatica, atividade respiratdria de leucdcitos e hematologia

Nao houve efeito dos niveis na glicose plasmatica (P>0,05). Referente a
resposta imunoldgica adicdo do OE na dieta aumentou a atividade respiratéria dos
leucécitos (PP<0,05). Nas varidveis do hemograma, foi observado aumento no volume
corpuscular médio dos animais alimentados com dietas de 0,5% de OE de alfavaca-
cravo e o aumento na quantidade de trombéticos em todos os juvenis que receberam o
aditivo na dieta (P<0,05). As varidveis de hemoglobina, nimero de eritrécitos,
hematocrito, concentragdo de hemoglobina corpuscular média e leucdcitos ndo

diferiram entre as concentragdes testadas (P>0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3. Valor médio e erro padrdao de varidveis hematoldgicas, plasmatica e

imunolégica de Pseudoplatystoma reticulatum alimentados com dietas contendo OE de

alfavaca-cravo durante 45 dias.

Variaveis do Niveis de OE de alfavaca-cravo
Hemograma Controle 0,5% 1% 1,5%
Gls (g dL?) 38,24 + 2,59 40,00 + 4,31 36,30 + 3,24 39,92 + 8,88
ARL 0,29+0,01v 0,31+0,01ab 0,33+0,01ab 0,360,012
Hb (g dL1) 8,65+0,97 7,72+1,38 7,47+0,53 5,74+1,25
Er (x106 pL-1) 1,23 £ 0,07 0,94 + 0,08 1,01+£0,10 1,33+0,14
Htc (%) 15,40+ 2,73 20,40 + 0,68 18,40 + 2,25 19,20 + 2,50
Vem (fL1) 121,24 +17,96P 224,35 + 26,252 180,63 + 13,99ab 149,83 + 23,58ab
Chem (g dL) 48,87 + 6,37 38,14 + 7,07 44,03+ 7,51 41,13 + 4,55

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Student-
Newman-Keuls (P<0,05). Gls = Glicose plasmatica, ARL = Atividade respiratéria de leucdcitos,

Hb = Hemoglobina, Er = Numero de eritrécitos, Htc = Hematécrito, VCM = Volume
corpuscular médio e CHCM = Concentragdo de hemoglobina corpuscular média.

Foi observado redugdo no nimero de neutroéfilos dos juvenis alimentados com

maior nivel de OE de alfavaca-cravo (P<0,05). Os dados referentes a contagem

diferencial de leucdcitos estdao na Tabela 4.

Tabela 4. Contagem diferencial de leucdcitos, trombdcitos e total de leucécitos (média
e erro padrdo) de Pseudoplatystoma reticulatum alimentados com dietas contendo OE de

alfavaca-cravo durante 45 dias.

Niveis de OE de alfavaca-cravo

Leucdcitos
Controle 0,5% 1% 1,5%

Lf 82,00 + 0,67 81,00 £ 0,51 84,00 + 0,98 86,00 + 0,68
Nt 17,00 + 1,24a 18,00 + 0,452 15,00 £ 1,672 12,00 + 0,86P

Mn 3,00£0,52 2,00£0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00

Li 3,00 £ 0,00 0,00 + 0,00 3,00£0,00 1,00 £ 0,00
Tr (x108 pL1) 8,15+ 1,69v 38,14+ 7,07 44,03 £7,51a 41,13 + 4,552
Leu (x103 pL1) 57,54 + 8,18 101, 98 + 24 91 86,21 + 3,52 84,88 + 5,31

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Student-
Newman-Keuls (P<0,05). Lf =Linfécito, Nt = Neutréfilo, Mn = Mondcito, Li = Leucécitos
imaturos, Tr = Tromboticos e Leu = Leucocitos.

Em relacdo as variaveis histomorfométricas (Tabela 5), as dietas fizeram com

que os peixes apresentassem diferencas na altura do vilo (P<0,05).
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Tabela 5. Valores médios e erro padrdo de varidveis histomorfométricas de
Pseudoplatystoma reticulatum alimentados com dietas contendo OE de alfavaca-cravo

durante 45 dias.

Variavei
. anavets Niveis de OE de alfavaca-cravo

histomorfo-

métricas do
. . Controle 0,5% 1% 1,5%
intestino
AV (pm) 506,40 +10,072 458,05 + 17,270 509,64+13,102 489,65 +10,89ab
LV (pm) 101,63 + 3,47 103,32 +4,12 99,73+4,54 108,70+3,95
A (pmz) 47731,00+1540,91 46131,16+2288,80 51216,44+2326,43 51474,39+1973,03

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Student-
Newman-Keuls (P<0,05). AV = Altura do vilo, LV = Largura do vilo e A = érea do vilo

A taxa de mortalidade cumulativa dos animais infectados foi calculada por
meio da retirada e contagem dos peixes mortos de cada tratamento. A figura 1 ilustra a
mortalidade cumulativa em cacharas alimentados com dietas contendo OE de alfavaca-
cravo, sendo que a maior mortalidade foi no grupo controle (60%) e a menor nos que

receberam os maiores niveis na dieta.

