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RESUMO GERAL

O tambaqui (Colossoma macropomum) é a espécie nativa mais produzida no Brasil. No
entanto, em funcdo da grande demanda, 0 aumento nas densidades de estocagem nos
ambientes de criacdo, além das inimeras préaticas de manejo que conduzidas de forma
inadequadas tem acarretado efeitos deletérios para o plantel. Com o intuito de
minimizar esses efeitos, inimeros produtos comerciais vém sendo utilizados na
aquicultura para reduzir os efeitos do estresse. Na Ultima década muitos estudos
descrevem a necessidade de avaliar produtos alternativos provenientes de espécies
vegetais, que possuem propriedades anestésicas, em especial 0s que visam a reducéo do
estresse associado ao transporte dos peixes. Com isso, o objetivo do trabalho foi em
uma primeira etapa, a realizagdo de uma revisdo de literatura visando descrever o
potencial anestésico e redutor de estresse dos 6leos essenciais em peixes nativos, com
especial énfase para C. macropomum. Na sequéncia, a partir de delineamentos
experimentais implantados no campo experimental da Embrapa na Amazonia ocidental,
Oleos essenciais de trés fontes vegetais - Aloysia triphylla (OEAT), Lippia sidoides
(OELS) e Mentha piperita (OEMP) - foram avaliados visando a determinacdo dos
tempos e das concentracdes necessarias para inducdo e recuperacdo anestésica em
tambaqui e a avaliacdo das respostas morfofisiologicas do estresse em funcdo do
transporte sob a influéncia dos Oleos essenciais. Para o alcance desses objetivos, as
plantas foram cultivadas no setor de plantas medicinais da Embrapa Amazonia
Ocidental, sendo os Oleos essenciais extraidos e caracterizados quimicamente por
espectrofotometria de massas e cromatografia em fase gasosa. Os peixes — juvenis de C.
macropomum - foram adquiridos em estacdo de piscicultura comercial do municipio de
Rio Preto da Eva - AM e transportados para o campo experimental da Embrapa em
Manaus, onde passaram pela fase de recria até alcancarem o tamanho desejado para
realizacdo dos experimentos. No primeiro ensaio, para determinacdo do tempo e da
concentracdo necessaria dos 6leos essenciais para inducdo e recuperacdo anestésica, 0s
peixes foram individualmente expostos a diferentes concentracdes dos 6leos essenciais
(OEAT: 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 150 mg L*; OELS: 2, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg L*;
OEMP: 5, 10, 20, 40, 60, 70 e 90 mg L), num periodo entre quatro minutos a seis
horas de exposicdo. Os trés 6leos essenciais apresentaram propriedades anestésicas. Os

intervalos de concentracdo em que 0s peixes alcangaram todos os estagios de anestesia



(1, 2, 3a, 3b, 4) foram entre 40 a 150 mg L™ para OEAT, 20 a 50 mg L para OELS e 40
a 90 mg L™ para OEMP. A exposicdo de C. macropomum as concentragdes anestésicas
dos 6leos ndo foi associada ao aumento a ocorréncia de danos irreversiveis nas lamelas
branquiais. No segundo ensaio, 0s 6leos essenciais de L. sidoides e M. piperita foram
avaliados como redutores de estresse no transporte de C. macropomum. Os peixes
(127,55 = 22,41 g) foram transportados durante quatro horas em sacos plésticos,
compondo 0s seguintes tratamentos: a) controle ndo estressado (NE - ndo submetido ao
transporte), b) controle estressado (E - submetido ao transporte), ¢) OELS 10 mg L, d)
OELS 20 mg L™, ) OEMP 20 mg L™ e f) OEMP 40 mg L™, com trés repeticdes. Apds
o transporte foram analisados parametros de qualidade de dgua, hormonais, bioquimicos
e enzimaticos. C. macropomum transportado com OELS 20 mg L™ apresentou uma
reducdo significativa nos niveis de cortisol se comparado aos peixes transportados sem
6leo essencial. A via glicolitica foi especialmente estimulada nos peixes transportados
com OEMP 20 mg L™, pois os valores das enzimas glicoliticas hexoquinase (HK),
piruvato cinase (PK) e lactato desidrogenase (LDH) estavam elevados no tecido
muscular. Os 0leos essenciais ndo afetaram a atividade da acetilcolinesterase (AChE) no
cérebro de C. macropomum, e apds o transporte os peixes de todos os tratamentos
apresentaram uma reducéo significativa (28,2%) da AChE muscular. As concentragdes
OELS 20 mg L' e OEMP 20 mg L promoveram aumento dos niveis da enzima
glutationa S-transferase (GST) no cérebro. Conclui-se que o0s Gleos essenciais nas
concentracdes avaliadas tendem a melhorar a qualidade da agua durante o transporte,
minimizam o estresse fisioldgico, ajudam a manter a demanda energética por meio da
via glicolitica e, além disso, ndo demonstram ter efeitos neurotdxicos, € recomendado a
concentragdo de 20 mg Lt OELS para uso no transporte de C. macropomum. Diante dos
resultados apresentados, as perspectivas se abrem para a avaliacdo de compostos
isolados dos Oleos essenciais, assim como nanomoléculas com o intuito de aumentar a
eficacia dos Gleos essenciais e potencializar as suas atividades bioldgicas, a exemplo das
atividades anestésicas e redutoras de estresse. Com a disponibilizacdo destas
informacdes pretende-se contribuir para desenvolvimento do setor produtivo, levando

