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RESUMO

Este estudo avaliou a influéncia de banhos de imersdao com extrato de babosa,
Aloe barbadensis (Miller, 1768), a 10 ml.L™ sobre os valores hematolégicos e
parasitolégicos de pacu Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887). Cinquienta
e quatro peixes com comprimento total médio de 6,61 + 0,40 cm e peso médio
de 5,39 + 0,749 foram acondicionados em seis caixas plasticas de 30 L cada,
equipadas com filtro biologico e aeragdo constante. A aclimatacdo durou sete
dias, e em seguida estabeleceram-se trés tratamentos com duas repeticdoes
cada, sendo eles: T1 — animais com lesdes corporais e tratados com babosa,
T2 — animais com lesbes corporais ndo tratados com babosa e T3 — animais
sem lesbes nao tratados com babosa. Diariamente, pela manha, administrava-
se o0 extrato de babosa, sendo feita a renovagédo de 75% da &gua do tanque 12
horas depois. Apds sete dias de tratamento, seis animais de cada unidade
experimental foram coletados para puncdo sanguinea e analise da contagem
total de eritrocitos, trombdcitos e leucocitos, e contagem diferencial de
leucocitos. Retirou-se também os arcos branquiais para contagem de parasitos.
A guantidade de parasitos nas branquias ndo apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos. Quanto aos valores hematoldgicos, em relacdo ao
namero total de leucécitos, a média do grupo T1 ndo diferiu (p<0,05) do T2.
Porém, estas médias mostraram-se maiores do que a do T3. Em relacdo aos
trombdcitos, T2 ndo apresentou diferenca significativa em relacdo aos demais,
porém, T1 mostrou média maior que o T3. A média de linfocitos foi menor no
T3, e a média de neutréfilos maior grupo T3 em relagdo ao T1. O numero de
mondcitos foi significativamente maior no T3. O numero de eritrécitos néo

apresentou diferenca entre os tratamentos.

Palavras-chave: pacu, cicatrizagdo, babosa, hematologia, Monogenoidea
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1. INTRODUCAO

Segundo Zaniboni Filho (2004), o pacu Piaractus mesopotamicus
(Holmberg, 1887), também conhecido como pacu-caranha, pode ser
considerado a espécie nativa da América do Sul mais conhecida e cultivada em
aguas continentais, além de possuir grande importancia também na pesca
esportiva e comercial. Em funcdo desta demanda na pesca e também da
propria degradacgéo do habitat, seus estoques naturais estdo comprometidos. A
espécie é originaria da Bacia do Prata, porém, cultivada em todo o territério
nacional, em mono e policultivos. Dentre as caracteristicas que propiciam o
sucesso do cultivo do pacu, pode-se citar sua precocidade, rusticidade, facil
adaptacao as racfes disponiveis no mercado e alto valor comercial da carne,
em funcdes de suas caracteristicas organolépticas. (Castagnoli & Cyrino, 1986)

De modo geral, a aquicultura brasileira vem mostrando rapido
desenvolvimento, principalmente em relagdo aos cultivos intensivos (Martins,
2004a), que se caracterizam basicamente pela alta densidade de estocagem e
aporte de alimento inerte. Na aquicultura intensiva, € comum que as altas taxas
de estocagem associadas a ma qualidade da agua favorecam o aparecimento
de enfermidades (Bortoluzzi, 2009). Segundo Martins (2004a), nos anos de
1999 e 2000, o pacu foi a espécie mais acometida por enfermidades no Estado
de Séo Paulo, sendo 24% dos individuos afetados por algum tipo de doenca.
Os organismos potencialmente patogénicos podem estar presentes na agua do
cultivo, superficie do corpo, branquias e 6rgaos internos dos peixes. Submeter
0s animais a ma qualidade de agua, nutricdo inadequada e estresse
compromete seriamente sua imunidade, o que faz com que as enfermidades se
manifestem (Martins, 2004b).

