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Resumo

ALMEIDA R.G.S. Inclusédo do 6leo essencial de gengibre (Zingiber officinale rosc.) Na
dieta do cachara (Pseudoplatystoma reticulatum). 2020. Dissertacdo — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS.

A busca por aditivos naturais que hajam como imunoestimulantes, melhorando a
resiténcia dos peixes frente a desafios sanitarios e refletindo no maior desempenho
zootécnico dos animais, pode funcionar como alternativa a utilizacdo de produtos
quimioterapicos e antimicrobianos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
inclusdo dietética do 6leo essencial de gengibre sobre varidveis hematoimunolégicas de
juvenis de cacharas Pseudoplatystoma reticulatum alimentados durante 65 dias e,
posteriormente  submetidos a um estresse induzido e desafiados com Aeromonas
hydrophila. O experimento foi dividido em dois ensaios. No primeiro foram utilizados
108 juvenis de cachara de 40,23 + 17,38 g e 18,59 + 2,78 c¢m, distribuidos aleatoriamente
em 12 tanques, em delineamento inteiramente casualizado, constituido por quatro grupos
de inclusdo de 6leo essencial de gengibre divididos nos seguintes niveis: 0%, 0,5%, 1,0%
e 1,5% de inclusdo do 6leo com trés repeticdes cada, alocando nove animais por tanque.
Ao final de 65 dias foi realizada a colheita sanguinea de dois animais por grupo
experimental com analise das variaveis hematoldgicas e imunoldgicas: contagem de
eritrocitos, glicose, hemoglobina, microhematdcrito, volume corpuscular médio,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média, contagem total de leucdcitos,
trombdcitos, atividade respiratoria de leucdcitos e contagem diferencial de leucocitos. Os
dados foram submetidos a andlise de varidncia e teste de Tukey para comparacao das
médias. No segundo ensaio, com 0s peixes suplementados em sua dieta com o 6leo
essencial de gengibre foi realizado estresse induzido com posterior amostragem de dois
peixes para colheita e andlise sanguinea (0-Estresse), com 0s demais juvenis, sendo
desafiados com Aeromonas hydrophila. Decorrido 24 horas do desafio foram realizadas
colheitas sanguineas. Os dados provenientes do segundo ensaio foram submetidos a
analise de variancia em esquema fatorial 4x2 (4 dietas e 2 tempos de coleta 0-Estresse e
24 h), e teste de Tukey. Apds as analises das variaveis ndo foi observada diferenga
(p>0,05) para as variaveis hematdlogicas dos cacharas alimentados com o 6leo durante
65 dias. Foi observada interagdo entre o tempo 24 horas e tratamentos para 0 hematdcrito
com 16,50; 31,00; 43,33 e 35,50% nos tratamentos 0,0%; 0,5%; 1,0% e 1,5%
respectivamente, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com alguma
inclusdo do oleo. Para os tratamentos com inclusdo do 6leo essencial foi observado
diferenca (p<0,05) na proporcdo de mondcitos entre os tempos, com redugdo apds 24
horas do desafio. A inclusdo dietética do 6leo essencial de gengibre durante 65 dias ndo
influenciou nas variaveis hematologicas e imunologicas dos juvenis de cachara.
Entretanto, apés estresse induzido e desafio por Aeromonas hydrophila os peixes
alimentados com 0,5% do 6leo essencial apresentaram resposta mais eficiente a acdo do
patdgeno.

Palavras-chave: Desafio bacteriano, parametros imunoldgicos, imunoestimulantes,

parametros hematoldgicos.
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Abstract

ALMEIDA R.G.S. Inclusion of ginger essential oil (Zingiber officinale rosc.) in the
cachara diet (Pseudoplatystoma reticulatum). 2020. Dissertation — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS.

The production systems are often associated with inadequacies such as high stocking
densities, inadequate feeding and handling problems, which can culminate in the
emergence of pathogens and production losses. Thus, it is important to seek natural
additives that have as immunostimulant, reflecting the higher growth performance of
animals, working as an alternative to artificial products. The objective of this work was
evaluate the effect of the dietary inclusion of ginger essential oil on the hematological
and immune variables of juveniles of Pseudoplatystoma reticulatum after 65 days of
feeding, and after being subjected to induced stress and challenged with Aeromonas
hydrophila. Two tests were carried out in the research, the first were used 108 juveniles
of cachara with 40.23 + 17.38 g and 18.59 * 2.78 cm were randomly distributed in 12
tanks, in a completely randomized design, consisting of four groups of inclusion of
essential oil of ginger divided into the following levels : 0%, 0.5%, 1.0% and 1.5% of oil
inclusion with three replicates each, allocating nine animals per tank. At the end of 65
days, blood was collected from two animals per experimental group with analysis of
hematological and immunological variables: erythrocyte count, glucose hemoglobin,
microhematocrit, mean corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin
concentration, total leukocyte count, thrombocytes, activity respiratory leukocyte count
and differential leukocyte count. The data were submitted to analysis of variance and
Tukey's test for comparison of means. In the second test, with fish supplemented in their
diet with ginger essential oil, induced stress was performed with subsequent sampling of
two fish for collection and blood analysis (0-Stress), with the other juveniles, being
challenged with Aeromonas hydrophila. After 24 hours of the challenge, blood samples
were taken. The data from the second trial were subjected to analysis of variance in a 4x2
factorial scheme (4 diets and 2 collection times 0-Stress and 24 h), and Tukey test. After
the analysis of the variables, no difference was observed (p> 0.05) for the hematological
variables of cacharas fed with oil for 65 days. An interaction was observed between the
time of 24 hours and treatments for hematocrit at 16.50; 31.00; 43.33 and 35.50% in the
treatments 0,0%; 0.5%; 1.0% and 1.5% respectively, there was no significant difference
between treatments with some inclusion of the oil. For treatments with the inclusion of
essential oil, a difference (p <0.05) was observed in the proportion of monocytes between
times, with a reduction after 24 hours of challenge. The dietary inclusion of ginger
essential oil for 65 days did not influence the hematological and immunological variables
of cachara juveniles. However, after induced stress and challenge by Aeromonas
hydrophila, fish fed 0.5% of the essential oil showed a more efficient response to the
pathogen's action.

Keywords: Bacterial challenge, immunological parameters, immunostimulant,
hematological parameters
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1. INTRODUCAO

Com o objetivo de manter a expansao da producdo aquicola brasileira, que é um
dos ramos da producdo animal que mais cresceu na Ultima década para atender as
demandas das popula¢des, sdo desenvolvidas novas tecnologias e técnicas de manejo para
os diferentes sistemas de producdo (FAO, 2018). Contudo, os sistemas piscicolas estdo
muitas vezes associados a inadequacdes como densidades de estocagem excessivas,
alimentacdo inadequada, mé formulagdo das dietas e problemas de manejo, que podem
ocasionar estresse excessivo nos animais comprometendo suas defesas imunoldgicas com
posterior surgimento de enfermidades uma vez que, 0s organismos de potencial
patogénico em diversos casos estdo presentes na dgua como também no proprio animal
(Harikrishnan et al., 2011; Tavechio et al., 2009).

O surgimento dessas enfermidades com possivel mortalidade dos peixes ja é
categorizado como uma das maiores causas de prejuizo para a piscicultura e, com o intuito
de controlar a proliferacdo desses patdgenos sdo utilizados antibidticos sintéticos
(Tavechio et al., 2009). Esses antibioticos podem elevar os custos de producéo,
contaminar a carne destinada ao mercado, a agua que é liberada para 0 meio ambiente, se
mal administrados tém alto potencial toxico e podem provocar o surgimento de patdgenos
resistentes aos medicamentos pela frequente manipulacdo (Brum et al., 2018;
Harikrishnan et al., 2011).

Desse modo, € de suma importancia utilizar alternativas sustentaveis para o
controle e prevencao desses patdgenos, que possuam menor potencial de contaminacgédo
do pescado. Neste sentido, uma das alternativas € a utilizacdo de aditivos naturais com
potencial imunoestimulante, pois apresentam menor toxicidade, aumentam a resposta

imune do peixe e menor risco de selecdo de patdgenos com resisténcia (Brum et al., 2018).

Entre eles, os 0leos essenciais sdo aditivos extraidos de folhas, flores, caule, raiz
e sementes, com aplicacBes terapéuticas que incluem tanto o tratamento quanto a
prevencéo de enfermidades (Dairiki et al., 2013). O gengibre (Zingiber officinale rosc.),
€ uma espécie que possui rizoma articulado cujo 6leo essencial possui efeito anti-
inflamatorio, analgésico, imunoestimulante, antioxidante e antimicrobiano, é
administrado para modular a resposta imune e proporcionar resisténcia a doencas, tantos

em humanos como animais, inclusive peixes (Ali et al., 2008; Shakya et al., 2015).
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Sd0 escassos ou inexistentes trabalhos avaliando os efeitos Oleo essencial de
gengibre na dieta do cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) como imunoestimulante,
sendo este um estudo pioneiro, porém, o 6leo ja foi testado como anestésico para o peixe
(Silva et al., 2020). Essa espécie habita as principais bacias hidrogréaficas sul-americanas,
como a Amazénia e do Prata (Romagosa et al., 2003), possui potencial econémico e
excelente aceitacdo no mercado, pelas suas caracteristicas organolépticas positivas para
produgédo, como textura firme da carne, bom rendimento de carcaga, auséncia de sabor

acentuado de peixe e de espinhas intramusculares (Coelho, 2005; Neto et al., 2010).