70,0
60,0

50,0

40,0 === Controle

30,0 -+ -+ Alfavaca-Cravo 0,5%

20,0 = A = Alfavaca-Cravo 1,0%

10,0 —f— Alfavaca-Cravo 1,5%

Mortalidade cumulada (%)

0,0

Dias

Figura 1. Mortalidade cumulativa em Pseudoplatystoma reticulatum alimentados com
dietas contendo OE de alfavaca-cravo durante 45 e desafiados com Aeromonas

hydrophila.

DISCUSSAO
O principal componente encontrado na composicdo do OE de alfavaca-cravo
foi o0 1,8-cineol, um monoterpeno com propriedades antibacteriana, anti-inflamatoria e

analgésica, similar ao encontrado por Figueredo (2017), porém diferente de Silva et al.,
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(2012) e Ribeiro et al., (2016), que observaram como componente majoritario o eugenol,
um composto encontrado em OEs amplamente testados como anestésicos em diversos
peixes. A composicdo dos OEs podem variar em funcdo das espécies de plantas
utilizadas, do ambiente de cultivo da planta, época de colheita e método de extracao.

Os fatores que causaram o efeito no aumento do ganho em peso podem ser
atribuidos a interagcdo da composi¢ao do OE, como modulador do sistema imunolégico
mantendo bom estado satide dos peixes e mantenca da homeostasia, além da alteracao
na variavel histomorfométrica do intestino. Figueredo et al., (2017) observaram maior
ganho em peso utilizando o mesmo aditivo a 0,5% na dieta de Oreochromis niloticus. Em
Sciaenops ocellatus alimentados com dietas suplementadas com OE de Ocimum
americanum de 0,25 a 2,0g kg 1 ap6és 7 semanas ndo houve efeito no desempenho
zootécnico (SUTILI et al, 2016).

O aumento do volume corpuscular médio dos animais pode ser consequéncia
da quantidade baixa de eritrécitos e alta porcentagem de hematdcrito, essa relagdo
pode ser justificada pela existéncia do aumento de eritrécitos com células jovens
causando anemia macrolitica, conforme Tavares-Dias & Moraes (2004), ou pela
hemélise das amostras causando alteracdo na variavel (QUINTAO, 2014).

Todos os peixes que receberam adigdo do OE de alfavaca-cravo na dieta
tiveram o aumento na concentracao de trombéticos no sangue, essa caracteristica é
positiva para o organismo, ji que essas células atuam no sistema imunolégico na
atividade fagocitica, por meio do glicogénio intracelular, efetuando processo de defesa
organica reduzindo a predisposi¢do a infecgdes.

O aumento da resposta respiratéria dos leucdcitos foi proporcional aos niveis
de inclusdo do OE de alfavaca-cravo na dieta. Os componentes quimicos com
propriedades imuestimulantes contidas na composicao exerceram efeito na modulacao
do sistema imunoldégico, preparando o organismo para defesa contra possiveis
infecgdes.

Foi observada reducao de neutréfilos no grupo que recebeu maior quantia de
aditivo, neste momento os animais ainda ndo tinham sido infectados, portanto essa
resposta ndo atribui baixa acdo fagocitica ou de superdxidos bactericida extracelular.
Os neutréfilos no sistema imunolégico que formam a primeira linha de defesa celular
contra agentes invasores e tém como primeira fungdo a ingestdo e morte de bactérias,

por meio da fagocitose (FELDMAN et al., 2000). Este mesmo OE com 1% na dieta para
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Oreochromis niloticus durante 55 dias causou efeito no aumento de neutréfilos
(FIGUEREDO et al 2017).

Em relagdo histomorfometria intestinal, o aumento na altura de vilos pelo
grupo 1,0% corrobora o ganho em peso que também mostrou efeito. As varidveis
zootécnicas: ganho em comprimento e conversdo alimentar, mesmo que ndo foram
significativas, apresentam as maiores e melhores médias avaliadas respectivamente, o
que sugere que o aumento das vilosidades aumentou a capacidade de absorcdo de
nutrientes (MOHAMED et al., 2014). Em dietas contendo o mesmo OE nas mesmas
contragdes para Oreochromis niloticus por 55 dias ndo se obteve efeito nos pardmetros
histomorfométricos, porém, dez dias apds a infecdo com a bactéria Streptococcus
agalactine, houve aumento nas varidveis altura de vilo e nimero de células caliciformes
(FIGUEREDO et al., 2017). Em Oreochromis niloticus recebendo dietas contendo OE de
Melaleuca alternifolia nao foi observado efeito durante 30 dias, entretanto, houve efeito
com 60 dias na altura dos vilos (VALLADAO et al., 2017) o que pode sugerir que o
estado de sadde e tempo de fornecimento continuo dos OEs podem trazer beneficios
aos peixes que recebem a dieta com o aditivo.