Para realizar o tratamento de enfermidades na aquicultura, é necessario
escolher um produto que ndo cause danos ao animal tratado, seja de rapida
degradacédo, ndo deixe residuos no ambiente ou no animal tratado, ndo
influencie a qualidade da &4gua, ndo oferega perigo a humanos e animais e que
seja de baixo custo e facil aplicacdo. No Brasil, os produtos quimicos mais
utilizados para tratamento de enfermidades em pisciculturas sédo a formalina,

organofosforados, diflubenzuron e sulfato de cobre, porém, existem ainda



muitas outras substancias sendo utilizadas em carater experimental, tanto

sintéticas quanto naturais (Martins, 2004a).

Produtos quimicos, como os que foram citados anteriormente,
geralmente ndo atendem aos requisitos que caracterizam um bom tratamento:
podem selecionar patdgenos resistentes, serem tOxicos aos animais, nocivos
ao meio ambiente, e no caso de peixes de corte, afetar a saude dos
consumidores. Além disso, a administracdo de produtos quimicos deve ser
regida por uma legislacdo especifica, e no Brasil o rol de produtos registrados
para uso em aquicultura € extremamente restrito (Tavechio et al, 2009). Desta
forma, faz-se necesséria a busca por produtos terapéuticos alternativos, livres
destas restricbes de uso, menos agressivos ao ambiente, porém, eficazes

contra o estabelecimento de enfermidades.

Neste contexto, pode-se citar as substancias ditas imunoestimulantes,
cujas propriedades se caracterizam por estimular o sistema imune do animal
tratado, por meio do aumento na atividade das células fagocitarias, aumento na
producdo de lisossomos e anticorpos e reducdo das reacOes de estresse
causado pelo manejo, fazendo com que diminuam os riscos de manifestacéo
de uma enfermidade (Chitmanat et al., 2005). Os imunoestimulantes podem ser
produtos que contenham microorganismos e seus derivados (sendo estes
denominados probidticos ou prebidticos), extratos de plantas e animais,
adjuvantes e fatores nutricionais (Sakai, 1999).

A utilizacdo de partes ou extratos de plantas para fins terapéuticos,
também conhecida como fitoterapia, € uma alternativa que tem mostrado
grande potencial de aplicacdo na aquicultura, tanto no manejo sanitario
preventivo quanto para o controle de patégenos (Tavechio et al, 2009). E
crescente o interesse sobre substancias oriundas do metabolismo secundario
vegetal, sendo que estas podem substituir antibiéticos e produtos quimicos
com eficacia e maior seguranca. Os produtos quimicos e farmacos sintéticos
caracterizam-se por selecionar os patégenos mais resistentes e ter um longo
periodo de permanéncia no ambiente. Por outro lado, acredita-se que extratos

vegetais aumentem de forma mais branda a resisténcia dos patdgenos, além
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de serem facilmente biodegradaveis, logo, inécuos ao meio ambiente (Chagas,
2004).

Com relacdo a toxicidade, problema comum dos produtos sintéticos, o
uso de produtos vegetais é consideravelmente mais seguro. E possivel que
ocorra toxicidade em tratamentos onde a concentracdo da substancia em
questdo é muito elevada e/ou o periodo de exposicdo € excessivamente
prolongado, sendo que estes limites podem variar de acordo com a espécie do
animal tratado (Tavechio et al, 2009).

Dentre o0s grupos vegetais que tém sido vastamente utilizados e
estudados para uso terapéutico, pode-se destacar as babosas. Evidéncias
supdem que sdo plantas de origem africana, e sua utilizagdo na medicina
popular remonta h& milhares de anos, quando egipcios ja cultivavam a planta
para utilizd-la como medicamento (Araudjo et al., 2002). Atualmente, inGmeros
estudos vém elucidando sua composi¢cdo bioquimica e comprovando suas
aplicacdes medicinais, das quais podemos citar tratamento de queimaduras,
hepatite, diabetes e controle da taxa de lipidios no sangue (McAnnaley et al,
1995; Avila et al, 1997; Okay et al, 2001). A babosa pode atuar, ainda, como
agente cicatrizante, antiulcerativo, antineoplasico e antiviral (Sakai, 1999);
Kobayashi et al, 1993; Maeda et al, 1998; Kim et al, 1999; Paez et al, 2000).