1.1. Enfermidades na piscicultura

Durante o cultivo de peixes podem ocorrer inadequagdes, que expdem 0s animais
a condicdes adversas de qualidade da agua e praticas de manejo, tais como, manuseio
improprio, transporte, densidade de estocagem excessiva e ma formulacdo das dietas.
Esses fatores negativos causam consequéncias prejudiciais sobre o desempenho
produtivo, resposta imune e resisténcia dos peixes a patdgenos (Barton et al., 2000;
Brand&o et al., 2006; Harikrishnan et al., 2011).

Dado a ocorréncia dessas inadequacdes de manejo e manutencdo do meio de
criacdo, é possivel observar o surgimento de enfermidades com perdas produtivas
ocasionadas pelo estresse a que 0s animais sdo expostos, comprometendo suas defesas
imunoldgicas, uma vez que 0s organismos de potencial patogénico em diversos casos
estdo presentes na agua como também no proprio animal (Tavechio et al., 2009; Souza,
2010; Tavares-Dias, 2009; Macedo & Sipauba-Tavares, 2010; Cyrino et al., 2010).

Dentre esses organismos a Aeromonas hydrophila, € uma bactéria associada a
diversos casos de surgimento de enfermidades no meio produtivo (Ribeiro et al., 2016;
Aoki, 1999; Monette et al., 2000). Os surtos de infeccdes dessa bactéria pode causar
ulceracBes do pedunculo caudal, com posterior descamacao cutdnea com exposicao de
musculatura, hemorragia cutanea no corpo (Fig. 1) e nas nadadeiras (Aoki, 1999, Boijink
& Brand&o, 2001; Barcellos et al., 2008), com mortalidade dos animais afetados
ocorrendo geralmente entre 2 e 10 dias do inicio dos sinais clinicos (Boijink & Brandao,
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2001) e sua transmissdo ocorre a partir das excretas dos peixes ou lesdes da pele em
contato com outros animais (Aoki, 1999).

Figura 1. A - UlceracGes cutaneas em piracanjuba — Fonte (Figueredo et al., 2014); B-
Pontos hemorragicos no abdémen de juvenil de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum)
— Fonte pessoal.

Desse modo, com o intuito de controlar a proliferacdo de patdgenos muitos
produtores utilizam medicamentos sintéticos (Tavechio et al., 2009). Tais produtos
aumentam os custos de producao e possuem alto potencial toxico aos peixes, com possivel
contaminagdo da carne destinada ao mercado e da agua que € liberada para o meio
ambiente, ocasionando o surgimento de patdgenos resistentes aos medicamentos pela
frequente manipulacéo e consequente reducéo de eficiéncia (Brum et al., 2017; Tavares-
Dias, 2009; Harikrishnan et al., 2011).

Com isso, é necessario considerar as perdas causadas por esses patdgenos para a
producédo e das desvantagens do uso de medicamentos sintéticos, tornando viavel e de
suma importancia a utilizacdo de alternativas sustentaveis de controle e prevencao dessas
enfermidades, que possuam menor potencial de contaminacdo da carne de consumo
garantindo maior seguranca alimentar, menor potencial téxico para 0s animais e
minimizar o impacto ambiental (Harikrishnan et al., 2011). Por esses fatores se torna
importante a realizacdo de pesquisas explorando e testando diferentes produtos e aditivos
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alternativos, onde sua inclusdo, tipo, quantidade e concentracdo pode variar dependente

com a espécie do peixe, sistema e fase de criagdo (Brum et al., 2017; Ribeiro et al., 2016).

1.2. Estresse em peixes

Nos animais vertebrados incluindo os peixes, 0 estresse € uma resposta a um
estimulo inerente a vida que influencia na homeostasia do organismo negativamente,
onde, a partir da identificacdo, mensuracao e intensidade dessa resposta é possivel obter
informacBes da capacidade dos peixes em resistir a morte e redefinir o seu padrdo
homeostatico (Schreck & Tort, 2016).

Essa mensuracdo pode ser feita a partir de indicadores, que sdo usados como
padrdes para identificacdo do bem-estar animal. Alguns exemplos de indicadores séo 0s
metabdlitos como a glicose que é associada a um conjunto de respostas secundarias que
auxiliam o animal a se recuperar de um desafio e sobreviver pela mobilizacdo da glicose
armazenada (Barton, 2002; Sapolsky et al., 2000; Labarrére et al., 2013). Metabdlitos
podem ser mensurados a partir de amostras de sangue em equipamentos portateis e sao
Uteis para avaliar a resposta aguda dos peixes a estressores (Barton et al., 2002). Os niveis
desses metabdlitos também sdo afetados por processos metabélicos ndo relacionados ao
estresse, sendo os resultados da linha de base de dificil interpretacdo, sendo mais Uteis

para medidas de respostas agudas a agentes estressores especificos (Sopinka et al., 2017).

Diversos hormdnios também sdo indicadores de estresse em peixes, como 0
cortisol que é liberado apo6s os primeiros estimulos do estresse, isso ocorre a partir do
lancamento das catecolaminas, com a ativacdo do eixo hipotalamo hipofise-interrenal
(HPI) como resposta ao estresse, que desencadeia a liberacdo de hormonios esteroides
glicocorticéides como o cortisol, que uma vez na circulacdo sanguinea auxilia na
mobilizacdo da glicose armazenada influenciando a recuperagdo da homeostasia do
animal (Koakoski et al., 2012; Koakoski et al., 2014).

Os leucocitos também exercem funcéo de indicadores, estes compdem um grupo
de células no sangue que desempenham uma fungdo de defesa imunoldgica, divididos em
cinco tipos na maioria dos vertebrados: basofilos, eosinéfilos, linfocitos, mondcitos e

neutrofilos (Sopinka et al., 2017) com concentracBes no organismo variavel, de acordo
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com a presenca e mecanismos de acdo dos fatores causadores de estresse (Dhabhar et al.,
1996).

Outro indicador é o hematdcrito, que pode ser classificado como a porcentagem
volumeétrica de hemacias no sangue, medido pelo nimero de células compactadas atraves
de centrifugacdo da amostra de sangue em tubo capilar, a concentracdo do hematocrito
pode variar com a exposicao do animal ao estresse, de acordo com o desafio empregado

no peixe (Sopinka et al., 2017)

1.3. Imunidade em peixes

Quando exposto a situacbes de estresse, como na presenca de patdgenos o
organismo dos animais demonstra incremento da atividade do sistema imune como
resposta (Awad & Awaad, 2017), dito isso, de forma similar aos demais vertebrados 0s
peixes apresentam dois componentes na resposta imune, a resposta inata ou ndo especifica

e a especifica.

A resposta imune inata pode ser definida como a primeira barreira de defesa com
funcdo de impedir o acesso dos microrganismos patogénicos ao organismo do animal,
como também eliminacdo dos mesmos (Bernstein et al., 1998). Essa resposta imune ainda
pode ser dividida em duas categorias, sendo elas, a imunidade humoral e a imunidade

mediada por células (Levison, 2016).

A imunidade humoral é aquela mediada por substancias ndo especificas,
compostas por glicoproteinas, principalmente, lisozima, interferon, proteina C reativa,
transferrina, lectina e sistema complemento (Shoemaker et al., 2001; Biller-Takahashi &
Urbinati, 2014), encontradas em fluidos corpdreos, como 0 muco, Soro e ovos dos peixes

que desempenham a funcdo de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos.

Jaa imunidade celular, € mediada por vérias células de defesa, como os linfdcitos
tromboticos, mondcitos, granulécitos (Neutrofilos, eosinofilos e basofilos) e células
citotoxicas, que agem nos organismos patogénicos intracelulares, através da lise e

eliminacdo dos mesmos (Secombes, 1996; Levinson, 2016).

Os trombacitos em peixes s@o células sanguineas, com capacidade de fagocitose

podendo ser hemostatica e homeostatica (Tavares-Dias et al., 2002), com funcdo de
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manter a integridade dos vasos sanguineos e a rapida cessacdo do sangramento em caso
de perda da integridade vascular, agindo também em processos inflamatorios a partir da
coagulacgdo sanguinea (Baldissera et al., 2018).

Os mondcitos sdo umas das principais células do sistema imune dos peixes,
importantes produtores de citocinas que possuem funcdo de degradar diferentes tipos de
patdgenos, como também, funcédo de fagocitose de antigenos, além de, interligar o sistema
imune ndo especifico ao especifico (Shoemaker et al., 1997; Abarike et al., 2019). Essa
fagocitose nos peixes ocorre a partir do englobamento dos componentes nocivos ao
organismo, como material inerte e antigénico, assim como restos celulares da resposta

inflamatoria e de outros processos degenerativos (Ranzani-Paiva et al., 2013).