maior biosseguridade e biosseguranca no segmento da aquicultura.

Palavras-chave: manejo, anestésico natural, fisiologia, enzima, acetilcolinesterase



ABSTRACT

Tambaqui (Colossoma macropomum) is the most produced native species in Brazil.
However, due to the great demand, the increase in stocking densities in breeding
environments, in addition to the innumerable management practices that have been
carried out inappropriately, have caused deleterious effects for the breeding stock. In
order to minimize these effects, numerous commercial products have been used in
aquaculture to reduce the effects of stress. In the last decade, many studies have
described the need to evaluate alternative products from plant species, which have
anesthetic properties, especially those aimed at reducing the stress associated with fish
transport. Thus, the objective of the work was, in a first step, to carry out a literature
review in order to describe the anesthetic and stress-reducing potential of essential oils
in native fish, with special emphasis on C. macropomum. Following, from experimental
designs implanted in Embrapa Amazonia Ocidental experimental field, essential oils
from three vegetable sources - Aloysia triphylla (EOAT), Lippia sidoides (EOLS) and
Mentha piperita (EOMP) - were evaluated in order to determine the time and
concentrations necessary for anesthetic induction and recovery in tambaqui and the
evaluation of morphophysiological responses to stress due to transport under the
influence of essential oils. To achieve these goals, the plants were grown in the
medicinal plant sector of Embrapa Amazo6nia Ocidental, with essential oils extracted
and chemically characterized by mass spectrophotometry and gas chromatography. The
fish - juveniles of C. macropomum - were purchased at a commercial fish farming
station in the municipality of Rio Preto da Eva - AM and transported to the Embrapa
experimental field in Manaus, where they passed through the breeding phase until they
reached the desired size for the fish experiments. In the first test, to determine the time
and the necessary concentration of essential oils for anesthetic induction and recovery,
the fish were individually exposed to different concentrations of essential oils (EOAT:
5, 10, 20, 40, 60, 80 and 150 mg L*; EOLS: 2, 5, 10, 20, 30, 40 and 50 mg L!; EOMP:
5, 10, 20, 40, 60, 70 and 90 mg L), in a period between four minutes at six hours of
exposure. The three essential oils showed anesthetic properties. The concentration
intervals at which the fish reached all stages of anesthesia were (1, 2, 3a, 3b, 4) were
between 40 to 150 mg L* for EOAT, 20 to 50 mg L for EOLS and 40 to 90 mg L for
EOMP. The exposure of C. macropomum to anesthetic concentrations of oils was not

associated with an increase in the occurrence of irreversible damage to the gill lamellae.



