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RESUMO

O uso de produtos naturais com propriedades sedativas e anestésicas sdo importantes
alternativas para minimizar o estresse decorrente das praticas envolvidas na aquicultura, uma
vez que apresentam maior eficécia, seguranca e menor risco de efeitos adversos, que produtos
de origem sintética. O objetivo deste estudo foi avaliar os parametros hematoldgicos e
termogréaficos de juvenis de pacu expostos ao estresse de manejo seguido de inducao anestésica.
Os juvenis (30,36 + 01,37 g; 9,27 £ 1,42 cm) foram expostos ao estresse de captura e manejo
seguido de anestesia com 6leo essencial de manjericdo Ocimum basilicum, para isso 0s peixes
foram divididos em cinco grupos (12 peixes cada grupo): controle (manejo somente agua),
manejo com etanol (600 pL L), manejo com dleo essencial de O. basilicum 100, 350 e 600
mg L. Os peixes foram capturados e transferidos para trés aquarios contendo 4 L de agua e
Oleo essencial de O. basilicum até atingirem estagio 3 de anestesia. Apds este periodo,
procedeu-se manejo de biometria, colheita sanguinea e avaliagcdo termogréafica. O uso deste 6leo
essencial em procedimentos de manejo de biometria ndo foi capaz de impedir alteracGes
hematoldgicas relacionadas ao estresse de manejo em juvenis de pacu. A medicdo da
temperatura cutanea usando termografia de infravermelho, fornece dados Uteis para o
entendimento dos efeitos da anestesia em peixes, contudo, maiores estudos sdo necessarios para

melhor compreensdo do uso desta técnica como medida de bem-estar na piscicultura.

Palavras chave: Anestesia, hematologia, manjericdo, peixe, termografia.
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ABSTRACT

The use of natural products with sedative and anesthetic properties are important
alternatives to minimize the stress resulting from the practices involved in aquaculture since
they have greater efficacy, safety and less risk of adverse effects, than products of synthetic
origin. The aim of this study was to evaluate the hematological and thermographic parameters
of pacu juveniles exposed to management stress followed by anesthetic induction. Juveniles
(30.36 £ 01.37 g; 9.27 = 1.42 cm) were exposed to capture and handling stress followed by
anesthesia with Ocimum basilicum basil essential oil, for this, the fish were divided into five
groups (12 fish each group): control (handling only water), handling with ethanol (600 pL L),
handling with essential oil of O. basilicum 100, 350 and 600 mg L- 1. The fish were captured
and transferred to 5 aquariums of 30 L (1 aquarium for each treatment with 12 fish in each),
were kept for 10 min in the aquariums according to the respective treatments. After this period,
biometrics, blood collection and thermographic evaluation were carried out. The use of this
essential oil in biometric management procedures was not able to prevent hematological
changes related to management stress in pacu juveniles. The measurement of skin temperature
using infrared thermography provides useful data for understanding the effects of anesthesia on
fish, however, further studies are needed to better understand the use of this technique as a

measure of well-being in fish farming.

Keywords: Anesthesia, hematology, basil, fish, thermography.
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1-  INTRODUCAO

A piscicultura é uma atividade que se encontra em alto desenvolvimento, tendo um
crescimento anual médio proximo a 3%, visto que é responséavel por grande parte da economia
mundial pelo fato do pescado ser um dos principais produtos comercializados no mundo. No
ano de 2017 foram produzidos 205 milhdes de toneladas de pescado em todo o mundo,
considerando a forma extrativista e de cultivo (FAO, 2019).

No que se refere a producdo brasileira de pescado ndo é diferente, segundo dados da
Associacdo Brasileira de Piscicultura, em 2019, a producéo aumentou em 4,90% em relacéo ao
ano anterior, chegando a 758.006 toneladas. Quando comparada a producdo do ano de 2019
com a produgdo de seis anos atrds houve um crescimento de 31% no cultivo de peixes,
mostrando que o0 pais tem muito potencial para desenvolver essa atividade (PEIXE BR, 2020).

O Brasil se encontra na quarta posic¢éo no ranking mundial de producéo de tilapia, essa
espécie representa 57% da producdo nacional, 0s peixes nativos tambem representam boa parte
com 38% e as demais espécies participam com 5% de producédo nacional (PEIXE BR, 2020).

Esse crescimento na producédo de peixe se deve ao consumo do mesmo, que aumentou
de forma significativa nos altimos anos. Ao comparar 0 consumo de pescado no mundo entre o
ano de 1961 e 2016 houve aumento de 3,2 %, sendo superior ao crescimento da populacao que
foi de 1,6% e também ao consumo de carne que foi de 2,8% (FAO, 2018). Ao fazer a mesma
comparacdo em um periodo de cinco anos houve um aumento de 10%, visto que no ano de 2011
0 consumo era de 18,5 kg por habitante ano, ja no ano de 2016 passou a ser de 20,3 kg (FAO,
2016). Porém no continente asiatico essa média € superior, sendo de 24 kg por habitante ano
(FAO, 2018).