Ja& os neutréfilos estdo envolvidos principalmente nos estagios iniciais da
inflamacdao nos peixes (Manning, 1994). Como os monacitos, realizam fagocitose, porém,
possuem outra importante funcdo em infeccBes bacterianas que € a atividade microbicida
que ocorre durante o processo de explosdo respiratoria, que consiste na conversdo do
oxigénio molecular em compostos e metabolitos derivados do oxigénio, como radicais
livres do oxigénio (Biller & Takahashi, 2018).

Os eosindfilos e baséfilos sdo geralmente encontrados em menores concentracdes
no sangue dos peixes (Tavares-Dias, 2009). A fun¢do dos basofilos de peixes ndo esta
definida e parece estar ligada a processos alérgicos, ja que possuem histamina em seus
granulos (Thrall et al., 2007). Essas células também agem em processos de inflamacéo e

na defesa celular mediante a degranulacao.

A resposta imune especifica ocorre dependente da atividade dos linfécitos B e T
com funcdo de produzir imunoglobulinas especificas, atividade citotoxica e
imunomodulacdo via citocinas (Shoemaker et al., 2001). Em sua membrana celular, 0s
linfocitos B possuem receptores especificos para os antigenos, que ap6s a identificacdo
destes se divide em plasmadcitos e células de memdria, produzindo anticorpos especificos
para 0 patdgeno (Secombes, 1996; Levinson, 2016). Ja os linfocitos T apresentam
capacidade de reconhecer os antigenos que se ligam aos marcadores de superficie de

macrofago, promovendo assim sua proliferagéo (Levinson, 2016).
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1.4. Acdo dos Imunoestimulantes nos peixes

Uma das alternativas para controle e profilaxia dos agentes patogénicos e
estressores sdo os aditivos naturais imunoestimulantes, uma vez que possuem menor
toxicidade quando comparado aos sintéticos, menor risco de selecdo de patdgenos
resistentes, maior potencial de biodegradacdo e sdo de facil administracdo (Coimbra et
al., 2006). Esses produtos sdo geralmente oferecidos por imersdo no meio, injecdo ou
como suplemento na dieta, contribuindo na melhoria de desempenho produtivo e redugéo
de estresse dos animais (Tavechio et al., 2009; Tavares-Dias, 2009). Auxiliando em uma
resposta mais eficaz do sistema imune ndo-especifico, como também, influenciando
positivamente a resposta imune especifica de peixes. Sendo assim, sdo capazes de
aumentar a resisténcia do individuo a enfermidades, como os ocasionados por bactérias

potencialmente patogénicas (Bricknell & Dalmo, 2005).

Esse incremento da acdo do sistema imune pode ocorrer devido aos
imunoestimulantes simularem ou fornecerem moléculas denominadas Pamps “Padrdes
moleculares associados a patogenos” (Biller-Takahashi & Urbinati, 2014). Essas
moléculas contém padrbes moleculares encontrados em muitos patégenos que podem ser
reconhecidos pelos receptores semelhantes a Toll (TLRs), presentes na parede celular de
diversas células do sistema de defesa inato (Neutréfilos, linfocitos e mondcitos). Por sua
vez, esses receptores influenciam na ativacdo dos leucdcitos e producdo de moléculas
como as citocinas que também agem na ativacdo dos leucocitos (Biller-Takahashi &
Urbinati, 2014). Dessa forma, produtos imunoestimulantes promovem o aumento das

taxas de fagocitose pelas células do sistema imune (Harikrishnan et al., 2011).

1.5. Aditivos imunoestimulantes

Diversos produtos tém acdo comprovada sobre o funcionamento do sistema
imunoldgico dos peixes, agindo como imunocapacitantes, esses produtos podem ser
quimicos como levamisol que é um composto com fun¢do anti-helmintica em humanos e
animais, porém em peixes estimula a atividade fagocitaria (Barman et al., 2013). Também
podem ser obtidos a partir de organismos vivos, como, MDP (Dipeptideo de Muramil)
obtido da mycobacterium (Kodama et al., 1993), LPS (Lipopolissacarideos) obtidos da

parede celular de bactérias gram-negativas, ja sendo documentada sua eficacia na
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prevencdo da Aeromonas hydrophila e estimulacdo do sistema imune em truta-arco-iris
(Barman et al., 2013; Nya & Austin, 2010), ja o FCA (Adjuvante completo de Freund) é
um 6leo mineral adjuvante contendo Mycobacterium butyricum mortos que incrementam
a imunidade, atividade respiratoria fagocitica e atividade dos leucocitos (Barman et al.,
2013).

Leveduras possuem componentes com potencial imunoestimulante, os glucanos,
extraidos de polissacarideos de cadeia longa do fermento, com funcéo estimulatéria dos
mecanismos de defesa inespecificos em peixes, como atividade fagocitica e protecdo
contra patdgenos bacterianos (Barman et al., 2013). Certos polissacarideos também s&o
fonte de imunoestimulantes, como quitina e quitosana, apresentando estimulagdo dos
macrofagos em peixes, como também, certos fatores nutricionais apresentam funcao
equivalente como as vitaminas (C e E), assim como alguns horménios, GH, prolactina e
citosinas (Barman et al., 2013; Dawood et al., 2018; Mohan et al., 2019).

Os compostos obtidos a partir de plantas ou fitoterapicos, tem finalidade profilatica
e curativa (Brasil, 2011), demonstrando ampla atividade antiparasitaria, antibacteriana e
imunoestimulante (Silva & Fernandes Junior, 2010; Hai, 2015; Dawood et al., 2018).
Estes podem ser encontrados na forma de extrato, tintura, cera, 6leos, exsudato, suco entre

outros.

Dentre estes compostos, 0s Gleos essenciais sao extraidos de folhas, flores, caule,
raizes e sementes proveniente do metabolismo secundario das plantas, constituindo um
importante grupo de matérias-primas para comidas, produtos de higiene, perfumaria e
indUstria farmacéutica (Souza et al., 2019). Esses aditivos sdao misturas complexas de
substancias volateis e lipofilicas e com baixo peso molecular (Morais, 2009). Podendo
ser classificados como hidrocarbonetos terpenos, simples e terpenos alcoois, aldeidos,
cetonas, fendis, éteres, 0xidos, perdxidos, furanos, cidos organicos entre outros (Swamy
et al., 2016; Souza et al., 2019).

A quantidade desses componentes nos 6leos essenciais pode variar de 20 a 200
sendo nomeados de acordo com sua concentracao, divididos em: Principais constituintes
(20 a 95%); Constituintes secundarios (1 a 20%); Constituintes vestigio (abaixo de 1%)
(Sticher, 2015; Souza et al., 2019). Devido a sua composicdo esse aditivo pode
desempenhar funcdo de promotor de crescimento, também ja sendo demonstrado seu

efeito imunomodulador, que acarreta no aumento da atividade fagocitaria dos leucocitos
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contra os patdégenos e melhoria na capacidade de absorcao de nutrientes para o0s peixes,
pelo possivel aumento da palatabilidade das ragdes com Oleos essenciais (Brum et al.,
2017; Souza et al., 2019; Cunha et al., 2018).

Vaérios 6leos de diferentes espécies de plantas séo utilizados e j& foram estudas para
tal finalidade, como o 6leo essencial Aloysia triphylla com o terpendide B-citral como
principal constituinte, que apds inclusdo a dieta do Rhamdia quelen desafiados pela
Aeromonas hydrophila proporcionou melhora na sobrevivéncia, reducao da contagem de

leucdcitos, linfocitos e neutrofilos (Santos et al., 2017).

O Oleo essencial Mentha piperita também ja foi estudado, com o mentol um alcool
terpénico como constituinte majoritario, auxiliando na manutencdo da salde e
sobrevivéncia do Colossoma macropomum apds 30 dias de alimentacdo e desafio por
Aeromonas hydrophila (Ribeirto et al., 2016).

Em outro estudo, o 6leo da Mentha piperita com o mentol como maior componente
em sua composicao, adicionado na ragdo para o Oreochromis niloticus durante 60 dias,
ocasionou 0 incremento da ativacdo do sistema complemento, que possui papel
fundamental na resposta imune inata (Valladdo et al., 2017). Neste mesmo trabalho
também foi avaliada a inclusdo do 6leo essencial de Melaleuca alternifolia na dieta dos
peixes com o terpinen-4-ol compondo maior parte do 6leo, de forma similar, os animais
alimentados racdo contendo o Oleo apresentaram incremento na ativacdo do sistema
complemento, além de, apresentaram maiores vilosidades intestinais que pode resultar no

aumento da absorcao de nutrientes.

O oleo essencial de Citrus limon com o terpendide limoneno como principal
componente, ofertado via dieta para o Oreocrhomis mossambicus com infeccdo pela
Edwardsiella tarda, ocasionou melhora nos pardmetros da imunidade inata com reducao

da taxa de mortalidade dos peixes (Baba et al., 2016).

Oleo essencial de Ocimim americanum com o monoterpeno linalol em maior parte
de sua composic¢édo adicionado a dieta do Sciaenops ocellatus durante 49 dias, aumentou
a taxa de gordura intraperitoneal dos peixes, melhorando também a resposta

imunomoduladora inata (Sutili et al., 2016).