In the second trial, the essential oils of L. sidoides and M. piperita were evaluated as
stress reducers in the transport of C. macropomum. The fish (127.55 + 22.41 g) were
transported for four hours in plastic bags, comprising the following treatments: a) non-
stressed control (NS - not subjected to transport), b) stressed control (S - subjected to
transport), ¢) EOLS 10 mg L, d) EOLS 20 mg L, &) EOMP 20 mg L™ and f) EOMP
40 mg L1, with three repetitions. After transport, water quality, hormonal, biochemical
and enzymatic parameters were analyzed. C. macropomum transported with EOLS 20
mg L* showed a significant reduction in cortisol levels when compared to fish
transported without essential oil. The glycolytic pathway was especially stimulated in
fish transported with EOMP 20 mg L™, since the values of glycolytic enzymes
hexokinase (HK), pyruvate kinase (PK) and lactate dehydrogenase (LDH) were elevated
in muscle tissue. The essential oils did not affect the activity of acetylcholinesterase
(AChE) in the brain of C. macropomum, and after transport, fish from all treatments
showed a significant reduction (28.2%) in muscle AChE. The EOLS 20 mg L* and
EOMP 20 mg L concentrations increased the levels of the glutathione S-transferase
(GST) enzyme in the brain. It is concluded that essential oils in the concentrations
evaluated tend to improve water quality during transport, minimize physiological stress,
help maintain energy demand through the glycogen pathway and, in addition, do not
demonstrate neurotoxic effects, recommended to concentration of 20 mg L™ EOLS for
use in the transport of C. macropomum. Given the results presented, the perspectives
open up for the evaluation of compounds isolated from essential oils, as well as
nanomolecules in order to increase the effectiveness of essential oils and enhance their
biological activities, such as anesthetic and stress-reducing activities. With the provision
of this information, it is intended to contribute to the development of the productive

sector, leading to greater biosecurity and biosafety in the aquaculture segment.

Key words: management, natural anesthetic, physiology, enzyme, acetylcholinesterase
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INTRODUCAO GERAL

A aquicultura & nivel mundial continua em pleno desenvolvimento, muito
embora nos ultimos anos (2001-2016) a sua taxa de crescimento anual tenha ficado em
5,8%, mas ainda assim a aquicultura € o setor que apresenta maior crescimento em
relagio aos outros setores de producdo de alimentos. E importante destacar que a
producédo aquicola mundial em 2016 foi de 110,2 milhGes de toneladas, e que deste total
54,1 milhdes de toneladas foram de peixes, configurando mais uma vez como 0 grupo
mais produzido (FAO, 2018).

Para a aquicultura brasileira o cenéario ndo é tdo diferente, pois no ano de 2016 a
maior receita de producéo, cerca de R$ 4,61 bilhdes (70,9%), foi de peixes, seguida pela
producdo de camardes, que alcancou 19,3% (IBGE, 2016). Ao longo dos anos esta
atividade vem se expandindo e se consolidando no Brasil; segundo a Associagdo
Brasileira da Piscicultura (PEIXE BR) no ano de 2019 o Brasil produziu um total de
758.006 toneladas de peixes, registrando um crescimento de 4,9% em relacdo ao ano
anterior. As tilapias (Oreochromis sp.) continuaram em primeiro lugar com producéo de
432.149 toneladas e na segunda colocacdo os peixes nativos com 287.930 toneladas
PEIXE BR, 2020). Embora os peixes nativos estejam presentes em quase todo o pais,
em 2018 sua producdo caiu para 39,84% em decorréncia de problemas climaticos,
sanitarios e mercadolégicos (PEIXE BR, 2018).

Entre as espécies nativas mais cultivadas destaca-se o tambaqui (Colossoma
macropomum), com 102,6 mil toneladas produzidas no Brasil no ano de 2018. Embora
esta espécie seja criada em outras regides, cerca de 73,1% do total de tambaqui
produzido no ano de 2018 foi oriundo de estados da regido Norte (IBGE, 2018). Os
motivos pelos quais o tambaqui vem se mantendo a frente de outras espécies nativas
consiste em seu excelente potencial para producado intensiva, na facilidade de obtencéo
de juvenis, por apresentar bom crescimento, alta produtividade, resisténcia a baixos
niveis de oxigénio dissolvido, e principalmente devido a disponibilizacdo de tecnologias
para a sua criacdo (GOMES et al., 2010; IZEL et al., 2013, 2018; SAINT-PAUL, 2017;
VALLADAO et al., 2018).