Segundo Araudjo et al (2002), apesar de existéncia de mais de 250
espécies no género Aloe, apenas trés ou quatro destas apresentam
propriedades medicinais, sendo Aloe barbadensis (Miller, 1768) (sinonimia de
Aloe vera L.) a de maior interesse terapéutico. A planta pode dar origem a dois
produtos basicos: gel e latex (Lulinski & Serwatowski, 2003). O latex, nhome
utilizado popularmente para denominar o extrato do parénquima clorifiliano, €
um liquido de consisténcia leitosa, coloracdo amarelo-ocre, sabor amargo e
aroma ran¢oso, sendo produzido pelas células excretoras do mesofilo,

localizado logo abaixo da epiderme das folhas (Leung, 1977).

O extrato do parénquima clorofiliano possui dezenas de constituintes,
muitos deles ainda n&o identificados, de acordo com Falkenberg et al. (2001).

Os principais metabolitos secundarios descritos para as espécies de babosa



11

sdo os compostos fenodlicos do tipo antronas, cromonas e fenil-pirronas
(Esteban-Carrasco et al., 2001).

Em virtude dos fatos analisados, o objetivo deste estudo foi investigar a
influéncia do extrato de babosa, administrado por meio de banhos de imerséo a
concentracdo de 10 mL.L", sobre os pardmetros hematolégicos e

parasitolégicos em pacu.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. CondicBes experimentais

Foram utilizados 54 pacus cedidos pela Piscicultura Panama (Paulo
Lopes-SC), com peso médio de 5,39 + 0,74g e comprimento total médio de
6,61 £ 0,40 cm. Os animais foram acondicionados em seis caixas plasticas de
30 litros cada, totalizando nove animais em cada unidade experimental. As
caixas contavam com filtro biolégico, a aclimatacdo durou 7 dias e durante este
periodo os animais foram alimentados com ragdo com 42% de proteina bruta.
Estabeleceram-se trés tratamentos com duas repeticdes cada, sendo eles: T1
— Animais com lesdo corporal e tratados com babosa diluida na agua a 10
mL.L" , T2 — Animais com lesdo corporal e ndo tratados com babosa, T3 —
Controle, animais sem les&o nao tratados com babosa. As lesdes consistiam
em escarificacdes feitas por raspagem com bisturi no tegumento préximo ao
pedunculo caudal. Diariamente, além da renovacdo da agua (precedida por
sifonagem de 75% do volume da caixa), foi feito o monitoramento da
temperatura, pH e amonia total. O pH e a concentracdo de amonia foram
determinados por um kit colorimétrico para agua doce (Alfakit). ApGs sete dias

de experimento, parte dos animais foi coletada para realizacdo das analises.

2.2. Processamento da matéria-prima e administracéo do produto

Folhas de A. barbadensis foram cortadas pela base e dispostas em um

recipiente protegido de luz e calor para drenar o extrato do parénquima
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clorofilado pela acédo da gravidade. Apds este procedimento, o extrato obtido foi
fitrado e armazenado em recipiente ambar, congelado e posteriormente
liofiizado. Todo o material foi processado e obtido no Laboratério de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal (FIT/CCA/UFSC).

O extrato de babosa permaneceu congelado em potes de 300ml, sendo
esta a quantidade utilizada por dia em cada tanque. Assim, a cada dia,
descongelava-se a por¢do que seria utilizada. A adicdo do extrato na 4gua era

realizada pela manha e apds 12 horas renovava-se 75% da agua.