O oleo essencial de Ocimum gratissimum com o monoterpendide eucaliptol (1,8-

cineole) como principal constituinte incluso na dieta de Oreocrhomis niloticus, apos 55



N oo o b w

0o

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

20

21
22

23
24
25
26
27
28

29
30
31

21

dias de alimentacdo o 6leo proporcionou incremento no crescimento dos animais, da
resposta imune, resisténcia a infeccdo por Streptococcus agalactiae com aumento da

sobrevivéncia (Brum et al., 2017).

De modo similar, o dleo essencial de gengibre (Zengiber officinale) com o
terpendide geranial representando maior parte de sua composi¢do, proporcionou 0
incremento da resposta imune e maior resisténcia ao Streptococcus agalactiae apos

incluséo na dieta do Oreocrhomis niloticus por 55 dias (Brum et al., 2017).

O gengibre (Zingiber officinale) é uma herbacea utilizada com fins medicinais,
diversas pesquisas cientificas visam o isolamento e identificacdo dos principios ativos do
gengibre, bem como suas acOGes farmacoldgicas e seu potencial de utilizacdo no
tratamento de enfermidades (Ali et al., 2008). Grande parte dos seus componentes
utilizados com tal finalidade est4 em seu rizoma que compde a parte da planta que ocorre
a extracdo do 6leo essencial, como o citral um composto que possui propriedades
antimicrobianas com potencial de uso como suplemento alimentar no tratamento de
infeccdes em animais de producdo (Yang et al., 2016). Outros componentes presentes no
6leo como o neral, 1,8-cineol e canfeno também apresentam atividade imunoestimulante,
antimicrobiana e antiparasitaria (Ali et al., 2008; Brum, et al., 2017). Conhecido
principalmente, por modular a resposta imune e proporcionar resisténcia a doencas, em

humanos e animais, inclusive peixes (Shakya et al., 2015).

1.6.Biologia e aspectos produtivos do cachara (Pseudoplatystoma reticulatum)

Entre as espécies nativas produzidas em pisciculturas, o cachara pertencente a
ordem dos Siluriformes, familia Pimelodidae e género Pseudoplatystoma (Tavares,
1997). Que possui caracteristicas como cabeca achatada, trés pares de barbilhGes
proximos a boca, corpo rolico, alongado, dorso com cor cinza, ventralmente branca,
apresentando bandas claras e escuras transversais perpendiculares ao corpo espagadas

entre si (Fig. 2).

Pode medir mais de 126 cm e faz parte do grupo dos peixes de couro (Kubitza,
1998), s6 é encontrado em agua doce, com ampla distribuicdo geografica, habitando as

principais bacias hidrogréficas sul-americanas, como a Amazonia e do prata (Romagosa
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atividade noturna (Campos, 2010).

Essa espécie possui expressivo potencial para a aquicultura demonstrando, bons
indices produtivos, carne considerada nobre com um filé de qualidade com pequena
quantidade de espinhas, aceitacdo de dietas industrializadas e possibilidade de produgéo
em sistemas intensivos de cultivo como tanque-rede e viveiros escavados. O que
potencializa a producdo e comercializacdo desses animais e possibilita a reducdo do
declinio dos estoques naturais devido a pesca extrativa (Kubitza, 1998; Coelho, 2005;
Neto et al., 2010).

Figura 2. Exemplar de juvenil de cachara Pseudoplatystoma reticulatum (Arquivo

pessoal).

2. OBJETIVO

Com este trabalho, o objetivo foi avaliar o efeito da inclusdo do 6leo essencial de
gengibre Zingiber officinale na dieta sobre as variaveis hematoimunolégicas de juvenis
de cacharas submetidos a desafio bacteriano por Aeromonas hydrophila.
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Resposta hemato-imunolégica de cacharas alimentados com dietas contendo 6leo
essencial de gengibre e submetidos a desafio com Aeromonas hydrophila

Resumo

Os produtos extraidos de plantas sdo uma alternativa aos produtos sintéticos no
incremento de desempenho e resisténcia a doencas nos peixes. O objetivo do trabalho foi
avaliar o efeito da inclusdo dietética do Oleo essencial de gengibre sobre as variaveis
hematoldgicas e imunes de juvenis de cacharas Pseudoplatystoma reticulatum ap6s 65
dias de alimentacdo, apos serem submetidos a um estresse induzido e desafiados com
Aeromonas hydrophila. Na pesquisa foram realizados dois ensaios, no primeiro foram
utilizados 108 cacharas de 40,23 £ 17,38 g e 18,59 * 2,78 cm, distribuidos aleatoriamente
em 12 tanques. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido
por quatro niveis de inclusdo de 6leo essencial de gengibre, 0%, 0,5%, 1,0% e 1,5% com
trés repeticdes cada. Ao final do periodo experimental (65 dias) foi realizada a colheita
sanguinea de dois animais por tanque para contagem de eritrocitos, hemoglobina,
microhematécrito, VCM, CHCM, glicose, contagem total de leucdcitos, trombdcitos,
atividade respiratoria de leucdécitos e contagem diferencial de leucocitos. Todos os dados
foram avaliados quanto a normalidade e homogeneidade, quando confirmadas, foram
submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey para comparacdo das médias. No
segundo ensaio, com 0s peixes suplementados com o 6leo essencial de gengibre na dieta
foi realizado estresse induzido com posterior selegdo de mais dois peixes para colheita e
andlise sanguinea (0-Estresse), com os demais juvenis, sendo desafiados com Aeromonas
hydrophila. Decorrido 24 horas do desafio foram realizadas colheitas sanguineas. Os
dados provenientes do segundo ensaio foram submetidos a analise de variancia em
esquema fatorial 4x2 (4 dietas e 2 tempos de coleta 0-Estresse e 24 h), e teste de Tukey.
Né&o foi observada diferenca (p>0,05) para as variaveis hematélogicas e imunoldgicas
com excecdo da glicose, contagem total de leucécitos e trombdcitos dos cacharas
alimentados com dieta suplementada com o 6leo essencial durante 65 dias. Foi observada
interacdo entre o tempo 24 horas e tratamentos para o hematdcrito com 16,50; 31,00;
43,33 e 35,50% nos tratamentos 0,0%; 0,5%; 1,0% e 1,5% respectivamente, ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos com alguma inclusdo do 6leo. Para os
tratamentos com inclusdo do Oleo essencial foi observado diferenca (p<0,05) na
propor¢do de mondcitos entre os tempos, com reducdo apds 24 horas do desafio. A
inclusdo dietética do Oleo essencial de gengibre durante 65 dias ndo influenciou nas
variaveis hematologicas e imunoldgicas dos juvenis de cachara. Entretanto, apds estresse
induzido e desafio por Aeromonas hydrophila os peixes alimentados com 0,5% do 6leo
ndo demostraram reducdo nos valores do hematocrito permanecendo na faixa normal da
espécie diferindo do tratamento 0%, apresentando também uma possivel maior
mobilizacdo de mondcitos da corrente sanguinea para as areas afetadas pelo patogeno.

Palavras-chave: Desafio bacteriano, fitoterapico, imunoestimulante, parametros
hematoldgicos.
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Abstract

Products extracted from plants are an alternative to synthetic products in increasing
performance and resistance to diseases in fish. The objective of the study was evaluate
the effect of the dietary inclusion of ginger essential oil on the hematological and immune
variables of juveniles of Pseudoplatystoma reticulatum after 65 days of feeding, and after
being subjected to stress induced and challenged with Aeromonas hydrophila. Two tests
were carried out in the research, for the first were used 108 cacharas with 40.23 + 17.38
g and 18.59 + 2.78 cm were used, randomly distributed in 12 tanks. The experimental
design was completely randomized, consisting of four levels of inclusion of essential oil
of ginger, 0%, 0.5%, 1.0% and 1.5% of oil inclusion with three replicates each, allocating
nine animals per tank. At the end of the experimental period (65 days) blood was collected
from two animals per tank to count red blood cells, hemoglobin, microhematocrit,
average corpuscular volume, mean corpuscular hemoglobin concentration, glucose, total
leukocyte count, thrombocytes, leukocyte respiratory activity and differential leukocyte
count. All data were evaluated for normality and homogeneity, when confirmed, they
were subjected to analysis of variance and Tukey's test for comparison of means. In the
second test, with the fish supplemented with the essential oil of ginger in the diet, induced
stress was performed with subsequent selection of two more fish for collection and blood
analysis (0-Stress), with the other juveniles, being challenged with Aeromonas
hydrophila. After 24 hours of the challenge, blood samples were taken. The data from the
second test were subjected to analysis of variance in a 4x2 factorial scheme (4 diets and
2 collection times 0-Stress and 24 h), and Tukey test. No difference was observed (p>
0.05) for hematological and immunological variables, except for the glucose, total count
of leukocytes and thrombocytes from cacharas fed with a diet supplemented with essential
oil for 65 days. An interaction was observed between the time 24 hours and treatments
for hematocrit at 16.50; 31.00; 43.33 and 35.50% in the 0.0% treatments; 0.5%; 1.0% and
1.5% respectively, there was no significant difference between treatments with some
inclusion of the oil. For treatments with the inclusion of essential oil, a difference (p
<0.05) was observed in the proportion of monocytes between the times, with a reduction
after 24 hours of the challenge. The dietary inclusion of ginger essential oil for 65 days
did not influence the hematological and immunological variables of cachara juveniles.
However, after induced stress and challenge by Aeromonas hydrophila, fishes fed 0.5%
of the oil did not show a reduction in the hematocrit values, remaining in the normal range
of the species, differing from the 0% treatment, also showing a possible greater
mobilization of monocytes in the bloodstream for areas affected by the pathogen.