A tecnologia na area da piscicultura, também esta crescendo cada vez mais conforme
o decorrer da atividade. Em relacdo ao Brasil, a tecnologia ainda é baixa, ja que em alguns
lugares a producdo de pescado é feita de forma manual, sendo um dos principais fatores criticos
de ordem tecnoldgica que limitam o crescimento da cadeia, a disponibilidade de equipamentos
proprios para a atividade; racdes balanceadas adequadas a espécie e as regides de producéo; a
utilizacdo de tanques-rede de grande volume; e a adocdo de sistemas produtivos mais intensivos
(IPEA, 2017).

Apesar de todos esses aspectos positivos da piscicultura, o estresse € um fator que pode
afetar negativamente essa atividade. O estresse pode ser causado através da captura, transporte

e manuseio destes animais, 0 que causa uma série de reagdes fisioldégicas nos mesmos, essas



reacOes devem ser consideradas tanto em relacdo ao tipo de resposta como também na
caracterizacdo do grau de toleréncia do peixe referente ao ambiente no qual 0 mesmo se
encontra.

Assim, as respostas de estresse apresentadas por esses animais constituem uma
importante ferramenta para formular um procedimento de boas préticas de manejo, para que 0
peixe seja manuseado de forma a ndo comprometer seu desenvolvimento no sistema de criagéo

e consequentemente a qualidade do produto final.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Pacu

O Piaractus mesopotamicus, mais conhecido como pacu representa uma das principais
espécies de peixes nativos produzidos no Brasil (IBGE, 2020). Essa espécie de peixe apresenta
ampla distribuigdo na América do Sul, na bacia dos rios Parana, Paraguai e Uruguai, no entanto
sua maior distribuicdo é na bacia do Paraguai, na planicie alagada do Pantanal, sendo a especie
de maior importancia comercial para a regido (URBINATI et al., 2013).

Essa especie é caracterizada por apresentar boas caracteristicas zootécnicas como alta
taxa de crescimento, resisténcia a enfermidades e ao manejo, boa aceitacdo por parte do
consumidor, alta taxa de fecundidade além de apresentar baixo indice de conversdo alimentar,
essa espécie pode atingir 20 quilos e até um metro de comprimento (URBINATI et al., 2013).

Os juvenis de pacu séo capazes de manter o peso estavel, mesmo com alguns dias de
restricdo alimentar, independente da temperatura (SOUZA et al., 2003). A alta densidade de
estocagem também néo interfere no rendimento de carcaca dessa espécie (BITTENCOURT et
al., 2010).

Em relacdo a comercializacao, grande parte do consumo de pacu pertence aos estados
da regido Centro-Oeste, com destaque para Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, j& que a pesca
nesses estados é mais abundante (RIBEIRO et al., 2017).
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2.2 Estresse e anestésicos na criacdo de peixes

O estresse € um termo que apesar de bem amplo pode ser definido como um conjunto
de respostas ndo especificas do organismo mediante a situa¢des que ameagam desequilibrar sua
homeostase, podendo ser de natureza quimica e fisica (BARTON, 2002).

Tratando-se do estresse na aquicultura hd uma grande preocupagdo por conta dos
efeitos negativos que 0 mesmo pode causar na producdo, pois isso ira interferir diretamente na
lucratividade (URBINATI & CARNEIRO, 2004). Sabe-se que na piscicultura diversos fatores
contribuem para a causa do estresse como a qualidade da agua, manipulacdo dos peixes,
alimentacédo e também as interacdes bioldgicas (OBA et al, 2009, VENTURA et al, 2019).

Segundo Oba et al. (2009), a resposta ao estresse em peixes é apresentada em trés
niveis, definidos como primario, secundario e terciario, onde 0s mesmos tem inicio no sistema
enddcrino que apresentam um aumento sucessivo até que alcance o nivel do organismo em
geral. A resposta primaria ocorre quando tem ativacdo dos centros cerebrais, 0 que acaba por
liberar catecolaminas e corticosteroides, na resposta secundaria ocorre a canalizacdo das acdes
e dos efeitos imediatos destes horménios tanto em nivel sanguineo como tecidual, o que
também envolve o aumento da frequéncia cardiaca e afericdo de oxigénio, ja a resposta terciaria
é manifestada através do nivel de populagédo, sendo traduzida em inibicdo do crescimento,
reproducdo e resposta imunoldgica.

No contexto descrito por lwama (1993), em producdes intensivas de peixes, 0 estresse
dos animais € praticamente inevitavel. O estresse ocorre de duas maneiras diferentes, sendo
importante diferencia-las, o estresse agudo e o estresse cronico. O primeiro geralmente acontece
durante o manejo dos animais, como no transporte ou durante a realizacdo de biometrias, que
leva os peixes a um estresse rapido. O segundo tipo de estresse é o crénico, em que as
consequéncias geralmente sdo a reducdo do crescimento e ganho de peso, queda da resisténcia
a patdgenos, devido a resposta imunoldgica deprimida. Acontece em condi¢des que mantém os
peixes permanentemente estressados, devido a agentes estressores de natureza quimica, como
o0 pH incorreto, baixo nivel de oxigénio dissolvido na &gua, concentracdo elevada de amonia e
nitrito, decorrentes da degradacdo da matéria organica, poluentes organicos e inorganico, ou
podem ser de natureza fisica, como a alta densidade populacional, confinamento e captura
(MORAES et al., 2004, COSTA et al., 2004, CARVALHO & FERNANDES, 2006).