2.3. Analise hematoldgica

Ao final do décimo dia de experimento, foram retirados seis animais de
cada unidade experimental para a coleta de sangue. Estes foram anestesiados
em um recipiente contendo eugenol a 0,1 mL .L™, e em seguida coletou-se o
sangue por punc¢ao do vaso caudal com seringa de 3,0 mL e agulha de 25 x 6
mm umedecida com EDTA 10%. Em funcédo do tamanho dos animais, o volume
coletado foi suficiente apenas para a confeccdo das extensbes sanguineas e
separacdo de uma pequena aliquota para contagem do numero total de
eritrécitos em hemocitbmetro, ndo sendo possivel a determinacdo do
hematocrito. As extensdes sanguineas foram coradas com May-
Grunwald/Giemsa pelo método de Rosenfeld (1947). A quantidade de
trombadcitos e leucdcitos foi obtida pelo método indireto descrito por Ishikawa et
al. (2008).

2.4. Analise parasitolégica

Apés a coleta de sangue, os animais foram sacrificados por
aprofundamento anestésico para retirada dos arcos branquiais, a fim de
investigar o nimero de parasitos. Para isto, as branquias foram imersas em
dgua a 60°C e em seguida fixadas em formalina 5%. A quantificacdo dos
parasitos branquiais foi feita conforme a metodologia de Ghiraldelli et al.
(2006), a fim de verificar possivel influéncia do tratamento com babosa sobre a
fauna parasitaria dos animais. Os dados de prevaléncia média e abundancia

média de parasitos foram calculados de acordo com Bush et al. (1997).
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2.5. Estatistica

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado
constituido por trés tratamentos com duas repeticdes cada, totalizando seis
unidades experimentais com nove individuos cada. Os valores de contagem
total de leucadcitos, que séo valores absolutos, foram transformados em raiz de
X e valores de contagem diferencial, por serem valores de porcentagem, foram
transformados em arco seno. Em seguida, foi aplicada analise de variancia
unifatorial (“one-way ANOVA”), com auxilio do software STATISTICA 8.0. A
homogeneidade das variancias, pré-requisito para aplicacdo da ANOVA, foi
testada por meio do teste de Barlett e as diferencas entre as médias foram
verificadas por meio do teste Tukey, utlizando-se 5% como nivel de

significancia.

3. RESULTADOS

Com relacdo a qualidade da &gua durante o experimento, os valores
permaneceram constantes, sendo eles: pH 6,5 + 0,23, aménia 0,71 + 0,56 ppm

e temperatura da agua em 22,78 + 0,85°C.

A respeito da prevaléncia, intensidade média e abundancia média de
parasitos nas branquias, conforme mostra a Tabela 1, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos. Foram encontrados somente Anacanthorus
penilabiatus Boeger, Husak & Martins, 1995 (Monogenoidea

Ancyrocephalidae)

Quanto aos valores hematolégicos (Tabela 2), em relacdo ao numero
total de leucécitos, os animais tratados com babosa (T1l) ndo diferiram
estatisticamente dos animais que sofreram lesdo ndo tratados com babosa
(T2). Por outro lado, estas médias mostraram-se significativamente maiores
gue a do controle, animais sem lesdo néo tratados com babosa (T3). Em
relacdo ao numero de trombdcitos, 0os animais com lesdo ndo tratados com
babosa (T2) ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo aos demais,

porém, os lesados tratados com babosa (T1) mostraram meédia maior do que 0s
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sem lesdo sem babosa (T3). O numero de eritrécitos ndo apresentou diferenca

significativa entre os tratamentos.

Na contagem diferencial de leucocitos, os linfécitos apareceram em
menor nimero nos animais sem lesdo sem babosa (T3). A média de neutroéfilos
nos animais com lesdo nao tratados com babosa (T2) ndo apresentou
diferencga significativa em relagdo as demais, porém, foi menor nos animais
tratados com babosa em comparacdo aos ndo tratados ndo lesados. Ja o
namero de mondacitos foi significativamente menor nos animais lesados, tanto

tratados como nao tratados com babosa.

Tabela 1 — Valores de prevaléncia, intensidade média e abundancia média de Monogenoidea

nas branquias de Piaractus mesopotamicus apds banho de imersdo em Aloe barbadensis.