No segundo dia ap6s o desafio sanitario com inoculagdo da A. hydrophila, os
cacharas apresentaram natagdo errdtica e partir do terceiro dia apds a inoculacéo, teve
inicio a mortalidade de alguns peixes com sinais clinicos da bacteriose como,
despigmentagdo da epiderme, ascite, petéquias na regido ventral da cabeca e secrecdo
de pus no anus.

A mortalidade ocorreu principalmente nos peixes que ndo receberam dietas
contendo OE de alfavaca-cravo, no entanto, a adi¢do de 0,5% possibilitou a redugdo da
mortalidade em quase 50% durante os 10 dias de avaliacdo. A baixa taxa de
mortalidade apds a infeccdo nos peixes que receberam OE nas dietas sugere melhora
na imunidade inata, uma vez que nesses peixes houve inibicdo do crescimento do
organismo patogénico. Portanto, essa resposta pode estar ligada aos pardmetros onde o
aditivo apresentou efeito, como ganho em peso, volume corpuscular médio, altura de
vilosidades intestinais, ntimero de neutroéfilos e trombéticos e a atividade respiratéria
de leucdcitos.

O fornecimento de dietas com 0,5 e 1,0% de OE durante 55 dias, melhorou a
resisténcia a doencas e capacidade de sobrevivéncia de 100% frente a infeccdo por
Streptococus agalactize na concentragao de 1,0 x 108 UFC mL-1 (FIGUEREDO et al., 2017).

O desafio bacteriano com A. hydrophilana concentragio de 1,5 x 108 UFC mL?,
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realizada em Colossoma macropomum alimentados com dietas contendo de 0,5 a 1,5% de
OE de Mentha piperita durante 30 dias, ndo apresentou sinais clinicos externos e relato
de mortes (RIBEIRO et al, 2016). O presente trabalho corrobora os resultados
observados nos trabalhos supracitados e ressalta o potencial imunoetimulante do OE

de alfavaca-cravo.

CONCLUSAO

O OE de alfavaca-cravo tem efeito no ganho em peso, resposta imunoldgica,
histomorfometria do intestino e na melhora na resposta de imunidade inata contra a
infeccdo por Aeromonas hydrophila. Portanto, o uso deste OE é recomendado em dietas

para cacharas em niveis de até 1,0% da dieta por 45 dias.
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Resumo

Este trabalho foi conduzido para avaliar o potencial anestésico dos 6leos essenciais
(OEs) de alfavaca-cravo Ocimum gratissimum e gengibre Zingiber officinale, e sua
influéncia na glicose plasmatica e varidveis hematolégicas em juvenis de cachara
Pseudoplatystoma reticulatum. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado
com trés concentracdo de cada OE e o controle isento de OEs e &dlcool etilico, com seis
repeticdes considerando cada juvenil como uma repeticdo. Foram utilizados 42
animais, com peso e comprimento médio de 40 + 10 g e 19 £ 1,5 cm respectivamente.
Foram testadas os niveis de 100, 150 e 200 mg L de alfavaca-cravo e de gengibre,
sendo os tempos de indugdo e de recuperacdo registrados com crondmetro digital.
Apo6s a indugdo, cada animal foi submetido a colheita sanguinea para avaliagdo da
glicose plasmatica e hematologia. Os tempos de indugdo e recuperacdo com OE de
alfavaca e recuperacdo do OE de gengibre ndo apresentaram diferengas (P>0,05),
entretanto, no tempo de inducdo com as concentracdes do OE gengibre foi significativo
(P<0,05). Foi observado efeito no ntmero de eritrécitos na indugdo com OE de
alfavaca-cravo e na variavel hemoglobina apds a inducao com OE de gengibre (P<0,05).
As demais variaveis avaliadas ndo apresentaram efeito (P>0,05). Por fim, conclui-se
que os OEs de alfavaca-cravo e gengibre sdo capazes de anestesiar cacharas sem
apresentar risco de mortalidade, no entanto, apresentam tempo de indugdo longo,

podendo ocasionar alteragdes fisioldgicas conforme o aumento das concentragdes.