Buscando melhorar as condi¢Ges que submetem esses animais ao estresse, algumas
medidas podem ser tomadas como, 0 uso de anestésicos, que tem apresentado beneficios
durante o transporte, ja que estes diminuem a excitacao dos peixes e isso acaba evitando injurias

fisicas desses animais, assim como redugdo na excrecdo de amonia, gas carbdnico e consumo



11

de oxigénio, 0 que consequentemente diminui a deterioracdo no que se refere a qualidade de
agua (SILVEIRA et al, 2009).

A utilizacdo de anestésicos apresenta eficacia para controlar eventuais desconfortos,
além de facilitar o manejo geral. Dentre os anestésicos utilizados na piscicultura esta o eugenol,
conhecido também como 6leo de cravo, um produto natural, efetivo e de baixo custo, além de
ser seguro e de facil acesso (ROTILI et al., 2012). Segundo Barbosa et al. (2007), esse produto
ndo deixa tragos toxicos nos animais aquaticos previamente expostos, e 0 uso do mesmo como
anestésico ja foi comprovado em algumas espécies de peixes como o matrinxd (Brycon
cephalus), tambaqui,(Colossoma macropomum) e também em juvenis de tilapia(Oreochromis
niloticus)(INOUE et al., 2003, ROUBACH et al., 2005, DELBON & PAIVA, 2012).

Simdes et al. (2012) testaram o 6leo de cravo como anestésico em juvenis de tilapia
do Nilo e verificaram que a concentragdo de 250 mg L* de 6leo de cravo foi mais adequada
para a inducdo de anestesia cirurgica. Ja para a anestesia voltada para a biometria e breve
manejo, a concentracdo mais adequada foi de 150 mg L. Foi verificado também que a
exposi¢cdo a concentracdo ideal de 6leo de cravo durante dez minutos ndo causou estresse
severo, ocorrendo alteragcdes apds a anestesia somente nos niveis de glicose e hematocrito.

O dleo essencial de menta é outra alternativa para usar como anestésico em peixes,
suas propriedades anestésicas sdao o mentol e o cineol. A eficacia desse produto ja foi
comprovada em algumas espécies como Piaractus mesopotamicus, Salminus brasiliensis e
Centropomus parallelus, (GONCALVES et al., 2008, PADUA et al., 2010, SOUZA et al.,
2012). De acordo com Simdes & Gomes (2009) a concentracdo recomendada de mentol em
tilapias é de 150-200mg L%, pois os peixes sdo induzidos a este estagio de anestesia, em tempos

semelhantes a concentragdo de 250 mg L.

2.3 Marcadores de estresse em peixes

A avaliacdo dos indices de estresse em peixes é feita atraves das alteracdes fisiologicas
hormonais, onde os principais hormonios representantes do estresse sdo o cortisol e a glicose
plasmatica. A avaliacdo do sangue desses animais também pode ser usada como ferramenta
para indicacdo no aumento das condi¢bes de estresse, podendo identificar alteracbes na
contagem de hematocritos e hemoglobinas, além de aumentar ou diminuir, o que varia de
acordo do tipo de agente estressor a qual o animal é submetido(TAVARES-DIAS & MORAES,
2004).

O cortisol ou horménio do estresse é produzido no eixo hipotdlamo- hipo6fise- adrenal

, € quando o animal é exposto a alguma situacdo que causa estresse como dor, fome e alta
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densidade populacional, acaba estimulando o hipotalamo que secreta o fator liberador de
corticotrofina (CRH), em seguida ocorre o estimulo da hipdfise que libera o horménio
adrenocorticotréfico (ACTH), na corrente sanguinea, o0 ACTH atinge o tecido interrenal e
posteriormente ocorre a liberacdo do cortisol (DINIZ & HONORATO, 2012). A dosagem do
cortisol é um indicador que pode ser utilizado em qualquer estagio de desenvolvimento dos
peixes (WENDELAAR BONGA, 1997).

O cortisol em peixes atua via dois tipos de fragdes, mineralocorticoides e
glicocorticéides. Em sua funcdo mineralocorticoide, o cortisol atua na regulacdo osmdtica e
ibnica; enquanto que na funcdo como glicocorticdide, ele estimula a glicogendlise e a
gliconeogénse hepética (WENDELAAR BONGA, 1997). Dessa forma, a glicose tem sido
empregada rotineiramente como indicador de estresse, e 0s niveis basais de peixes teledsteos
podem ser facilmente detectados (SILVA et al., 2009).