Tratamentos Prevaléncia (%) Intensidade média Abundancia média
T1 (leséo com babosa) 83,3" 3,10+ 1,60 " 483+732"
T2 (lesdo sem babosa) 750" 6,44+ 7,87 " 2,58+1,88"
T3 (sem lesdo sem 91,7 7,18+ 4,62 " 6,58 + 4,87 "
babosa)

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05)



15

Tabela 2 — Valores médios das caracteristicas hematoldgicas de Piaractus mesopotamicus apds

banho de imersdo em Aloe barbadensis.

Variaveis T1 T2 T3

(lesdo com babosa) (lesdo sem babosa) (sem lesdo sem babosa)

Eritrocitos (x10°/ul) 1,57 +0,74" 1,49+ 0,56 " 1,72+ 0,33%
Leucocitos (x10%/ul) 31,59+19,73% 28,66 + 10,59 * 20,93+8,35°
Trombécitos(x10°/pl) 3245+11,86" 33,03+9,82"° 29,07 +11,77°
Linfécitos (x10°/pl) 25,92 +17,35% 22,78 +10,16 * 13,16 + 4,33 °
Neutréfilos(x10°/ul) 317+167" 4,01+1,75"® 4,63 +3,05°
Mondcitos (x10%/pl) 2,43+222" 1,86 +0,61" 3,14+3,11°

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey (P>0,05)

4. DISCUSSAO

Os parasitos Monogenoidea estdo entre os patdgenos de maior
ocorréncia na piscicultura brasileira. (Pavanelli et al., 1998). No presente
ensaio, os resultados sugerem que a administracdo do extrato de babosa a 1%
na agua nao teve influéncia significativa sobre o nidmero de parasitos nas
branquias. Porém, existe a possibilidade de que o numero inicial de parasitos
fosse muito diferente de um grupo para outro, o que pode levar a resultados
tendenciosos. Para obter resultados mais consistentes, seria necessario
reservar alguns animais de cada tanque para quantificar os parasitos
branquiais antes de iniciar os tratamentos, desta forma seria possivel verificar o
efeito do tratamento sobre a quantidade de parasitos em cada grupo.

Tal metodologia foi utilizada por Cruz (2005), que testou a eficacia de
controle do extrato aquoso de folhas de nim (Azadirachta indica) sobre
infestac6es de Anacanthorus penilabiatus (Monogenoidea) em pacu, permitindo
estabelecer uma comparacéo entre a infestacdo antes e apos os tratamentos, e
comprovando uma eficacia de controle de 89,2%, & concentracdo de 2,9mg.L™
e 120h de exposicdo ao produto. Madsen et al. (2000) observaram reducéo
significativa na quantidade de Trichodina jadranica em enguias (Anguilla
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anguilla) infestadas e tratadas com banho de imersdo contendo alho cru fresco
a 200 partes por milhdo. Contrariamente ao presente trabalho, Martins et al.
(2002) também associaram a suplementacdo dietaria com pdé de alho a
reducao significativa de infestac&o por A. penilabiatus em pacu.

Quanto aos parametros hematolégicos, o numero de trombdcitos
mostrou-se significativamente maior no T1 (com leséo tratados com babosa) e
T2 (com lesdo nao tratados com babosa) em relacdo ao controle, sem leséo
sem babosa. Porém, os animais com lesdo tratados com babosa apresentaram
menor nimero de trombdécitos comparado aqueles com lesdo sem babosa.
Segundo Scroferneker e Pohlmann (1998), os trombdcitos sdo células de
defesa rapida que agem na coagulacéo e cicatrizacdo ap6s o dano endotelial.
Logo, seu aumento nos tratamentos que incluiram lesdo indica que a
trombocitopoiese foi intensificada a fim de auxiliar na cicatrizagao do ferimento,
porém, o tratamento com babosa néo teve influéncia sobre este fator.