Keywords: Bacterial challenge, Phytotherapy, immunostimulant, hematological
parameters.
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1. Introducéo

Nos diversos sistemas de producdo, infecgbes bacterianas podem causar
mortalidade massiva dos peixes acarretando prejuizo aos produtores (Boijink e Brandéo,
2001). Com o intuito de controlar a proliferacdo desses patdgenos sao utilizados
antibioticos sintéticos (Tavechio et al., 2009), contudo esses produtos podem elevar o0s
custos de producdo, contaminar a carne destinada ao mercado, a dgua que € liberada para
0 meio ambiente e se mal administrados tém alto potencial tdxico podendo provocar o
surgimento de patogenos resistentes aos medicamentos (Brum, et al., 2017; Tavares-Dias,
2009; Harikrishnan et al., 2011).

Considerando esse cenario, € importante buscar alternativas sustentaveis de
profilaxia e controle dessas enfermidades, que possuam menor potencial de
contaminacgédo, garantam maior seguranca alimentar, menor toxicidade para os peixes e
minimizem o impacto ambiental (Harikrishnan et al.,, 2011). Uma das possiveis
alternativas sdo os aditivos naturais imunoestimulantes, uma vez que possuem menor
toxicidade, maiores indices de biodegradacgdo e sdo de facil administracdo (Coimbra et
al., 2006; Ferreira et al., 2019; Costa et al., 2020), contribuindo no incremento de
desempenho produtivo, modulacdo do sistema imune e reducdo de estresse dos animais
(Tavechio et al., 2009; Tavares-Dias, 2009).

Dos compostos extraidos a partir de plantas, os 6leos essenciais sao aditivos com
efeitos conhecidos em diversas espécies de peixes e quando suplementado nas dietas
podem influenciar positivamente no desempenho produtivo funcionando como um
promotor de crescimento além de influenciar na palatabilidade da dieta (Harikrishnan et
al., 201; Shakya et al., 2015).

Oleos essenciais possuem efeito associado a modulacio do sistema imune que pode
levar a melhorias no desempenho zootécnico funcionando como um promotor de
crescimento e também imunoestimulante, que acarreta no aumento da atividade
fagocitaria dos leucdcitos contra os patdgenos e melhoria na capacidade de absorcéo de
nutrientes para os peixes, pelo possivel aumento da palatabilidade das ra¢cGes com 6leos
essenciais, como ja evidenciado para a tilapia do Nilo Oreochromis niloticus (Brum et
al., 2017), esturjdo Huso huso (Vahedi et al., 2017), perca Lates calcarifer (Talpur, 2014)

e tambaqui Colossoma macropomum (Ribeiro et al., 2016).
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Entre as plantas utilizadas para obtencdo desses 0leos, o gengibre possui no seu
rizoma diversos componentes como o citral, neral, 1,8-cineol e canfeno que apresentam
atividade imunoestimulante, antimicrobiana, antiparasitaria (Ali et al., 2008), conhecido
principalmente, por modular a resposta imune e proporcionar resisténcia a doencas, em
humanos e animais, inclusive peixes (Shakya et al., 2015; Ribeiro et al., 2016; Brum et
al., 2017).

Dentre as espécies de peixe com possibilidade de potencial produtivo e aceitacéo
dos 6leos essenciais na dieta, sdo escassos ou inexistentes trabalhos publicados com 6leo
essencial de gengibre na dieta do cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) sendo este o
primeiro trabalho avaliando seu efeito imunoestimulante no peixe, porém o 6leo ja foi
testado como anestésico para 0 mesmo (Silva et al., 2010). Essa espécie apresenta bons
indices de desempenho zootécnico, caracteristicas organolépticas e possibilidade de
producdo em diferentes tipos de cultivo como tanque-rede e viveiros escavados (Campos,
2003; Fantini et al., 2017).

O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da incluséo dietética do dleo essencial
de gengibre sobre as variaveis hematoimunolégicas de juvenis de cacharas
Pseudoplatystoma reticulatum apds 65 dias de alimentacdo, sendo também, submetidos

a um estresse induzido e desafiados com Aeromonas hydrophila.

2. Material e Métodos

2.1. Peixes, condicOes e dietas experimentais

Foram utilizados 108 juvenis de cachara de comprimento total 18,59 + 2,78 cm e
peso médio 40,23 + 17,38 g no inicio do periodo experimental, todos 0s peixes passaram
por treinamento alimentar para aceitar a racdo. Os cacharas foram distribuidos em 12
tanques de polietileno com volume Gtil de 80 L, totalizando 9 peixes por tanque. Os
tanques possuiam sistema com fluxo continuo de agua com renovacgéo do volume total a
cada 24 horas, aeragédo constante, termostatos regulados a 28 °C e fotoperiodo de 12 horas

claro e 12 horas escuro.

Os primeiros sete dias ap6s transferéncia os peixes foram alimentados com 5%

da biomassa com ragdo comercial extrusada (Nanolis®, Brasil), granulometria média de
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2 mm (Valores: 45% Proteina bruta - minimo, 9% Extrato etéreo — maximo, 15% Material
mineral — méaximo, 4% Fibra bruta — méaximo, 20 g kg Calcio — minimo, 10 g kg*
Fosforo — minimo, 1000 mg kg Vitamina C — minimo e 300 mg kg? Vitamina E —

minimo) duas vezes ao dia.

2.2. Delineamento experimental

O estudo foi realizado em dois ensaios distintos, o primeiro com duracdo de 65
dias, os animais receberam as mesmas races do periodo de aclimatacdo e regime
alimentar, mas com inclusdo do 6leo essencial de gengibre (Fig. 3). No segundo ensaio
foi realizado um estresse induzido nos juvenis de cachara submetidos as dietas
experimentais e desafio bacteriano por Aeromonas hydrophila, com avaliacdo 24 horas

apos o desafio.

2
1,0%-OE

0,5%-OE= Inclusio de 0,5% de 6leo essencial de gengibre na racao.
1,0%-OE= Inclusao de 1,0% de oleo essencial de gengibre na racao.

1,5%-OE= Inclusao de 1,5% de o0leo essencial de gengibre na racao.

CONTR= Inclusao de 0,0% de oleo essencial de gengibre na racio.
Fig. 3 — Delineamento experimental.
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2.2.1 Primeiro ensaio experimental

Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado e os tratamentos foram
constituidos pelas seguintes dietas: controle - 0,0% de inclusdo de 6leo essencial de
gengibre, 0,5%; 1,0% e 1,5% de inclusdo de oOleo essencial de gengibre com trés
repeticOes para cada tratamento.

A preparacdo das dietas suplementadas foi realizada de acordo com Dairiki et al.
(2013), usando alcool de cereais (CereAlcool®, Brasil) como veiculo e diluente para
incorporacdo do 6leo nas racGes. Para cada quilograma de racdo foi aspergida uma
solucdo de 100g do alcool de cerais e a concentracdo desejada do 6leo essencial, com
recobrimento total dos granulos garantindo boa incorporacdo. Na racao controle apenas
0 alcool de cereais foi aspergido. As racdes foram secas a 25°C por 24 horas, embaladas
em sacos plasticos e armazenadas a -4°C. Essas dietas foram preparadas semanalmente,
no intuito de evitar a perda do 6leo ou alteracdo da concentracdo por maiores periodos de

armazenamento.

Foram realizadas biometrias em intervalos de quatro semanas de todos 0s peixes
de cada tanque para ajuste da quantidade de racdo fornecida. Para manejo, os cacharas
foram anestesiados com 50 mg L de eugenol, com finalidade de minimizar o estresse
causado pelo procedimento. Diariamente foram mensurados os pardmetros de qualidade

de dgua: temperatura, oxigénio e pH, no periodo da manhd (08:00h) e tarde (16:00h).

Apos os 65 dias de alimentagdo foram colhidas amostras de sangue de dois peixes
por tanque, para avaliacdo das varidveis hematoldgicas e imunolégicas dos cacharas. Os

peixes amostrados para colheita ndo retornaram para as unidades experimentais.

2.2.2 Segundo ensaio experimental

Dos peixes suplementados no primeiro ensaio, sete foram utilizados para a
realizacdo do segundo ensaio experimental, que consistiu em estressar por perseguicéo,
captura e exposicdo ao ar por 3 minutos e desafiar os peixes com bactéria. Ap6s 30
minutos do estresse induzido (Tempo 0-Estresse), foram colhidas amostras de sangue de

dois peixes de cada tanque, escolhidos aleatoriamente, totalizando seis peixes por
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tratamento, para avaliagdo das variaveis hematoldgicas e imunologicas. Os peixes

amostrados para colheita sanguinea ndo retornaram para os tanques.