Segundo Small et al. (2004), o aumento dos niveis de cortisol em algumas espécies de
peixes tem prejudicado a capacidade reprodutiva, onde a exposi¢cdo a um longo periodo de
estresse severo, pode provocar alteragcbes nos processos reprodutivos, causar diminuicdo de
hormdnios esteroides, queda gradual na producédo de testosterona plasmatica e ainda reducédo
no tamanho de ovas e larvas, alem de provocar reducdo na taxa de crescimento e
desenvolvimento.

Como mencionado acima outro indicador de estresse que € bastante utilizado sdo os
niveis de glicose no sangue, onde 0 aumento do mesma representa que o animal esta passando
por algum fator estressante, provocando maior consumo de energia no seu organismo, como
forma de fuga de determinada condicdo de estresse a qual o peixe esta sendo submetido
(MORGAN & IWAMA, et al., 1997). Este tipo de avaliagdo pode ser realizado no local de
criacdo, com a utilizacdo de medidores de glicose que sdo facilmente encontrados no mercado
(SILVEIRA et al., 2009).

A avaliacdo hematoldgica também constitui um bom parametro de avaliagdo, uma vez
que, apos a liberacdo de hormonios glicocorticoides, quer seja enddgeno ou exdgeno, se reflete
de forma quantitativa sobre os leucécitos (RIINBERK & MOL, 1997). Devido a acdo
modeladora do cortisol ocorre uma diminuicdo da atividade fagocitaria e da migracdo de
leucdcitos para a regido inflamada. Observa-se concomitantemente neutrofilia e linfopenia, em
que o aumento de neutrofilos se deve a diminuicdo na migracdo de neutréfilos para o
compartimento tecidual (diapedese), e aumento do seu tempo na circulagdo, ou seja, um desvio

do compartimento marginal para o circulante. J& a diminuicdo de linfécitos se deve pela
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redistribuicdo dos linfdcitos circulantes, com sequestro nos tecidos linféides (MAZEAUD et
al., 1977, RIINBERK & MOL, 1997).

A anélise termografica também conhecida como termografia do infravermelho, é uma
técnica de exame bastante utilizada, com a funcgéo de identificar qualquer tipo de alteracdo que
ocorre no organismo, essa avaliacdo € feita através da temperatura corporal. Com essa avalia¢do
da temperatura é possivel obter perfis do corpo do individuo com diferentes graus de calor e
em sequéncia é identificado se ha qualquer tipo de imperfeicdo interna (WILLIANS et al.,
1980).

Durante o processo da termografia o calor é emitido por uma onda de energia térmica,
que ndo pode ser vista a olho nu, onde a cdmera termogréfica reconhece e identifica a energia
térmica que o corpo do animal ou o corpo humano emitem, formando assim uma imagem que
é definida e interpretada através das cores (GIRLEO & MEOLA, 2002).

A radiacdo infravermelha que é formada durante o processo é muito utilizada em
animais para identificar os niveis de estresse, onde essa identificacdo é feita através do fluxo
sanguineo que sofre alteracbes (STERWART et al., 2005). A alta capacidade de
reconhecimento de temperatura do aparelho vai do quente ao frio, identificando assim

alteracdes minimas que ocorre no corpo do animal (TURNER & EDDY,2001).

2.40leo essencial - Ocimum basilicum

O Ocimum basilicum, conhecido como manjericdo, € uma substancia natural,
pertencente a familia Lamiaceae, a mesma vem sendo muito utilizada para reduzir o estresse de
manejo em peixes, ja que apresentam grande potencial para ser usado como anestésico natural
(MACHADO et al., 2011). As plantas do género Ocimum sdo caracterizadas por serem ricas
em oOleos essenciais, que sdo amplamente utilizados na inddstria alimenticia, farmacéutica e
também cosmeética, algumas espécies deste género sdo utilizadas na forma de extrato de folhas
frescas (URITU et al., 2018).

O oleo essencial de O. basilicumpossui propriedades sedativas e anestésicas
comprovadas em diversas espécies de peixes como relatado por alguns autores, dentre as
espécies estdo o linguado (Paralichthys orbignyanus),juvenis de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus), peixe palhaco (Amphiprion clarkii), jundids (Rhamdia quelen), e o tambaqui
(Colossoma macropomum) (BENOVIT et al., 2012, LIMA NETTO et al., 2017, CORREIA et
al., 2018, SILVA et al., 2012, BOJINK et al., 2016).

O 6leo essencial de O. basilicum também funciona como sedativo e modulacdo de

frequéncia ventilatéria e no transporte, como relatado por Ventura et al. (2020a), que testaram
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0 Oleo em tilapias-do-Nilo O. niloticus. Segundo Arenal et al. (2012), o extrato aquoso de
Ocimumtenuiflorum apresentou beneficios na reducdo dos niveis de glicose no sangue de
tildpia-do-Nilo ap6s a hiperglicemia induzida, sendo bem promissor sua utilizacdo na
aquicultura.

O oleo essencial de Ocimum basilicum é facil de ser encontrado nas regides tropicais
e subtropicais da América do sul, 0 mesmo é utilizado como condimentos na culinria, planta

medicinal e também como agente para controlar insetos (URITU et al., 2018).