Devido ao aumento da producdo e comercializacdo de peixes, entre as praticas
de manejo que mais cresceram nos Ultimos anos estd o transporte de peixes vivos
(PIPER et al., 1982; TONDOLO et al., 2013; SALBEGO et al., 2014; BECKER et al.,
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2016). Este procedimento envolve vérias etapas como captura, confinamento, manuseio,
adensamento e o transporte propriamente dito, e se ndo conduzido de forma adequada
pode induzir respostas de estresse (primaria, secundaria e terciaria), culminando, entre
outras implicacbes, em consequéncias negativas sobre o desempenho produtivo,
resposta imune e resisténcia dos peixes a patdgenos (BRANDAO et al., 2006; GOMES
et al., 2006; TAVARES-DIAS & MARTINS, 2017; VALLADAO et al., 2018). Assim,
para minimizar o efeito do estresse oriundo das praticas de manejo, mediante atenuacao
da ativacdo do eixo hipofise-hipotalamo-inter-renal (HHI), o uso de anestésicos € uma
das técnicas empregadas (PURBOSARI et al., 2019; AYDIN & BARBAS, 2020).

Os anestésicos utilizados em peixes sdo classificados quanto a sua origem em
produtos sintéticos ou naturais. Entre 0s anestésicos sintéticos mais utilizados estdo a
tricaina metanosulfonato (MS-222), benzocaina, 2-fenoxietanol, quinaldina e propofol
(BOLASINA et al., 2017; PURBOSARI et al., 2019; SOUZA et al., 2019; UEHARA et
al., 2019). Entretanto, alguns desses anestesicos sintéticos apresentam alto custo de
aquisicdo, pequena margem de seguranca, alteracdes em parametros fisiologicos dos
peixes como depressdo da funcdo cardiovascular e respiratéria, aumento do lactato,
niveis elevados de catecolaminas e inibi¢do da sintese de cortisol, além dos residuos em
peixes, humanos e no ambiente (CARTER et al., 2011; ZAHL et al., 2012;
PURBOSARI et al.,, 2019; AYDIN & BARBAS, 2020). Portanto, o estudo de
anestésicos naturais se faz necessario para desenvolver produtos anestésicos que
apresentem eficacia em baixa concentracdo e com rapida recuperacdo, reducdo das
respostas de estresse e mortalidade dos peixes, aléem de apresentar baixos niveis de
residuos e um baixo custo.

Nos ultimos anos tém sido crescentes os estudos com produtos extraidos de
plantas como os Gleos essenciais, extratos vegetais ou seus compostos isolados quanto a
sua atividade anestésica, em diferentes espécies de peixes (BOIJINK et al., 2016;
BALDISSEROTTO et al., 2018; BATISTA et al., 2018; SOUZA et al., 2019). Com
relacdo aos dleos essenciais, bons resultados tém sido apresentados para espécies da
familia  Verbenaceae como  Lippia alba, Lippia origanoides, Lippia
sidoides e Aloysia triphylla (CUNHA et al., 2010; GRESSLER et al., 2014; TONI et al.,
2014; SILVA et al.,, 2018; SOUZA et al.,, 2018; SILVA et al., 2019), da familia
Lamiaceae como Ocimum gratissimum, Mentha piperita e Mentha arvensis (SILVA et
al., 2012; PEDRAZZANI & OSTRENSKY NETO, 2016; BONINK et al., 2016;

SPANGHERO et al., 2019), entre outros. Assim, considerando os fatos anteriormente
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mencionados sobre as caracteristicas anestésicas desejaveis e em fungdo da falta de
informacOes sobre o uso destes Gleos essenciais em peixes da Amazbnia, como o
tambaqui, as plantas Aloysia triphylla, Lippia sidoides e Mentha piperita foram
selecionadas para este estudo, destacando-se o fato destas plantas possuirem em suas
composigdes componentes com atividades anestésicas descritas.

Essa Tese é composta por uma Introducdo Geral e por trés capitulos:

O Capitulo I é uma revisdo de literatura que apresenta o potencial anestésico
e redutor de estresse dos 6leos essenciais em peixes nativos, com especial énfase para
Colossoma macropomum.

O Capitulo Il teve como objetivo avaliar o potencial anestésico dos 6leos
essenciais de Aloysia triphylla, Lippia sidoides e Mentha piperita para juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum), com base no comportamento de natacdo dos
peixes e possiveis danos histopatoldgicos nas branquias.