Os demais juvenis foram submetidos ao desafio por Aeromonas hydrophila,
inoculadas intraperitonealmente, na concentragdo de 0,34 x10° UFC, determinada apds
teste da DL50, que consiste na concentracdo de bactéria que leva a mortalidade de 50%
do grupo de animais avaliados ap6s 24 horas. Decorrido 24 horas de exposicdo desses
peixes a bactéria (Tempo 24 horas), foram realizadas colheitas sanguineas, em trés peixes

por tratamento, a fim de analisar os parametros hematologicos e imunolégicos.

A partir dos procedimentos de colheita sanguinea dos peixes em tempos diferentes
foi estabelecido um delineamento inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 4 x 2,
sendo quatro tratamentos (0,0% - controle; 0,5%; 1,0% e 1,5%) x dois tempos de
amostragem (0-Estresse e 24 h apds a infeccéo).

2.3. Preparo da bactéria e desafio bacteriano

Aeromonas hydrophila (KJ561021 LAPOA) foi cultivada em tubos falcon
alocados em cadmera de germinacao, apds 24 horas a cepa bacteriana foi transferida para
erlenmeyers com agar, e estimulado seu crescimento. O meio entdo foi diluido em tampé&o
fostato-salino (PBS) e homogeneizado para quantificacdo da concentracdo de bactérias
desejada de 0,34 x10° unidades formadoras de col6nias (UFC), determinada a partir de
aliquotas de amostras em espectrofotdmetro (Femto — Cirrus 80). Logo ap6s, as amostras
foram centrifugadas e retirado o sobrenadante para preenchimento do volume com PBS.
Posteriormente a solucdo foi transferida para seringas estéreis. Os juvenis de cachara
foram inoculados intraperitonealmente com 1 mL de solugéo de Aeromonas hydrophila
cada.

2.4. Colheita sanguinea e analises hemato-imunoldgicas

Para as colheitas sanguineas foram utilizadas seringas e agulhas descartaveis
banhadas em EDTA a 3% com a pung¢do sanguinea realizada na regido caudal dos peixes
préxima a linha lateral. Foram avaliados: Glicose (Gl) — mensurada utilizando o

equipamento Accu-Chek performa com o resultado expresso em mg/dL; Porcentagem de
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hematocrito (Ht) - determinado pelo metodo de microhematdcrito de Goldenfarb et al.
(1971); Hemoglobina (Hb) - Determinada pelo método de cianometahemoglobina de
Collier (1944); Contagem do numero de eritrocitos (Er) - Em camara de Neubauer
utilizando a diluicdo de 1:200 em solugédo de formol-citrato em microscépio optico (400
X).

A partir dos dados de hematocrito, hemoglobina e nimero de eritrdcitos foram
calculados os indices hematimétricos volume corpuscular médio (VCM) = Ht x 10/Er; e

concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) = Hb x 100/Ht.

Para a contagem diferencial de leucdcitos, contagem total de trombdcitos e
leucdcitos foram confeccionadas extensdes sanguineas em duplicata de cada animal,
secas ao ar e coradas pancromicamente com May Grunwald-Giemsa-Wright de acordo
com (Tavares-Dias & Moraes, 2003).

A analise da atividade respiratdria dos leucocitos — Burst Respiratorio - segundo
Biller (2008), foi determinada por meio de ensaio colorimétrico baseado na reducdo do
corante nitrobluetetrazolium (NBT), que d& origem a precipitados. Para determinar a
quantidade do precipitado, 50 pL de sangue heparinizado foi adicionado a 50 uLL de NBT,
esta mistura foi homogeneizada e incubada. Logo apés, 50 pulL da mistura foi diluida em
1 ml de Ndimetilformamida (DMF), com centrifugacéo e mensuracao da densidade éptica

da solucéo.

2.5.Composic¢do do 6leo essencial

O 6leo essencial utilizado neste estudo foi obtido da extracdo por hidrodestilacdo
com aparelho Clevenger dos rizomas de gengibre e a sua composicdo quimica (Tabela 1)
foi determinada por cromatografia gasosa e espectrofotdmetro de massa, realizado no
Laboratorio de Plantas Medicinais e Fitoquimica da Embrapa Amazénia Ocidental,

Manaus, Brasil.

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial de Zingiber officinale.

Pico Constituintes Teor (%)
1 2-heptanol 0,6
2 Tricicleno 0,2

3 a-pineno 3,2
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Canfeno
Sabineno
B-pineno

6-metil-5-hepten-2-ona

Mirceno
a-felandreno
pB-felandreno

1,8-cineol
Terpinoleno
Linalol
Citronelol
Borneol
a-terpineol
Citronelol
Geraniol
Citral
a-copaeno
allo-aromadendreno
y-gurjuneno
ar-curcumeno
B-eudesmol
a-zingibereno
(E.E)-a-farneseno
7-epi-a-selineno
B-sesquifelandreno
(E)-y-bisaboleno
Elemol

Germacreno
n.i.

39

8,5
0,2
0,4
1,1
2,4
0,5
9,9
4.4
0,3

0,2
0,9
0,7
0,9
0,8
16,0
0,4
0,7
0,4
3,8
0,1
20,4
0,3
0,2
7,2
0,2
0,2
12,5
13

n.i. = ndo identificado.

2.6. Analise estatistica e ética na pesquisa

Para o primeiro ensaio todos os dados foram avaliados quanto a normalidade

utilizando o teste de Shapiro Wilk e homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett.

Sendo confirmada a distribuicdo normal e a homogeneidade das variancias, os dados

foram submetidos a anélise de variancia e teste de Tukey para comparacdo das médias.

Na segunda fase os dados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o teste

de Shapiro Wilk e homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett. Confirmada a

distribuicdo normal e a homogeneidade das variancias, os dados foram submetidos a

analise de variancia em esquema fatorial 4x2 (4 dietas e 2 tempos de coleta 0-Estresse e
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24 h), e teste de Tukey para observar as diferencas significativas e o desdobramento da
interacdo do tratamento e tempo de amostragem. Quando observada tal interacdo nas
variaveis, estas foram apresentadas em forma de gréficos, com as demais variaveis

apresentadas em forma de tabela.

Todas as anélises foram realizadas no programa estatistico R, adotando o nivel de
significancia de 5% (P<0,05).

Esse trabalho foi autorizado pelo comité de ética no uso de animais — CEUA, da
Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS) sob o protocolo nimero 003/2018
e realizado no Laboratério de Sanidade de Peixes, no Setor de Piscicultura da UEMS,

Unidade Universitaria de Aquidauana.

3. Resultados

3.1. Primeiro ensaio experimental

Ap6s os 65 dias de alimentacdo com as dietas experimentais, ndo foram
observadas diferencas (p>0,05) para os eritrécitos e hematocrito (Tabela 2). Da mesma
forma, a hemoglobina com menor média para o tratamento 1,50%, no entanto sem
variacdo (p> 0,05) (Tabela 2). Isso também foi observado na avaliagdo do VCM e CHCM
(Tabela 1).

Na analise da atividade respiratéria de leucécitos (ARL) ndo foram observadas
diferencas (p>0,05) entre os diferentes niveis de inclusdo do 6leo essencial de gengibre
(Tabela 2). Assim como para as contagens de linfocitos, mondcitos, neutréfilos e
basofilos com valores médios entre 9,50 a 5,12; 0,92 a 0,52; 1,54 a 1,41 e 0,50 a 0,26

x10%uL%, respectivamente (Tabela 2).

Na glicose (Fig. 4) foi observada diferenga (p<0,05), o tratamento 0,5%
apresentou a menor concentragdo de glicose no sague quando comparado ao 1,50%, néo
diferindo dos demais tratamentos, enquanto o tratamento 1,50% né&o diferiu do 0,0% e
1,0%.

O total de leucdcitos (Fig. 5A) apresentou diferenca (p<0,05) entre os tratamentos

apos os 65 dias de alimentacdo, o tratamento 0,5% apresentou a menor quantidade de
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1 leucocitos quando comparado ao 0,0%, ndo diferindo dos demais tratamentos. Para 0s
2 trombdcitos (Fig. 4B), o tratamento 0,5% mostrou diferenca estatistica em relacéo aos

3 demais, apresentando o maior nimero de trombacitos.