3. OBJETIVO
O objetivo do presente trabalho foi avaliar os parametros hematoldgicos e
termograficos de juvenis de pacu expostos ao estresse de manejo seguido de inducédo

anestésica.

4, MATERIAL E METODOS
4.1 Oleo essencial de Ocimum basilicum

O O6leo essencial utilizado no presente estudo foi adquirido comercialmente
(Phytoterapica®, Nova Cantareira, Brasil). As concentracdes do 6leo essencial foram diluidas

na proporcao de 1:10 com etanol para obtencédo das solucGes anestésicas utilizadas.

4.2 Animais

Juvenis de pacu com peso de 30,36 + 01,37 g e comprimento total de 9,27 £ 1,42 cm
(n=60) foram mantidos em tanque de fibra de vidro de 500L por 30 dias para aclimatacao nas
instalacbes do Laboratorio de Producdo Aquicola (UFGD), municipio de Dourados (22°
14'51.91"S/ 54°47'23.11"0), Mato Grosso do Sul -Brasil. Os peixes foram alimentados até a
saciedade aparente trés vezes ao dia com dieta comercial (Do peixe Douramix®) com pélete de
4 - 5 mm (36% de proteina bruta; 6,0% fibra bruta; 11,0% de matéria mineral; 6,0% de extrato
etéreo; 12,0% de umidade; e 2,2% de calcio). A alimentacdo foi suspensa 24 horas antes do

inicio do experimento.
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4.3 Variaveis Fisico-quimicas da agua

Os seguintes parametros fisico-quimicos da qualidade de agua foram mensurados,
oxigénio dissolvido (5,73 + 0,95 mg L) e temperatura (25,16 * 1,45 °C) com auxilio do
oximetro portatil (Ysi 550% — YSI incorporated®), O pH (6,69 * 0,39) com medidor de pH
(HI8314 — Hanna instruments) e a concentracdo de nitrogénio amoniacal total (NAT) (0,10 +
0,29 mg L), mensurada por kit colorimétrico (Alfakit®), valores estes considerados ideais para
cultivo de peixes tropicais segundo (BOYD, 1998).

4.4 Delineamento experimental

Apos o periodo de aclimatacdo, os juvenis de pacu (30,36 + 01,37 g; 9,27 + 1,42 cm; n
= 60), foram expostos ao estresse de captura e manejo seguido de anestesia com 0leo essencial
de manjericdo Ocimum basilicum, para avaliar os efeitos da anestesia na resposta ao manejo de
biometria, hematologia, bioquimica sanguinea e termografia corporal. Os peixes foram
divididos em cinco grupos (12 peixes cada grupo): controle (manejo somente agua), manejo
com etanol (600 pL L), manejo com 6leo essencial de O. basilicum 100, 350 e 600 mg L*
equivalente a 111, 389 e 667 pL L, respectivamente (considerando que a densidade do 6leo
essencial de O. basilicum foi de 0,90 g mL™?). As concentracdes do 6leo essencial de O.
basilicum foram escolhidas com base nos critérios de promogéo de anestesia leve e profunda
de acordo com Woody et al. (2002) em teste piloto. O etanol foi avaliado se era capaz de induzir
sedacdo ou anestesia em juvenis de pacu na concentragdo de 600 pL L™, utilizada para diluir a
maior concentracdo de 6leo essencial de O. basilicum.

Os peixes foram capturados e transferidos para trés aquarios contendo 3 L de 4gua e de
6leo essencial de O. basilicum em concentragdes de 100, 350 e 600 mg L. As concentragdes
foram diluidas 1:10 com etanol.Quatro peixes foram anestesiados por aquario, um apos o outro
(4 peixes x 3 repeticdes por tratamento).O ensaio foi realizado da menor concentracdo para a
maior, para garantir que ndo houvesse efeitos residuais da adsorcao do vidro. A anestesia (perda
total de equilibrio sem resposta a estimulos) foi avaliada até 10 minutos, sendo cada peixe
utilizado apenas uma vez. Ap6s 0s peixes serem considerados anestesiados em estagio 3 de
acordo com Woody et al. (2002), procedeu-se manejo de biometria e exposi¢cdo ao ar dos peixes
de todos os tratamentos por 1 minuto de acordo com Ventura et al. (2019), para coleta de
amostras sanguineas e avaliacdo termografica. A sobrevivéncia foi monitorada até 96 h apos a
inducdo anestésica. A metodologia deste experimento foi aprovada pelo Comité de Etica e Bem-
Estar Animal da Universidade Federal da Grande Dourados (n° 42/2016).
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4.5 Analise hematoldgica e bioquimica

Amostras de sangue venoso-arterial foram colhidas da veia caudal, usando seringa com
EDTA 10% (4cido etilenodiaminotetracético) como anticoagulante sendo separadas em duas
aliqguotas. Uma das aliquotas foi utilizada nas analises hematoldgicas: hematocrito,
hemoglobina, nimero total de eritrécitos (RBC), volume corpuscular médio (VCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e também foram confeccionadas
extensdes sanguineas em duplicata, para contagem total e diferencial de trombdcitos e
leucécitos, conforme a metodologia descrita por (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

A segunda aliquota da amostra do sangue foi centrifugada (Fanem Centrimicro, Brasil)a

3000 rpm por 7 min para obtencdo de plasma, e em seguida foi armazenado a —20 °C para

posterior analises bioquimicas: glicose, proteina plasmatica total e cloreto (CI'), por
espectrofotometria (1203 UV, Shimadzu, Japdo) com o auxilio de kit comercial (Labtest®). As
amostras, foram analisadas em pool (3 peixes para 1 amostra), sendo analisado 4 amostras por

tratamento.