Palavras-chave: Alfavaca-cravo, cachara, gengibre, inducao.
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Abstract

This work was conducted to evaluate the anesthetic potential of the essential oils (EOs)
of alfavaca-clove Ocimum gratissimum, and ginger Zingiber officinale, and its influence
on plasma glucose, and hematological variables in juvenile Pseudoplatystoma
reticulatum striped sorubim. A completely randomized design with three concentrations
of each EO and the control free of EOs and ethyl alcohol was used, with six replications
considering each juvenile as a repetition. Forty-two animals, with average weight and
length of 40 £ 10 g and 19 + 1,5 cm respectively. The levels of 100, 150, and 200 mg L-
! of alfavaca-clove, and ginger were tested, and the induction and recovery times were
recorded with digital timer. After induction, each animal was submitted to blood
sampling for the evaluation of plasma glucose, and hematology. Induction and recovery
times with alfalfa EO and ginger EO recovery did not show differences (P> 0.05),
however, in the induction time with EO ginger concentrations were significant (P
<0.05). The effect was observed on the number of erythrocytes in the induction with
alfavaca-clove EO and the variable hemoglobin after induction with ginger EO (P
<0.05). The other variables evaluated ha effect (P> 0.05). Finally, it is concluded that
EO of alfavaca-clove and ginger are capable of anesthetizing the Cacharas haven't risk
of mortality, however, they present a long induction time, which can cause

physiological alterations as the increase of the concentrations.

Key-words: Alfavaca-clove, ginger, induction, striped sorubim.
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Introdugao

Os manejos inerentes da piscicultura intensiva afetam a homeostasia dos
peixes, desencadeiam respostas de estresse, imunossupressao e suscetibilidade as
infecgOes parasitérias e bacterianas (FEITOSA-SILVA, 2019). As praticas de manejos no
cultivo sdo inevitaveis, mas o uso de anestésicos pode facilitar 0 manejo, minimizar o
estresse nos peixes (HONCZARYK & INOUE, 2009; DELBON, 2010; SIMOES et al.,
2012) e reduzir o risco de acidentes no manuseio.

Os principais anestésicos utilizados no Brasil sao MS-222 (tricaina metano
sulfonato), benzocaina (ethyil-p-aminobenzoato), quinaldina (2-4-metilquinolina),
quinaldina sulfato (sulfato de 2-4-metilquinolina), fenoxietanol (fenoxietanol)
(Sigma®), etileno glicol, éter fenil CsH10O. (Merck®), e o mentol, sendo esse o tnico
anestésico natural (ROUBACH & GOMES, 2001). Com anestésicos sintéticos ha
preocupacao dos efeitos residuais na carne dos peixes alterando as caracteristicas
organolépticas naturais (OLSEN et al., 2006; RIBAS et al., 2007).

Diferente dos anestésicos sintéticos, o tempo residual dos anestésicos naturais
na carne dos peixes é inferior a 24 horas, o que os tornam uma alternativa menos
agressiva aos animais (ROSS & ROSS 2008). Souza et al. (2017), Bodur et al. (2017),
Souza et al. (2018) e Can et al. (2018), tém se dedicado a pesquisas utilizando
anestésicos naturais. Logo, os campos de pesquisa com outros 6leos essenciais (OEs)
como o Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo) e Zingiber officinale (gengibre) merecem
destaque, por conter na composi¢ao substancias de potencial anestésico.

A alfavaca-cravo é uma planta cultivada amplamente em regides tropicais,
tendo o eugenol em sua composicdo, possuindo agdo anestésica, antimicrobiana,
analgésica, antifingica e imunoestimulante. (ROUBACH et al., 2005, ONAJOBI, 1986;
JANSSEN et al., 1989; MATOS, 1998; RODRIGUES et al., 2006). A eficicia do OE
alfavaca-cravo como anestésico em peixes foi registrado por Silva et al., (2012), Benovit
etal., (2012), Silva et al., (2015) e Bandera et al. (2017).

Ja o gengibre trata-se de uma espécie produtora de rizomas, contendo em seu
OE substancias ativas como gingerol, borneol, citral, cineol, e os sesquiterpenos
zingibereno e bisaboleno, com propriedades anestésicas, anti-inflamatorias,
analgésicas, imunoestimulantes, antimicrobianas e hipoglicemiantes (KEMPER, 1999;
SOUZA et al., 2017; ARAUJO et al., 2010; AMARAL et al., 2018; LORENZI & MATOS,
2002). Apesar dos registros literarios afirmarem poder anestésico do gengibre, ndo se

sabe do efeito de seu uso em peixes.
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O cachara Pseudoplatystoma reticulatum (EIGENMANN & EIGENMANN,
1889), usado neste estudo, é uma espécie carnivora de 4gua doce (BAUMGARTNER et
al., 2012) e muito utilizada em piscicultura para producao de hibridos, pelo fato de ter
carne de cor clara, macia, saborosa e sem espinhos (HONORATO, 2014), além de ser
atrativa na pesca esportiva e na piscicultura ornamental (CAMPOS 2010).

Com este trabalho o objetivo foi avaliar o potencial anestésico dos OEs de
alfavaca-cravo e gengibre e sua influéncia na glicose plasmatica e varidveis

hematoldgicas em juvenis de cachara.