4
5  Tabela 2. Parametros hemato-imunolégicos (média + desvio padréo) de cacharas (peso médio=
6 65,94 +27,17 g) apds 65 dias de alimentagcdo com inclusdo dietética de 6leo essencial de gengibre
7  (Zingiber officinale rosc.) em diferentes concentracdes. VCM= Volume corpuscular médio,
8 CHCM= Concentracdo de hemoglobina corpuscular média, ARL= Atividade respiratéria dos
9  leucocitos. n=9 peixes por tratamento.

concentracdes de 6leo essencial de gengibre

Parametros 0,00% (n=9) 0,50% (n=9) 1,00% (n=9) 1,50% (n=9)
Eritrocitos 3,58 + 0,41 3,51+ 0,74 3,83 +0,58 4,41+0,16
(x10°ul™)
(HOZ;“atOC”tO 71.25 + 4,97 58.75 + 7,01 6800+1043  59.33+525
aeg"L‘?lg)'Ob'”a 9,44 + 3,37 9,26 + 3,38 10,9 + 4,84 6,67 5,22
XE)M 201, 80+1699 15838+4275 17638+3379 13333+ 11,69
éHd(I:_'_\f') 13.81 + 4,08 13.20 +5.77 16,74 + 7,23 9.39 +2.41
ARL 0,14 + 0,05 0,09 + 0,04 0,14 + 0,06 0,15 + 0,05
Linfécitos
(L0° W) 9.50 + 0,90 512 +1.01 6.46 + 1,29 6,80 + 1,00
Mondcitos
(0% uL) 0,59 + 0,28 0,59 + 0,43 0,92 +0,36 052 + 0,19
Neutréfilos
(L0° pL) 1,45+ 0,23 1,54 + 0,50 1,41+ 0,65 1,47 +0,32
Basofilos
(A0 L) 042 +0,15 0.26+0,17 043 + 0,32 0,50 + 0,23
10 N&o houve diferencas estatisticas entre as variaveis (P >0,05).
80,00
70,00 [ 10,64 a
60.00 2.89 ab
5 . 10,17 ab
!E‘J 50,00 . 6,56 b w J
2 I
gf 40.00
2
S 30,00
0
20,00
10,00
0.00
0,00% 0,50% 1,00% 1,50%

11 Figura 4. Glicose de juvenis de cacharas alimentados por 65 dias com dietas contendo
12 diferentes concentragcdes de 6leo essencial de gengibre (0,0%; 0,5%; 1,0%; 1,5%), n=9
13 peixes por tratamento.
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Figura 5. Total de leucdcitos (A) e trombdcitos (B) de juvenis de cacharas alimentados
por 65 dias com dietas contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de gengibre
(0,0%; 0,5%; 1,0%; 1,5%), n= 9 peixes por tratamento.
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3.2. Segundo ensaio experimental

Na analise dos resultados decorrentes das colheitas sanguineas ap0s o estresse
induzido (0O-Estresse) e 24 horas ap0s o desafio bacteriano, ndo foram observadas
diferengas (p>0,05) entre os tratamentos para o ndmero de eritrocitos, hemoglobina,
VCM, CHCM, ARL, linfocitos e neutrofilos.

J& na glicose foram observadas diferencas (p<0,05) (Tabela 3) quando
comparados os diferentes tempos de colheita sanguinea, sendo evidenciado uma reducéo
dréstica da glicose no sangue ap6s 24 horas do desafio bacteriano, ja entre os tratamentos

ndo houve diferencas estatisticas.

Para os leucdcitos totais foram observadas diferengas estatisticas (p<0,05) (Tabela
3) nos diferentes momentos de colheita sanguinea, sendo evidenciado uma reducao dos
linfécitos no sangue apds 24 horas do desafio bacteriano, porém, ndo foram observadas
diferencas entre os tratamentos. A mesma diferenca foi observada para a contagem de
trombdcitos entre os tempos de colheita, no entanto, ap6s 24 horas do desafio, o
tratamento 1,5% apresentou maior contagem de trombdcitos, quando comparado aos

demais, que ndo diferiram entre si.

Para os baséfilos foi observada diferenca (p<0,05) entre os tempos somente para
o tratamento 0,0%, com reducdo dos basofilos no sangue apds 24 horas do desafio.
Quanto a comparacao dos tratamentos, no tempo 0-Estresse 0s peixes dos tratamentos
0,0% e 1,0% demonstraram maior numero de basofilos ndo diferindo entre si, em relagao

aos tratamentos 0,5% e 1,5%.

Na relacdo de interacdo de cada tratamento e os tempos, foi observado menor
namero de mondcitos para todos os tratamentos com incluséo do 6leo (p<0,05) no tempo
24 horas (Figura 5). N&o foi observada diferenca entre as médias dos tratamentos no
tempo 24 horas. Na interagdo do tempo 0-Estresse e tratamentos para o nimero de
monacitos (Figura 6), foi observado menor nimero de células (p<0,05) para o tratamento
0,0% em relacao ao grupo 0,5%, ndo havendo diferenca (p>0,05) para os niveis 1,00% e
1,50% com 6,70 e 6,67%, respectivamente.

Avaliando cada tratamento em relagdo aos tempos de colheita para o hematocrito
foi observada diferenca (p<0,05), nos grupos experimentais 0,0% e 0,5% (Figura 7) houve
reducdo do hematdcrito (p<0,05) na comparacao dos tempos, com menor valor no tempo
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24 horas, para os grupos 1,0% e 1,5% néo houve diferenca da variaval em relacdo aos
tempos. Houve interacdo entre os tempos e os tratamentos (Figura 8) na avaliagdo das 24
horas de exposicdo a Aeromonas hydrophila, com maior concentracdo da variével
observada no grupo experimental 1,0% em relacédo ao controle nao diferindo dos demais.
Né&o foram observadas diferencas entre o tempo 0-Estresse e 0s tratamentos.

Tabela 3. Pardmetros hemato-imunolégicos (média + desvio padrdo) de cacharas alimentados

com incluséo de diferentes concentragdes de 6leo essencial de gengibre (Zingiber officinale rosc.),
apos estresse induzido (0-Estresse) e desafio bacteriano por Aeromonas hydrophila.

Tempos de colheita sanguinea

Variaveis Conc. 0-Estresse 24 horas
0,0% 3,43 +0,87Aa 0,52 + 0,15Aa
Eritrocitos 0,5% 3,82 +1,24Aa 1,94 £ 0,69Aa
(x108ul?) 1,0% 3,48 +0,67Aa 1,54 +1,07Aa
1,5% 4,07 +1,19Aa 2,64 +0,84Aa
0,0% 13,94 + 5,48Aa 9,32 + 6,54Aa
Hemoglobina 0,5% 16,43 + 5,64Aa 16,13 + 5,04Aa
(g.dL?) 1,0% 11,77 £ 2,93Aa 9,55 + 3,20Aa
1,5% 9,81 + 2,39Aa 9,85 + 5,09Aa
0,0% 84,00 + 10,83Aa 9,00 + 0,00Ba
Glicose 0,5% 74,67 + 24,80Aa 15,00 £ 0,00Ba
(mg/dL) 1,0% 78,60 + 28,03Aa 10,00 + 0,00Ba
1,5% 99,80 + 11,70Aa 11,00 + 1,40Ba
0,0% 170,16 + 44,10Aa 194,03 + 0,00Aa
VCM 0,5% 178,58 + 48,15Aa 201,98 + 118,0Aa
(fL) 1,0% 150,49 + 36,36Aa 278,65 + 159,44Aa
1,5% 137,45 + 53,64Aa 146,26 + 37,07Aa
0,0% 30,64 + 12,69Aa 15,28 + 0,00Aa
CHCM 0,5% 26,32 + 8,52Aa 27,74 + 0,00Aa
(g.dL?) 1,0% 22,9+ 452Aa 23,35+ 10,92Aa
1,5% 19,9 + 4,83Aa 26,87 + 12,46Aa
0,0% 13,84 + 3,25 Aa 0,05+ 0,02 Ba
Leucocitos totais 0,5% 14,93 + 4,39 Aa 0,50 + 0,01 Ba
(x10%.uLh) 1,0% 11,72+ 1,80 Aa 0,32+0,19 Ba
1,5% 11,20 + 3,03 Aa 0,56 + 0,04 Ba
0,0% 10,08 + 3,18 Aa 0,87 £ 0,63 Bb
Trombdcitos totais 0,5% 8,94 + 2,36 Aa 3,44 +2 44 Bb
(x10%.uLh) 1,0% 6,32 £9,18 Aa 2,23 +1,59 Bab
1,5% 10,55 + 5,53 Aa 5,70+ 0,79 Aa
0,0% 0,14 £ 0,05 Aa 0,15+ 0,03 Aa
ARL 0,5% 0,16 £ 0,06 Aa 0,25 + 0,00 Aa
1,0% 0,16 + 0,04 Aa 0,22 + 0,06 Aa
1,5% 0,17 £ 0,05 Aa 0,18 £ 0,01 Aa
0,0% 10,29 + 0,77 Aa 0,04 + 0,00 Aa
Linfocitos 0,5% 9,81+1,23 Aa 0,48 + 0,00 Aa
(x10%.uLh) 1,0% 8,19 £ 0,99 Aa 0,27 £ 0,02 Aa
1,5% 8,07 +£0,72 Aa 0,50 + 0,01 Aa
Neutréfilos 0,0% 1,04 £ 0,58 Aa 0,002 + 0,00 Aa
(x10%. L) 0,5% 1,96 £ 0,85 Aa 0,001 + 0,00 Aa
1,0% 1,32 £0,99 Aa 0,014 £ 0,01 Aa
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1,5% 1,01 +0,45 Aa 0,005 + 0,00 Aa

0,0% 1,25+0,41 Aa 0,001 £ 0,00 Ba

Basofilos 0,5% 0,54 +0,16 Ab 0,004 +£ 0,01 Aa

(x10%.uLY) 1,0% 0,76 £ 0,48 Aa 0,010 £ 0,01 Aa

1,5% 0,44 + 0,23 Ab 0,005 + 0,005 Aa
1 Meédias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticamente
2 significativas (P <0,05); médias seguidas de letras maiUsculas diferentes na mesma linha indicam diferencas