4.6 Andlises dos dados termograficos

Concomitantemente a colheita de sangue foi realizada avaliacdo termografica dos
animais, antes de serem anestesiados, enquanto anestesiados e ap0s recuperacao anestésica, da
regido cefalica, corpo e cauda dos juvenis de pacu utilizando imagens termogréficas, obitidas
com auxilio da camera termografica Thermal Imager (Testo 880®). Os termogramas foram
tratados em programa tratamento de imagens termograficas (Flir Tools 2.1®-E40). Os dados
de temperatura dos alvos selecionados foram exportados e tratados em planilhas eletronicas
(Microsoft® Office Excel, 2013), e extraidos os valores médios, maximos, minimos, bem como
as amplitudes térmicas nos diferentes alvos capturados. A temperatura em cada alvo pode ser
observada pelo padréo de cor que indica a varia¢do dos valores térmicos, conforme o espectro

eletromagnético identificado pela paleta de cor no termograma.
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4.7 Anélise estatistica

Com os dados obtidos foi realizada analise de regressdo polinomial. Utilizou-se o0s
niveis de significancia de 5% em ambas as andlises. As analises foram realizadas utilizando o

software SAS versdo 9.4 (Statistical Analysis System, 2015).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O etanol ndo teve influéncia (p>0,05) sobre os pardmetros hematoldgicos avaliados nos juvenis
de pacu. O percentual de hematdcrito ndo diferiu(p>0,05) entre as diferentes dosagens do 6leo
essencial de O. basilicum. O teor de hemoglobina, eritrécitos e CHCM apresentou um efeito
linear crescente (p<0,05) em relagdo aos diferentes niveis de anestésico utilizado. Contudo o
VCM sofreu efeito linear decrescente, em que a maior concentracdo do 6leo essencial de O.
basilicum reduziu o volume das hemécias. Os parametros bioquimicos de proteina plasmatica
total, glicose e cloreto ndo diferiram entre os tratamentos (p>0,05) (Tabela 1). Apos o periodo

experimental, ndo foi registrada mortalidade nos tratamentos.

Tabela 1. Valores médios de parametros hematologicos e bioquimicos de juvenis de peixe pacu
submetidos ao estresse de manejo seguido de indugéo anestésica

. or- _ 2
Parametros ol o M e s EPM LineaR QuAD
Hematdcrito (%) 29,75 26,00 26,75 26,00 26,50 0,92 0,9365 0,9526
Hemoglobina (g dI) 5,07 4,91 5,00 6,99 7,70 0,45 0,0072 0,6662
Eritrdcitos (x107) 0,695 0,61 1,12 1,60 1,63 0,15 0,0074 0,3446
VCM 479,42 996,45 246,37 205,73 166,91 - 0,0226 0,1260
CHCM 18,23 1858 18,76 26,92 29,19 153  0,0009 0,6170
Proteinas totais (mg dI ) 3,75 4,10 4,15 4,35 4,65 0,11 0,1014 0,6017
Glicose (mg dI?) 63,50 56,82 6580 58,64 80,31 4,33 0,1050 0,4468
Cloreto (mE dL ) 331,06 330,00 324,10 333,34 339,65 5,11  0,4502 0,5876

L Erro padrdo da média, 2 probabilidade

Os monocitos e LG-PAS circulantes no sangue apresentaram efeito linear crescente
(p<0,05), em relacdo as concentracOes anestésicas utilizadas. Quanto aos linfocitos foi
observado efeito quadratico com pico maximo na concentracéo de 350 mg L™ do 6leo essencial
de Ocimum basilicum. As demais células ndo diferiram (p>0,05) em relagdo aos diferentes

tratamentos (Tabela 2).



18

Tabela 2. Valores médios do leucograma de juvenis de pacu submetidos ao estresse de manejo
seguido de inducdo anestésica.