Material e métodos
Instalacoes, animais e aclimatacdo

O experimento foi certificado pelo comité de ética no uso de animais da UEMS
(protocolo 003/2018). Foram utilizados 42 juvenis de cachara (40 + 10 g e 19 £ 1,5 cm),
adquiridos de piscicultura comercial, localizada na cidade de Terenos MS. Os juvenis
foram transportados para o laboratério da Universidade Estadual de Mato Grosso do
Sul em Aquidauana MS e foram aclimatados em tanque de 500 L, com aeracdo
constante e fluxo de 4gua continuo pelo periodo de 30 dias. Diariamente a qualidade
de dgua foi monitorada e os juvenis receberam racao comercial com granulometria de 4

a 6 mm, com 40% de proteina bruta destinada a peixes carnivoros as 8:00 e 16:00 horas.

Fonte dos OEs, composigio e preparo das solugoes estoque

Os OEs foram adquiridos da extragdo por hidrodestilacdo com aparelho
Clevenger a partir das folhas de plantas adultas de alfavaca-cravo e a partir dos
rizomas de gengibre. As composicdes quimicas (Tabela 1 e 2) foram determinadas por
cromatografia gasosa e espectofotometro de massa, realizadas no Laboratério de
Plantas Medicinais e Fitoquimica da Embrapa Amazoénia Ocidental, AM, Brasil.

O preparo das solucdes estoque anestésicas foram realizadas a partir da
diluicao dos OEs de gengibre e alfavaca-cravo em alcool etilico (95%) nas proporgdes

de 10 por 100, 15 por 100 e 20 por 100 g/ mL, respectivamente.



Tabela 1. Composicao quimica do OE de Ocimum gratissimum
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Pico Constituintes Teor (%)
1 a-pineno 1,4
2 Sabineno 0,8
3 B-pineno 4,2
4 Mirceno 0,8
5 Limoneno 1,7
6 1,8-cineol 39,5
7 (Z)-p-Ocimeno 0,9
8 y-terpineno 0,3
9 Linalol 1,9
10 O-terpineol 0,7
11 Terpineol-4-ol 0,6
12 a-terpineol 2
13 Eugenol 14,7
14 a-copaeno 0,5
15 [-bourboneno 0,6
16 B-elemeno 04
17 (E)-cariofileno 59
18 a-humuleno 1,1
19 allo-aromadendreno 0,3
20 Germacreno 0,7
21 B-selineno 12,6
22 a-selineno 3,4
23 7-epi-a-selineno 1
24 Espatulenol 3,4
25 Oxido de cariofileno 3,4
26 Epoxido de humuleno II 04




Tabela 2. Composicao quimica OE de Zingiber Officinale
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Pico Constituintes Teor (%)
1 2-heptanol 0,6
2 Tricicleno 0,2
3 a-pineno 3,2
4 Canfeno 8,5
5 Sabineno 0,2
6 B-pineno 04
7 6-metil-5-hepten-2-ona 1,1
8 Mirceno 2,4
9 a-felandreno 0,5

10 B-felandreno 9,9
11 1,8-cineol 4.4
12 terpinoleno 0,3
13 Linalol 1
14 Citronelol 0,2
15 Borneol 0,9
16 a-terpineol 0,7
17 Citronelol 0,9
19 Geraniol 0,8
20 Citral 16,0
21 a-copaeno 04
22 allo-aromadendreno 0,7
23 y-gurjuneno 04
25 ar-curcumeno 3,8
26 B-eudesmol 01
27 a-zingibereno 20,4
28 (E.E)-a-farneseno 0,3
30 7-epi-a-selineno 0,2
31 B-sesquifelandreno 7,2
32 (E)-y-bisaboleno 0,2
33 Elemol 0,2
34 Germacreno 12,5
35 n.i. 1,3

n.i. = ndo identificado.

Delineamento e colheita de dados

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com trés concentra¢des

de cada OE (100, 150, 200 mg L) e o controle isento de OE e 4lcool etilico, com seis

repeticdes considerando cada juvenil como uma repeticao.
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Os peixes foram monitorados visualmente em aquério (13L) buscando avaliar
o padrao comportamental para os estagios de anestesia cirtrgica com auséncia total de
reacdo, movimentos operculares lentos e irregulares, batimentos cardiacos lentos e
perda total de todos os reflexos, descritos por Ross & Ross (2008). Os peixes do grupo
controle foram dispostos individualmente no aquario durante 3 minutos sem exposicao
anestésica e, posterioriormente, submetidos a biometria e colheita sanguinea. Em
seguida, foram transferidos para um aqudrio (13L) com aeracdo continua e sem
anestésico, para a retomada do total equilibrio e capacidade normal de nado, conforme
Hikasa et al. (1986). Os processos de indugao e recuperagao foram cronometrados com
auxilio de um crondémetro digital e foram monitorados pH (8,5 + 0, 19), temperatura
(26,30 = 0,72°C) e oxigénio dissolvido (6,95 + 0,13 mg L) da dgua, com auxilio de
peagametro e oximetro HANNA, a cada trés repeticdes. Apds a recuperacdo, os peixes
foram separados por tratamento, para acompanhamento de mortalidade durante sete

dias.