O Capitulo 111 teve como objetivo avaliar o uso dos 6leos essenciais de Lippia
sidoides e Mentha piperita como redutor de estresse no transporte de Colossoma
macropomum, com base nas respostas hormonais, bioquimicas, hematologicas e

enzimaticas.
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Oleos essenciais como anestésico e redutor de estresse em peixes nativos do

Brasil: especial énfase para Colossoma macropomum
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Fernanda Loureiro de Almeida O”Sullivan!?, Edsandra Campos Chagas+2

Resumo

Diversas praticas de rotina na aquicultura como adensamento, manauseio para biometria e transporte sdo
consideradas potenciais estressores que estimulam os eixos hipotalamo-sistema nervoso simpatico-células
cromafins (HSC) e hipotalamo-hipéfise-interrenal (HHI), podendo causar alteragbes fisiologicas que
comprometem o bem-estar e a sobrevivéncia dos animais. Na aquicultura, os estudos de produtos anestésicos
a base de plantas tém se tornado uma tendéncia em todo mundo, principalmente pela potencialidade de usos,
variedade de espécies e a comprovacgdo das atividades anestésicas, antioxidantes e antimicrobianas de seus
6leos essenciais. No Brasil, 0 uso de 6leos essenciais na piscicultura para anestesia e transporte de peixes tem
sido explorado, principalmente para espécies nativas como Colossoma macropomum, Brycon amazonicus e
Rhamdia quelen. Estudos comprovam que alguns Oleos essenciais possuem efeitos anestésicos, porém
apresentam acdo neurotdxica, mostrando que apesar da excelente atividade biolégica dos compostos
majoritarios dos 6leos ou da sinergia entre 0s compostos, € necessaria a investigacdo dos efeitos adversos
gue podem causar e o estabelecimento da dosagem adequada para uso. Esse artigo apresenta informacdes
sobre 0 uso dos 0Oleos essenciais como anestésicos e redutores de estresse em espécies nativas cultivadas no
Brasil, com énfase no uso destes 6leos para C. macropomum. Dentre as 28 espécies estudadas, Lippia alba,
Curcuma longa e Myrcia sylvatica sdo as que ja possuem uma dosagem estabelecida para anestesia e
transporte de C. macropomum. As principais plantas selecionadas para novos estudos com C. macropomum,
em razdo do seu potencial de anestesia e redutor de estresse sdo Aloysia triphylla, L. alba, Lippia sidoides,
Mentha piperita e Ocimum gratissimum. O estabelecimento de protocolos para o uso de 6leos essenciais
durante 0 manejo de C. macropomum, principalmente em operagdes de transporte, é de extrema importancia
para atividade, uma vez que sdo poucas as especies de plantas que ja apresentam uma agao anestésica e

redutora de estresse comprovada.
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Essential oils as anesthetic and stress-reducer in native Brazilian fish: special emphasis on
Colossoma macropomum

Several routine aquaculture practices such as densification, handling for biometrics and transport are
considered potential stressors that stimulate the hypothalamic-sympathetic nervous system-chromaffins
cells (SNS) and hypothalamic-pituitary-interrenal (HPI) axes, which can cause physiological changes that
compromise the animal welfare and survival. In aquaculture, studies of anesthetic products based on
plants have become a trend worldwide, mainly due to the potential uses, variety of species and the proof
of the anesthetic, antioxidant and antimicrobial activities of their essential oils. In Brazil, the use of
essential oils in fish farming for anesthesia and fish transport has been explored, mainly for native species
such as Colossoma macropomum, Brycon amazonicus and Rhamdia quelen. Studies prove that some
essential oils have anesthetic effects, but have neurotoxic action, showing that despite the excellent
biological activity of the major compounds of the oils or the synergy between the compounds, it is
necessary to investigate the adverse effects that they can cause and establish the appropriate dosage for
use. This article presents information on the use of essential oils as anesthetics and stress reducers in
native species farmed in Brazil, with an emphasis on the use of these oils for C. macropomum. Among the
28 species studied, Lippia alba, Curcuma longa and Myrcia sylvatica are those that already have an
established dosage for anesthesia and transport of C. macropomum. The main plants selected for further
studies with C. macropomum, due to their potential for anesthesia and stress-reducing activity are Aloysia
triphylla, L. alba, Lippia menosides, Mentha piperita and Ocimum gratissimum. The establishment of
protocols for the use of essential oils during the management of C. macropomum, especially in transport
operations, is extremely important for activity, since there are few species of plants that already have an

anesthetic and stress-reducing action comproved.