Parametros Etanol Ocimum basilicum(mg L?) EpML VALOR DE P?
0 100 350 600 LINEAR  QUAD
Leucécitos (ML) 43068,75 25878,00 26741,00 35128,00 29866,00 - 0,6111 0,7314
Trombécitos(UL) 43068,75 14373,00 12811,00 25278,00 28078,00 - 0,2147 0,8156
Neutrofilo(L) 32177,19 21429,00 8004,41 8324,48 10213,00 - 0,0703 0,0639
Eosinofilo(uL) 1407,61  1764,70 847,60 523,18 929,90 - 0,2236 0,2042
Linfocito(L) 10317,00 9519,00 20406,00 21090,00 12654,00 - 0,1614 <0,0001
LG-PAS*(UL) 1460,71 207,25 2078,10  2890,58  3986,68 - 0,0067 0,6494
Monbcito(JL) 2736,00 0 1881,00 1311,00  3990,00 - <0,0001 0,3130
Leucdcito 26091,01 11379,00 16296,00 23061,00 22134,00 - 0,1540 0,6197
imaturo(L)
Basofilo(uL) 0 0 0 0 0 0 0 0

! Erro padrdo da média, 2 probabilidade * LG-PAS-leucécito granular PAS-positivo

Quanto aos termogramas dos juvenis de pacu, foram obtidos registros térmicos da
cabeca, corpo e cauda dos animais demonstrados nas imagens no infravermelho indicando
padrdes em diferentes alvos. Na avaliacdo termografica das regides corporais do pacu, 0 corpo
sofreu efeito linear e quadréatico, em funcdo ao momento da foto, ocorrida antes da exposicédo a
anestesia, animal j& anestesiado ou ap0s a recuperacdo ao processo anestésico, como também
ao tratamento, além da interacdo entre o tratamento e o tempo. Para a cabeca e a cauda ocorreu

efeito quadratico a concentracdo anestésica utilizada (Tabela 3).

Tabela 3. Avaliacdo termografica de partes do corpo de juvenis de peixe pacu submetidos ao estresse
de manejo seguido de indugdo anestésica.

Ocimum basilicum(mg L™) VALOR DE P?
ITEM EPM? x . -
0 100 350 600 Tratamento Tempo InteracBo Linear Quadrética
Cabeca 29,92 26,45 26,74 28,03 3,77  0,0085 0,8089  0,8757 0,0892 0,0070

Corpo 28,99 26,64 2691 2835 3,33 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0002 <0,0001
Cauda 28,12 2589 26,53 27,84 3,46 <0,0001 0,1452  0,1818 0,8054 <0,0001

! Erro padrdo da média, 2 probabilidade
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Como observado anteriormente ndo houve efeito dos tratamentos sobre os parametros
hematologicos como hematdcrito e proteina plasmaética total. Os eritrocitos transportam
oxigénio e gas carbdnico por meio da hemoglobina como descrito por Tavares Dias & Moraes,
(2004), assim os efeitos lineares crescentes no teor de hemoglobina, nimero de eritrocitos e
CHCM podem ser indicativos do aumento da demanda de oxigénio durante a anestesia.
AlteracBes como estas podem ser atribuidas a hemoconcentracdo (Morales et al.,2005) em
atendimento ao aumento da demanda fisiolégica imposta por uma situacdo adversa
(WOJTASZEK et al.,, 2002; VENTURA et al.,2020a ou b). Portanto, essas alteracbes
hematoldgicas observadas, indicam que o 6leo essencial de O. basilicum, nestas concentracdes,
ndo foi efetivo na prevencdo do estresse em situagdes de manejo, exigindo dos peixes
mecanismos de resposta adaptativa. Contudo em juvenis de pacus anestesiados com 06leo
essencial de Lippia sidoides, mentol e eugenol, ndo foi observado alteracdo nos parametros
hematologicos logo apos o manejo e anestesia (VENTURA et al.,, 2019, SANCHEZ et
al.,2014). Isto pode ser devido as diferentes composicdes dos agentes anestesicos utilizados,
bem como a concentracdo anestésica utilizada (BOWKER et al., 2015; BALDISSEROTTO et
al., 2018).

Com aumento dos niveis de cortisol no sangue ocorrem as modificacdes
fisiometabolicas, observadas por meio do aumento do nimero de eritrécitos e queda no VCM
corroborando os resultados obtidos no presente estudo (VOSYLIENE,1999). Assim é possivel
inferir que as concentracdes anestésicas avaliadas induziram ao nivel profundo de anestesia
com alteracdo no fluxo sanguineo e dindmica cardiaca sendo facilmente observado pela reducéo
nos VCM de acordo com aumento da concentracdo anestésica.

A determinacdo da proteina plasmatica total é de grande importancia clinica, pois essas
concentracdes podem ser alteradas, por desequilibrio osmético entre os compartimentos
extracelular e intracelular do plasma e qualquer estresse que induza esse desequilibrio pode
levar a um declinio na proteina plasmatica (BARTON & IWAMA,1991). Contudo nao foi
observado alteracdo neste parametro, corroborando a hipdtese que o manejo seguido de
anestesia ndo induziu um desequilibrio osmorregulatério, conforme observado nos niveis de
cloreto.