Glicose plasmitica e varidveis hematologicas apds anestesia

Depois de anestesiados os peixes foram submetidos a colheita sanguinea e
biometria. O sangue foi coletado por puncdo do vaso caudal, utilizando seringas e
agulhas diferentes, em funcao do pardmetro a ser analisado. Para isso, foram utilizadas
seringas e agulhas descartdveis banhadas em anglicolitico GLISTAB para analise de
glicose plasmatica e em EDTA a 3 % analisando hematologia.

A concentragdo de glicose plasmatica foi avaliada a partir de kit comercial
colorimétrico (LabTest®). Na andlise hematolodgica foram avaliados: porcentagem de
hematoécrito - pelo método de microhematdcrito de Goldenfarb et al. (1971),
Hemoglobina - pelo método de cianometahemoglobina de Collier (1944) e Contagem
do namero de eritrécitos - realizado em cAmara de Neubauer utilizando a diluicdo de
1:200 em solucdo de formol-citrato. Foram calculados os indices hematimétricos:
volume corpuscular médio e concentracdo de hemoglobina corpuscular média, de
acordo com o indicado por Wintrobe (1934).

Foram confeccionadas extensdes sanguineas em duplicata de cada animal,
secas ao ar e coradas com May Griinwald-Giemsa-Wright, segundo Tavares-Dias &
Moraes (2004) para realizacdo da contagem total de eritrdcitos, trombdcitos e

leucocitos.
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Estatistica
Os dados foram submetidos a teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e anélise
de varidncia (ANOVA) separadamente, sem comparar os OEs, utilizando o programa

RStudio 1.0.153.

RESULTADOS
Tempos de indugdo e recuperagio

Os tempos de indugdo e recuperagdo com o OE de alfavaca-cravo, e
recupera¢do de OE de gengibre ndo apresentaram diferencas entre os niveis (P>0,05),
entretanto, houve efeito das concentracdes de OE de gengibre sobre o tempo de
indugao (P<0,05). Os valores referentes a de indugdo e recuperagao dos cacharas estao

dispostos na tabela 3.

Tabela 3. Tempo médio em segundos * erro padrao de inducdo e recuperacdo de
juvenis de cachara Pseudoplatystoma reticulatum, submetidos a anestesia com niveis de

OE de alfavaca-cravo e gengibre.

Niveis anestésicos (mg L1) Indugao (s) Recuperacao (s)
Alfavaca-cravo 100 315,17 + 39,52 Ns 197,83 £17,08 Ns
Alfavaca-cravo 150 260.67 £ 15,97 Ns 229,33 + 28,33 NS
Alfavaca-cravo 200 249 + 21,35 Ns 261,67 £ 22,54 Ns
Gengibre 100 892,83 + 13,360 204,83 + 39,53 ns
Gengibre 150 803,00 £ 71,74b 294,16 + 30,46 ns
Gengibre 200 647.83 + 26,462 257,33 £ 22,01 ns

Letras mintdsculas diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste de Fisher
(P<0,05). NS = Nao significativo.

Varidveis hematologicas

Dentre as varidveis do hemograma dos cacharas anestesiados com niveis de
OE de alfavaca-cravo (Tabela 4), foi observado aumento no ntimero de eritrdcitos nas
contracgdes de 100 e 200 mg L (P<0,05). As variaveis glicose plasmatica, hemoglobina,
volume corpuscular médio, concentragdo de hemoglobina corpuscular média,
hematécrito, trombéticos e leucdcitos ndo diferiram entre as concentracdes testadas

(P>0,05).
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Tabela 4. Valores médios e erro padrao do hemograma de Pseudoplatystoma reticulatum

anestesiados com niveis de OE de alfavaca-cravo, e ndo anestesiados (Controle).

Niveis anestésicos de alfavaca-cravo

Hemograma

Controle 100 mg L1 150 mg L1 200 mg L1

Gls (g dL?) 34,64+2,28 36,90+8,43 55,30+12,63 32,22+8,17

Hb (g dL1) 4,43+0,97 5,1610,51 5,48+0,41 3,38+0,64

Er (x106 pL-1) 1,34+0,03P 1,810,132 1,570,062 1,66+0,092

Htc (%) 17,0£1,06 18,17+0,70 17,5+1,41 17,541,26
Vem (fL1) 122,9249,33 98,63+7,93 116,09+£3,11 100,46+11,67

Chem (g dLY) 26,34+5,61 31,56+0,90 32,94+4,88 19,86+3,76
Tr (x103uL1) 55,12+11,47 73,24+13,02 85,03+12,38 75,75%11,57
Leu (x103uL1) 126,19+1,93 179,80+22,47 129,06+17,53 128,49+14,68

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Fisher
(P<0,05). Gls = Glicose plasmética, Hb =Hemoglobina, Er = Ntumero de eritrécitos, Htc =
Hemat6crito, VCM = Volume corpuscular médio, CHCM = Concentracdo de hemoglobina
corpuscular média, Tr = Trombéticos e Leu = Leucdcitos.