3 estatisticamente significativas (P <0,05).
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4  Figura 6. Contagem de mondcitos (x10° uL*) em cacharas alimentados por 65 dias com
5 Oleo essencial de gengibre em diferentes concentracdes, estressados e inoculados com
6 Aeromonas hydrophila (0,34 x10° UFC). 30 minutos ap6s o estresse (0-Estresse;
7 n=6/Tratamento) e apos 24 horas da infeccdo bacteriana (24 h; n=3/Tratamento).
0-Estressze
18
, A
— 16 143
SRL
S 12
CN AB AB
2] B 036
g 08 0,66 0.73
g 06 1
g0
U 0,00% 0,50% 1,00% 1,530%

8  Figura 7. Contagem de monacitos (x10° uL) em juvenis de cacharas alimentados por 65
9 dias com dietas contendo diferentes concentracdes de 6leo essencial de gengibre. Apos
10 30 minutos do estresse induzido (0-Estresse), n= 9 peixes por tratamento.
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6 Figura 9. Hematdcrito (%) em juvenis de cacharas alimentados por 65 dias com dietas
7  contendo diferentes concentracGes de dleo essencial de gengibre. Apds 24 horas de
8 infeccdo por Aeromonas hydrophila (0,34 x10® UFC), n= 3 peixes por tratamento.
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4. Discussao

4.1. Primeiro ensaio experimental

Ao final do periodo de alimentacdo, a inclusdo de gengibre ndo ocasionou
alteracdo seja ela negativa ou positiva das variaveis hematoldgicas dos peixes. Mesmo
ndo levando ao incremento dessas varidveis a inclusdo do 6leo nos niveis estabelecidos
ndo apresentou efeito toxico (Brum et al., 2017), com a possibilidade de estudos futuros

com maiores niveis de incluséo.

Para surubins a contagem de eritrécito esta entre 1,350 a 2,820 x10°uL! (Tavares-
Dias, 2009) valores inferiores ao encontrado neste trabalho. O resultado do presente
estudo é similar ao relatado por Ribeiro et al (2016), onde apds desafio de tambaquis
alimentados com dietas contendo 6leo essencial de hortela-pimenta Mentha piperita, por
Aeromonas hydrophila ndo evidenciaram diferenca na contagem de eritrdcitos entres 0s
tratamentos de inclusdo do Oleo essencial avaliados. Para a hemoglobina, Segundo
Tavares-Dias (2009) esta varia de 4,2 a 7,2 g.dL* para surubins hibridos valores abaixo
do encontrado no trabalho, que pode ter sido devido a fase juvenil em que os animais

estavam ou questdes de manejo.

Os valores do hematocrito neste trabalho também foram mais elevados que o
estabelecido por Tavares-Dias (2009) com valor minimo e maximo de 25 a 41%
respectivamente, semelhante ao observado na hemoglobina. Esse resultado difere do
encontrado por Brum et al, (2017) que observou aumento da concentracdo do hematocrito
para tilapia com inclusdo do Gleo essencial de gengibre na racdo. O VCM e CHCM
também ndo mostraram variagdo, que pode ter ocorrido pela falta de diferenca estatistica
na contagem de eritrocitos, taxa de hemoglobina e hematocrito.

Ao final dos 65 dias de alimentagdo, a incluséo do 6leo essencial de gengibre
levou a alteracGes da glicose e dos parametros imunologicos dos cacharas. Nas pesquisas
em piscicultura o niveis de glicose s&o utilizados como indicadores de estresse ja que nos
peixes a mesma e a principal fonte de energia gasta em lidar com condicdes desfavoraveis
na tentativa de retomar a homeostasia do organismo (Labarrere et al., 2013; Brandao et

al., 2005). No estudo os niveis de glicose se mantiveram em niveis aceitaveis para a
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espécie (Silva et al., 2020; Oliveira et al., 2019), no entanto, a diferenca encontrada pode
ser um indicio que os animais do tratamento 0,50% estavam menos susceptiveis a
estresse, uma vez que, 0s animais foram manejados para a colheita sanguinea, onde esse

tipo de procedimento pode levar a elevagdo da glicose sanguinea (Oliveira et al., 2019).

Tambeéem foram evidenciadas diferencas no tratamento 0,50% que apresentou
menor numero de leucdcitos e maior valor de trombadcitos quando comparado aos demais
tratamentos. E possivel dizer que o 6leo essencial a 0,50% pode ter estimulado a producéo
de trombdcitos em detrimento do numero de leucdcitos, tal reducéo causada pelo gasto
de energia direcionado a producao de trombdcitos (Brum et al., 2017). Esse resultado foi
contréario ao trabalho de Nya & Austin (2009) que observaram que a suplementacéo
dietaria com gengibre ndo alterou os valores de trombdcitos no sangue de trutas arco-iris
(O. mykiss).

Os trombacitos, juntamente com os leucdcitos compdem parte da populacéo
celular do sistema imune inato dos peixes, sendo associado com a atividade fagocitica e
de coagulacdo sanguinea (Tavares-Dias, 2009). A associacdo com fagocitose ocorre pelos
trombdcitos apresentarem reacao positiva para glicogénio intracelular, pelo método PAS,
em varias espécies de peixes (Burrows et al., 2001; Ueda et al., 2001; Tavares-Dias, 2006;
Tavares-Dias, 2009), que é uma caracteristica inerente as células fagociticas (Ueda et al.,
2001).

4.2. Segundo ensaio experimental

Na comparacdo dos tempos de colheita sanguinea foi possivel observar que apds
24 horas do desafio houve reducao significativa da glicose no sangue dos peixes para
todos os tratamentos, isso pode ser um indicativo que 0s animais consumiram grande
parte da glicose em resposta as alteracGes causadas pelo estresse e a infeccao bacteriana,
pois a glicose é a fonte de energia mais utilizada em situagfes de estresse, auxiliando o

peixe a retornar a sua condi¢do normal (Branddo et al., 2005; Labarrere et al., 2013).

Na comparacdo dos tempos de colheita sanguinea foi possivel observar que apés
24 horas do desafio houve reducgéo dos leucdcitos totais presentes no sangue dos peixes,

para todos os tratamentos isso pode indicar, que a maior parte dos leucocitos foram
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mobilizados para as areas de infeccdo (Brum et al., 2017). Para os trombdcitos foi

observado comportamento similar de possivel mobilizacéo para as areas infectadas.

Foi observado que nos tratamentos com maiores inclusdes do 6leo essencial (1,0%
e 1,5%) apds 24 horas de exposi¢cdo o0s peixes mantiveram os valores de hematdcrito sem
diferir do tempo anterior a infeccdo, se mantendo na faixa de intervalo para surubins 25
a 41% (Tavares-Dias et al., 2009). No entanto, mesmo o tratamento 0,5% apresentando
diferenca (p<0,05) e reducdo do hematdcrito apds 24 horas, o nivel da variavel ainda se
manteve na faixa normal da espécie. Essa manutencdo dos niveis de hematocrito, pode
ser indicio do efeito do 6leo essencial de gengibre, que pode ter influenciado de forma
positiva a resposta e resisténcia dos cacharas ao estresse e desafio bacteriano (Shakya et
al., 2015).

O hematdcrito pode ser classificado como a porcentagem volumétrica de hemacias
no sangue, associado entdo, com o transporte de oxigénio no sangue, pode também ser
influenciado por fatores intrinsecos e externos como resposta ao estresse (Burgos-Aceves
et al., 2019). Durante o estresse pode ocorrer uma hemoconcentracdo ocasionada pelo
aumento da demanda de oxigénio, com o propdsito de auxiliar o peixe a retornar a sua
homeostase (Morales et al., 2005), entretanto, 0 hematdcrito pode diminuir de acordo com
a intensidade do estresse e tipo de desafio empregado nos peixes (Sopinka et al., 2017),
como observado ap6s 24 horas de exposicdo a Aeromonas hydrophila nos tratamentos
0,0% e 0,5%.

Os mondcitos sdo 0s maiores leucdcitos presentes na circulacdo dos peixes e 0s
principais responsaveis pela fagocitose (Ranzani-Paiva et al., 2013). Além disso, possuem
a capacidade de migracdo dos vasos sanguineos, até o local da infeccdo pela quimiotaxia
passando a serem denominados de macréfagos (Ranzani-Paiva et al., 2013). Avaliando
as interagdes para os monacitos, foi observado um possivel efeito imunocapacitante nos
peixes alimentados com o 6leo essencial de gengibre, principalmente no tratamento 0,5%,
pelo provavel incremento da migracdo desse tipo de célula para area da infecgcdo, uma
vez que, houve reducdo dréstica de mondcitos na corrente sanguinea entre os tempos de

amostragens (Shakya et al., 2015).
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5. Conclusao

A inclusdo dietética do 6leo essencial de gengibre nas concentracfes de 0,5% a
1,5% durante 65 dias ndo influenciou nas variaveis hematoldgicas dos juvenis de cachara,
entretanto, a inclusdo de 0,5% influenciou positivamente na producdo de trombdcitos.
Ap0bs o estresse induzido e desafio por Aeromonas hydrophila os peixes alimentados com

1,0% do 6leo essencial apresentaram resposta mais eficiente a acdo do patégeno.
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