Key words: anesthesia, fish stress, plants, fish transport
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1. Introdugéo

A aquicultura mundial continua em pleno desenvolvimento, e ainda é considerada o setor que
apresenta maior crescimento em relagdo aos outros setores de producdo de alimentos. A producédo
aquicola mundial foi de 110,2 milhdes de toneladas em 2016, e deste total 54,1 milhGes de toneladas
foram de peixes, configurando mais uma vez como o grupo mais produzido (FAO, 2018). No Brasil o
cenario ndo é tdo diferente, com relacdo a producgdo de peixes atingiu-se 758.006 toneladas no ano de
2019, e as tildpias (Oreochromis sp.) continuaram em primeiro lugar com producéo de 432.149 toneladas
e na segunda colocacéo os peixes nativos com 287.930 toneladas (PEIXE BR, 2020).

Dentre as espécies nativas cultivadas no Brasil, Colossoma macropomum, conhecido comumente
como tambaqui e nativo dos rios Amazonas, Orinoco e seus afluentes, é a espécie nativa mais cultivada
com producéo de 102,6 mil toneladas no ano de 2018 (GOMES et al., 2010; IBGE, 2018; VALLADAO
et al., 2018). A criacdo desta espécie esta registrada em quase todas as regides brasileiras, entretanto a
regido Norte se destaca com cerca de 73,1% do total de tambaqui produzido no ano de 2018 (IBGE,
2018). O destaque do tambaqui na aquicultura brasileira se deve ao excelente potencial para producéo
intensiva como a facilidade de obtencdo de juvenis, aceitacdo de racdo, resisténcia a baixos niveis de
oxigénio dissolvido, pobre qualidade de 4gua e manuseio, assim como por alcancar bom crescimento, alta
produtividade e boa aceitacdo pelo mercado consumidor (GOMES et al., 2010; 1ZEL et al., 2013, 2018;
SAINT-PAUL, 2017; VALLADAO et al., 2018). Quando criado em sistemas intensivos, o tambaqui pode
alcancar até 2,62 kg e producdo de 18.530 kg/ha apds 10 meses de engorda em tangues escavados com
emprego de aeradores (IZEL et al., 2013).

Com o aumento da producéo e comercializacdo de peixes no Brasil, o transporte de peixes vivos é
uma prética indispensavel para a operacionalizacdo da atividade, seja na comercializacdo de alevinos e
juvenis, ou ainda durante a estocagem dos animais vivos nos tanques de depuracdo da industria, em
preparacdo para o abate e o processamento (VANDERZWALMEN et al., 2019). No transporte de peixes
sdo empregadas diversas praticas como a captura, confinamento, manuseio antes do transporte,
adensamento dos peixes, alteracbes na qualidade da agua, entre outros fatores que podem induzir
respostas de estresse com reflexos sobre o desempenho produtivo e a resisténcia dos peixes a doencgas
(BRANDAO et al., 2006; SAMPAIO e FREIRE, 2016; VALLADAO et al., 2016; TAVARES-DIAS &
MARTINS, 2017; VANDERZWALMEN et al., 2019). Neste contexto, 0 uso de anestésicos em sistemas
de criagdo tornou-se uma pratica importante para o sucesso da aquicultura, visando favorecer o bem-estar
dos animais durante e apds as praticas de manejo, como o transporte de peixes (BARBAS et al., 2017;
BIANCHINI et al., 2017; PARK et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2017; HOSEINI et al., 2019).

Na piscicultura sdo empregados anestésicos de origem sintética ou naturais (PURBOSARI et
al., 2019). Entretanto, estudos mostram que alguns anestésicos sintéticos apresentam alto custo de