Para o hemograma de cacharas anestesiados com niveis de OE de gengibre
(Tabela 5), a concentragdo de 100 mg L causou aumento na varidvel hemoglobina
quando comparada a concentracdo de 200 mg L (P<0,05). Entretanto, nas demais

variaveis ndo foram observadas diferencas (’>0,05).

Tabela 5. Valores médios e erro padrdao do hemograma de Pseudoplatystoma reticulatum

anestesiados com niveis de OE de gengibre, e ndo anestesiados (Controle).

Niveis anestésicos de gengibre

Hemograma

Controle 100 mg L1 150 mg L1 200 mg L1

Gls (g dL7) 34,64+2,28 67,77+8,66 49,17+10,20 58,21+10,71
Hb (g dL1) 4,430,970 6,44+0,652 4,57+0,862> 3,36%0,30v

Vem (fL7) 122,92+9,33 114,55+7,90 120,15+9,96 124,64+10,04
Chem (g dL1) 26,3445,61 35,7843,08 24,59+4,85 17,9842,28
Er (x106 pL-1) 1,34+0,03 1,48+0,07 1,52+0,07 1,57+0,09
Htc (%) 17,0£1,06 18,00+0,97 18,83+0,31 19,160,79
Tr (x103pL1) 55,12+11,47 74,87+5,20 60,1615,66 69,7246,07

Leu(x103pL1) 126,19+1,93 120,09+9,42 137,17£17,09 120,69+14,14
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Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Fisher
(P<0,05). Gls = Glicose plasmatica, Hb =Hemoglobina, Er = Ntamero de eritrécitos, Htc =
Hematdcrito, VCM = Volume corpuscular médio, CHCM = Concentragdo de hemoglobina
corpuscular média, Tr = Trombéticos e Leu = Leucécitos.

DISCUSSAO

O principal componente encontrado na composigdo do OE de alfavaca-cravo
foi o0 1,8 - cineol, um monoterpeno com propriedades antibacteriana, anti-inflamatdéria
e analgésica, similar ao encontrado por Figueredo (2017), porém diferente de Silva et
al., (2012) e Ribeiro et al., (2016), que observaram como componente majoritario o
eugenol, um composto encontrado em OEs amplamente testados como anestésicos em
diversos peixes. No presente estudo, o OE de gengibre teve como os principais
constituintes os sequisterpenos, que contém propriedades anestésicas, antihelminticas,
antiinflamatorias, sedativas e espasmolicas. Na composicdo do mesmo OE, Figueredo
(2017) encontrou como componente principal o citral (geranial), um monoterpeno. A
composicdo dos OEs pode variar em funcdo das espécies de plantas utilizadas, da
composi¢do quimica que pode se alterar conforme sua localizagdo na planta, época de
colheita e método de extracao.

Na inducado dos peixes a utilizacdo do OE de alfavaca-cravo como anestésico
apresentou reacdes adversas. No inicio da exposicdo os juvenis apresentaram
comportamento de hiperatividade, em todas as concentragdes. Esse comportamento
também foi observado no trabalho de Honorato et al., (2014) com a hiperatividade em
Leiarius marmoratus no inicio da exposicdo anestésica com o eugenol. Sanchez et al.,
(2014) também observaram a falta de hiperatividade dos cacharas em primeiro contato
com o eugenol como anestésico. Apés a indugdo, nenhum dos peixes ofereceu
resisténcia aos manejos de biometria e colheita sanguinea, consequentemente, é
possivel assegurar que o estadgio de anestesia deste experimento foi eficaz para
execucdo desses procedimentos.

Nao foi observada mortalidade durante e apds sete dias dos testes de indugao
e recuperagdo, o que infere que todos os animais utilizados tiveram uma boa
recuperacdo frente a anestesia e aos manejos. Ao utilizar OE de alfavaca-cravo nao
houve mortalidade em Paralichthys orbignyanus submetidos a inducdes anestésicas em
concentracdes de 10 a 100 mgL?! (BENOVIT, 2012), para Rhamdia quelen em
concentracdes de 70 e 300 mgL? (SILVA, 2015) e para Brycon amazonicus em
concentragdes de 20 a 80 mgL-1 (RIBEIRO, 2016).
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O padrao indicado por Roubach & Gomes (2001) para se atingir inducdo
anestésica é de um a trés minutos e para a recuperacdo € de até cinco minutos. Todos
os peixes foram induzidos até o estado de anestesia cirtrgica, porém com tempos de
indugdo elevados. Portanto, doses maiores de OE de alfavaca-cravo e gengibre
poderiam surtir efeito mais rdpido de inducdo, conforme relatado nos trabalhos de
Rotili et al., (2012) e Bittencourt et al., (2012) que mostraram que o aumento das doses
diminuiram o tempo para indugdo e aumentaram o tempo de recuperacdo. Ainda
segundo Roubach & Gomes (2001), os efeitos das concentracdes dos OEs como
anestésicos na recuperagdo ja estavam em tempos préximos do limite recomendado.