A quantidade de leucdcitos, assim como a de linfocitos, foi
significativamente maior nos animais com lesao tratados com babosa e com
lesdo né&o tratados com babosa em relacdo aos sem leséo nao tratados com
babosa (controle), ou seja, estes fatores também foram influenciados pela
presenca da lesdo. Segundo Ellis (1999), leucdcitos sédo células diretamente
relacionadas a resposta imune, portanto, em casos de resposta inflamatoria
ocorre um incremento na producao destas. O aumento no namero de linfécitos
pode estar relacionado ao estimulo do sistema imunologico (lwama &
Nakanishi, 1996) dos animais ap6s a lesdo, como resultado de uma resposta a
cicatrizacao.

A quantidade de mondcitos no sangue apresentou-se reduzida nos
animais com leséo tratados com babosa e com leséo néo tratados com babosa
em relacdo aos sem lesé&o nao tratados com babosa (controle). De acordo com
Secombes (1996), casos de resposta inflamatdria aguda caracterizam-se
inclusive pela acumulacdo de macréfagos e neutréfilos no local da injuria, uma
vez que estes sdo atraidos até o local da inflamacao por diapedese, a fim de
fagocitar possiveis agentes invasores. Portanto, a possivel causa da reducao
do numero de mondcitos no sangue periférico € sua migragdo para a regido

lesionada, porém, sem influéncia significativa da babosa. Os presentes
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resultados foram corroborados por Martins et al. (2006) e Matushima & Mariano
(1996), que também justificaram a reducdo do niumero de mondcitos no sangue
periférico com o argumento de que estas células estariam sendo recrutadas
para o local da injuria.

Moraes et al. (2003), estudando a influéncia de suplementacéo dietaria
com vitamina C sobre o processo cicatricial em pacu, observaram que a
migracdo de células envolvidas no processo inflamatorio para o local da lesdo
iniciou em trés dias, e chegou a seu maximo no sétimo dia de experimento.
Tendo em vista que os animais do presente ensaio foram coletados neste
periodo, pode-se supor que este foi o periodo de maior recrutamento de células
de defesa da corrente sanguinea para o sitio lesado, também justificando a
reducdo no numero de mondcitos. Petric et al. (2003) relataram aumento no
recrutamento de macréfagos para o sitio lesado em animais suplementados
com as maiores doses de vitamina C, enfatizando que a formacgédo de
macrofagos policariontes esta descrita em situacdes morbidas.

O namero de neutrdéfilos no sangue foi significativamente maior no grupo
tratado com babosa em relacdo ao ndo lesado ndo tratado com babosa.
Segundo Roberts (2001), a neutrofilia, que € o aumento de neutréfilos no
sangue periférico em funcdo de sua hematopoese intensificada, € conhecida
como uma resposta imune nao-especifica a estimulos de estresse, nao
somente em peixes, mas em diversos grupos animais. O estimulo foi a propria
injuria no tegumento e, provavelmente, a babosa tenha estimulado esta
resposta imune nado-especifica, intensificando a producdo de neutréfilos, que
pode ocorrer no rim e, em menor quantidade, no baco (Roberts, 2001). Os
granulécitos (neutrdfilos), que séo vistos no sangue periférico de vasos
sanguineos, tém a capacidade de migrar rapidamente atravessando 0s vasos
sanguineos para alcancar o local inflamado (Reite & Evensen, 2006). A funcao
dos neutrofilos € a fagocitose de “debris” celulares, corpos estranhos e
microrganismos (lger & Abraham, 1990).

Em virtude dos fatos analisados, pode-se concluir que a influéncia do
banho de imersdo com extrato de babosa limitou-se ao estimulo da resposta

imune ndo especifica, por meio do incremento na producédo de neutrofilos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS
Tendo em vista que este efeito do tratamento com extrato de babosa
sobre a resposta imune foi bastante sutil, sugere-se que em ensaios futuros
sejam testados os limites de toxicidade do extrato, e dentro de uma faixa
segura, verificar qual concentracdo e qual tempo de exposicdo ao produto

seriam mais adequados para utilizd-lo como imunoestimulante.
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