aquisicdo, pequena margem de seguranca, alteragbes em parametros fisiolégicos dos peixes como
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depressao da fungdo cardiovascular e respiratdria, aumento do lactato, niveis elevados de catecolaminas e
inibicdo da sintese de cortisol, além dos residuos em peixes, humanos e no ambiente (CARTER et al.,
2011; ZAHL et al., 2012; PURBOSARI et al., 2019; AYDIN & BARBAS, 2020). Nesse contexto, nos
Gltimos anos os estudos com anestésicos naturais tém crescido significativamente, e os produtos extraidos
de plantas como os 06leos essenciais, extratos vegetais ou seus compostos isolados tem sido avaliados em
diferentes espécies de peixes (BOIJINK et al., 2016; BALDISSEROTTO et al., 2018; BATISTA et al.,
2018; SOUZA et al., 2019; AYDIN & BARBAS, 2020), a fim de selecionar moléculas com eficacia em
baixa concentracdo e com rapida recuperagdo, reducdo das respostas fisioldgicas de estresse e mortalidade
dos peixes, que apresentem baixos niveis de residuos e um baixo custo. Portanto, nesta revisdo serdo
apresentadas informacGes atualizadas sobre o uso de 6leos essenciais como anestésicos e redutor de
estresse em peixes nativos cultivados no Brasil, com especial énfase para o tambaqui, espécie de grande

importancia na piscicultura brasileira

2. Estresse em peixes

O estresse pode ser definido como a resposta fisiolégica de um organismo a uma ameaga, iniciada
guase imediatamente ap0s a percepcdo do agente estressor, sendo essencial para a manutencdo da
homeostase e sobrevivéncia do individuo (SCHRECK & TORT, 2016). Segundo PICKERING (1981), as
respostas ao estresse podem ser classificadas como primérias, secundarias e terciarias. As respostas
primérias incluem a liberacdo de catecolaminas e corticosteroides como produtos da ativacdo dos eixos
hipotadlamo-sistema nervoso simpatico-células cromafins (HSC) e hipotalamo-hipéfise-interrenal (HHI),
respectivamente (WENDELAAR BONGA, 1997).

As respostas secundarias sdo as mudancas fisiologicas que sdo desencadeadas pelas liberacGes
dos hormdnios da resposta primaria, tais como, 0 aumento da pressdo sanguinea, frequéncia respiratéria,
mobilizacdo das reservas energéticas e alteracdes no balanco osmdtico (BALASCH & TORT, 2019). As
respostas terciarias podem incluir alteracbes na taxa de crescimento, imunossupressdo e mudancas
comportamentais, e sdo observadas quando o animal esta sob uma repetitiva ou longa exposic¢éo ao agente
estressor (BALASCH & TORT, 2019).
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Em sistemas de criagdo intensiva 0s peixes sdo expostos ao confinamento em altas
densidades, além de praticas de transporte e manuseio periddico, que sdo consideradas como
potentes agentes estressores (COSTA et al., 2019). Assim, para uma melhor compreensdo de
como tais agentes estressores podem influenciar o estado de salde e bem-estar dos peixes em
cultivo, estdo sendo continuamente selecionados indicadores de estresse para avaliar o estado
fisiologico desses animais. Os indicadores podem incluir a medicdo de produtos diretos do
estimulo do eixo HPI (ex. cortisol plasmatico), assim como das respostas secundarias como
niveis de glicose plasmatica, lactato, glicogénio, triglicerideos, proteinas totais, osmolaridade,
alteracbes em parametros hematoldgicos ou em nivel celular, pela avaliagdo de enzimas

antioxidantes, proteinas de choque térmico (HSP) e transaminases (SOPINKA et al., 2016).

As catecolaminas liberadas pelo estimulo do eixo HSC elevam o ndmero de eritrécitos circulantes
e também os valores de hematécrito devido ao aumento do nimero das hemacias, sendo a contracdo do
baco o principal mecanismo pelo qual essas mudancas sdo efetuadas (WENDELAAR BONGA, 1997).
Em estudo com Prochilodus nigricans (curimbatd) exposto a situacdo de hipoxia, 0S peixes
apresentaram aumento nos valores de hematocrito e na contragdo de hemoglobina (VAL et al.,
2015). Por outro lado, espécimes de C. macropomum expostos a diferentes densidades de
estocagem nédo apresentaram alteracdo nos valores de hematdcrito, concentracdo de hemoglobina ou
contagem de eritrocitos (COSTA et al., 2019). Assim, os parametros hematoldgicos podem indicar a
capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue do animal e quanto determinada situacdo estressora
pode demandar ou ndo por alteracbes nesses parametros, podendo levar a homeostase ou a um estado
doentio (SOPINKA et al., 2016).