Além de tempos elevados de recuperacdo, um caracteristica que limita o
aumento da concentracdo do OE de gengibre como anestésico é a turbidez da agua,
pois quanto mais concentrado, menor é a visualizacdo dos animais, tornando sua
utilizacdo insegura aos peixes e ao manipulador.

Na anestesia de peixes, as branquias fazem absorcao dos componentes
anestésicos, que se espalham rapidamente na corrente sanguinea assim que estdo
dispostos a artéria eferente, sendo levado aos 6rgdos e sistema nervoso central. Neste
contexto, o uso dos OEs de alfavaca-cravo e gengibre como anestésicos promoveram
alteracdo nos parametros fisiolégicos em peixes, implicando em mudangas no
hemograma.

Porém, plantas medicinais ou seus derivados, quando utilizados para fins
profiléticos e terapéuticos, devem sempre ser testados quanto a sua toxicidade, pois os
limites de tolerancia podem variar de acordo com a espécie de peixes, idade, tamanho
e com o tempo de exposicdo ao produto (WINKALER et al. 2007; TAVECHIO et al.
2009).

As mudangas no hemograma segundo Morales et al (2005), normalmente sao
observadas em respostas a exposicdes de estresse agudo. No experimento com uso do
OE de alfavaca-cravo tanto a menor, quanto a maior concentragdo promoveram o
aumento do namero de eritrécitos. A inducdo com OE de alfavaca-cravo nas
concentragdes de 20 a 80 mg L1 em Brycon amazonicus ndo alteraram o numero de
eritrocitos (RIBEIRO, 2016).

Quando o OE de gengibre foi usado na inducdo aguda, os cacharas
apresentaram alteracdo na hemoglobina no menor e no maior nivel testados. Na
literatura ndo ha informacao dos componentes ativos encontrados no OE de gengibre

que explique os mecanismos de acdo que causam essa alteracdo, mas pode-se sugerir
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que ocorram agdes inibitérias no sistema nervoso central, que induz a anestesia,
reducdo dos movimentos respiratdrios e dos batimentos cardiacos (IGGO & KLEMM,
1996), ou possiveis interagdes dos componentes naturais que podem causar danos nas
branquias causando hipéxia, prejudicar as trocas gasosas e provocar hemolise de

eritrécitos, exigindo maior sintese hematopoiética.

CONCLUSAO

Os OEs de alfavaca-cravo e gengibre sdo capazes de anestesiar cacharas sem
apresentar risco de mortalidade, no entanto, apresentam tempo de indugdo longo,
podendo ocasionar alteracdes fisiologicas indesejdveis conforme o aumento das

concentracoes.
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CAPITULO 5 - CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos com 0 uso de Oleos essenciais na dieta e como anestésicos
para peixes tem ganhado espaco entre os pesquisadores, a fim de melhorar a eficiéncia
produtiva, com possibilidade de facilitar os manejos e reduzir a utilizagdo de
antibidticos. Entretanto, os compostos ativos encontrados nos OEs podem variar
conforme a parte da planta utilizada, época de colheita e método de extragdo e isso
dificulta avaliacdo dos efeitos causados pelos componentes, porque a interacdo ou
proporcéo diferenciada podem gerar resultados distintos.

O emprego do OE de gengibre em dietas para cacharas durante 61 dias ndo é
eficiente para a melhoria do desempenho zootécnico e histomorfologia do intestino.

O OE de alfavaca-cravo apresenta efeito no ganho em peso, resposta
imunoldgica e melhora a resposta contra a infeccdo por Aeromonas hydrophila.
Portanto, o uso deste OE é recomendado para cacharas em niveis de 1,0% da dieta por
45 dias.

Os OEs de alfavaca-cravo e gengibre sdo capazes de anestesiar cacharas sem
apresentar risco de mortalidade, no entanto, apresentam tempo de inducdo elevado,
podendo ocasionar alteracfes fisioldgicas indesejaveis. Pesquisas com a utilizacdo de
componentes especificos como 0s sequisterpenos encontrados no gengibre e o eugenol
na alfavaca-cravo devemser conduzidas para aumentar o nivel de conhecimento acerca

do assunto.