Em consequéncia da ativacdo do eixo hipotalamo-hipofise- interrenal em situacGes
estressantes, podem ocorrer alteracdes metabdlicas, como o aumento de glicose e distdrbios
osmorregulatdrios em peixes (BARTON, 2002).No presente estudo o estimulo de anestesia e
manejo com Gleo essencial de O. basilicum ndo foi capaz de causar alteracdo na concentracdo

plasmatica de glicose e cloreto.
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A variacdo do numero de leucdcitos circulantes pode ser atribuida a uma resposta
generalizada do sistema imune, acionado pelo estresse fisioldgico e consequente estado de
satide afetado (VOSYLIENE,1999). O aumento de leucdcitos pode ser observado no estresse
agudo na maioria das espécies de peixes, sendo considerado como uma tentativa de recuperar
a homeostase em desequilibrio; o decréscimo na contagem de leucdcitos pode ser atribuido pelo
enfraquecimento do sistema imunoldgico (RANZANI-PAIVA et al., 2013). Contudo, no
presente estudo, o nimero de leucdcitos circulantes nao diferiu entre os tratamentos. Resultados
estes que diferem do observado em peixes expostos ao estresse de exposic¢do prolongada ao ar
com aumento no namero de leucdcitos circulantes sugerindo que o estresse induz a producéo
de novas células para substituir as antigas, induzindo ativacdo imunoldgica (MATTIOLI et al.,
2019). Variacdo esta que pode ser comprovada pelos varios fatores enddgenos e exdgenos
responsaveis pela alteracdo nas condi¢cdes hematologicas das espécies de peixes (AHMED et
al., 2020). Além disso o efeito do estimulo estressor sobre os parametros hematoldgicos
depende do nivel de estresse e do tempo de exposigéo.

Os linfocitos s@o responsaveis pela imunidade humoral e celular do organismo
(TAVARES-DIAS & OLIVEIRA, 2009). Foi observado aumento no numero de linfocitos até
a concentragdo de 350 mg L de 6leo essencial de O. basilicum, resultados semelhantes foram
obtidos em tambaquis Colossoma macropomum anestesiados com 6leo de cravo e benzocaina
(PADUA et al., 2013). Contudo, na maior concentracdo anestésica utilizada,0 nimero de
linfécitos circulantes reduziu, isto se deve possivelmente a acdo do aumento do cortisol
plasmatico, desencadeado pela concentracdo anestésica, indicando efeito estressor. Com a
linfocitopenia observada no presente estudo é possivel inferir que os peixes se tornam
susceptiveis a invasdo de microorganismos permitindo com que infecgdes se propaguem nos
animais (PICKERING & POTTINGER, 1985).

Os monacitos atuam na reacdo inflamatdria e resposta imunoldgica nas quais ocorre a
fagocitose, sendo de extrema importancia aos mecanismos de defesa do hospedeiro (THRALL
et al., 2007). Com o aumento crescente desta célula no sangue periférico pode-se inferir que o
aumento das concentracOes anestésicas induziu situacdo de estresse nos peixes, em que 0
organismo estaria tentando reverter tal condicdo adversa, pelo aumento das células de defesa.
O aumento no namero de leucdcitos granulares PAS-positivos esta relacionado ao estresse
(TAVARES-DIAS & OLIVEIRA, 2009). Resultados semelhantes foram observados em
tambaqui C. macropomum anestesiados com 6leo de cravo (PADUA et al., 2013). Portanto,
quanto maior a concentracdo anestésica do 6leo essencial de O. basilicum, maior o nivel de

estresse induzido em juvenis de pacu. Os leucogramas de peixes também séo influenciados por
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diversos fatores (CLAUSS et al., 2008). Contudo, no presente estudo o nimero de trombdcitos,
neutréfilos, eosinofilos, baséfilos e leucdcitos imaturos, ndo diferiram em relagdo aos
tratamentos expostos. Isso pode ser atribuido possivelmente ao fato de que alguns peixes sdo
mais sensiveis ao estresse, enquanto outros possuem maior capacidade de tolerancia (AHMED
et al., 2020).

O uso da termografia de infravermelho, tem diversas vantagens como a portabilidade,
a auséncia de contato de eletrodos ou qualquer outra superficie com o animal, evitando
alteracdes induzidas pelo estimulo cuténeo, rapidez na obtencdo do termograma (fracdo de
segundos), registro de dados em forma digital, permitindo uma anélise estatisticamente
confidvel. A temperatura média da agua do tanque de manutencdo e aquarios de inducédo
anestésica foi de 25,0 °C. Ao analisar as condi¢des térmicas dos juvenis de pacus, antes,
anestesiado e apoOs anestesia verificou-se que as temperaturas na cabeca, corpo e cauda
apresentaram médias em torno de 25,89°C e 29,92°C, com variagdes entre os tratamentos nos
animais estudados. Embora os peixes sejam animais de sangue frio a temperatura expressou
rapidas variacoes, entre os tratamentos para a cabeca e cauda, com interacBes tempo tratamento

para o corpo.

6. CONCLUSAO

O oleo essencial de Ocimum basilicum nas concentracfes avaliadas ndo foi capaz de
mitigar os efeitos do estresse de manejo sobre os pardmetros hematoldgicos de juvenis de pacu.
O estresse de manejo aliado as diferentes doses anestésicas utilizadas sao capazes de influenciar
0s parametros hematologicos e termograficos de juvenis de pacu. Sendo necessarios maiores
estudos para determinacdo da melhor dosagem a ser utilizada com intuito de mitigacdo de

estresse em praticas de manejo.
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