O cortisol é o principal corticosteroide em peixes, responsavel pela resposta glicocorticoide e
mineralocorticoide. Este hormdnio atua, principalmente, sobre branquias, figado e intestino, resultando na
mobilizacdo de reservas energéticas e em alteragcdes do balanco osmorregulatério (PANKHURST, 2011).
Em comparagdo com a imediata liberacdo de catecolaminas ante um agente estressor, 0 aumento dos
niveis de cortisol plasmatico é um pouco mais tardio. Mediante uma situagdo estressora, o hipotalamo
libera o horménio liberador de corticotropina (CRH) que estimula a hipdfise a secretar o hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH), que é liberado na corrente sanguinea (BARTON, 2002). Quando o ACTH
atinge as células interrenais, estimula estas células a produzirem e secretarem 0s corticosteroides na
corrente sanguinea, por onde alcancardo os tecidos-alvos.

A acdo dos corticosteroides, principalmente do cortisol em peixes, sobre o metabolismo
energético culmina na elevacdo dos niveis da glicose plasmatica, a fim de suprir a demanda
energética do peixe estressado (KIILERICH et al., 2018). Diversos estudos mostram o efeito
estimulante do cortisol sobre enzimas glicoliticas como glicose-6-fosfatase (G6P) e piruvato-

quinase (PK), que resulta no aumento da demanda por glicose, induzindo a glicogendlise
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(FAUGHT; VIJAYAN, 2016). Por outro lado, diversos estudos mostram o efeito estimulante do
cortisol sobre enzimas glicoliticas como glicose-6-fosfatase (G6P) e piruvato-quinase (PK), que
resulta no aumento da demanda por glicose, induzindo a glicogenolise (FAUGHT; VIJAYAN,
2016). O cortisol também estimula a gliconeogénese a partir da alanina, sendo produzidos
piruvato e glutamato pelo processo de transaminacdo realizada pela enzima alanina
aminotransferase (ALT) e, por fim, a utilizacdo de piruvato para a gliconeogénese (SILVEIRA et
al., 2009). Além disso, o cortisol pode diminuir a atividade de enzimas como a lactato
desidrogenase (LDH), inibindo a capacidade anaerébica do animal, direcionando o uso de vias
aerobicas para producdo de energia (TRIPATHI e VERMA, 2003).

Com o aumento da atividade metabdlica, 0 aumento da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) como perdxido de hidrogénio e acido hipocloridrico, é um resultado natural
também observado. As ROS danificam a estrutura de outras moléculas biologicas como lipideos,
proteinas, RNA e DNA, causando danos a membrana celular, inativacdo de enzimas, alteracdes
no DNA, podendo culminar na morte celular (BABICH; PALACE; STERN, 1993). Porém, as
ROS séo naturalmente mantidas a baixos niveis na célula devido a existéncia de mecanismos de
defesa antioxidantes que incluem enzimas como peroxido dismutase (POD), catalase, vitaminas
C e E e o sistema redutor da glutationa (BIRNIE-GAUVIN et al., 2017). O desequilibrio entre
as EROs e as defesas antioxidantes, estando a primeira em niveis mais elevados, caracteriza o
estresse oxidativo (LESSER, 2006).

Assim, situacdes estressoras resultam em um intenso gasto energético que se reflete em
alteracdes hormonais, bioquimicas e hematoldgicas, que podem levar a reducdo da eficiéncia na
conversao alimentar, do crescimento, mudancas comportamentais e, em Ultima instancia,
comprometer a sobrevivéncia do animal (HUNTINGFORD e KADRI, 2014). Tendo
conhecimento disto, a aplicacdo de novas praticas de manejo e a abordagem de substancias que
poderiam minimizar o estresse causado por estas praticas durante o cultivo tem sido cada vez
mais utilizada. A utilizacdo de substancias naturais ou sintéticas para reducdo do estresse, assim
como de farmacos para a eliminacdo de patdgenos, pode ser tdxico aos peixes pela dificuldade
de eliminacdo da substancia utilizada ou por causar alteracdes fisiologicas irreversiveis, gerando
mudanc¢as comportamentais ou, em maiores niveis de intoxicacdo, levar a morte dos animais
(PRATTE-SANTOS e CARRIELO, 2009; DIAS et al., 2018; SPANGHERO et al., 2019).

Dentre os marcadores para avaliar a toxicidade das substancias empregadas no manejo
dos peixes, os niveis de acetilcolinesterase (AChE) tem sido amplamente utilizado como
indicador de neurotoxicidade, uma vez que algumas substancias podem inibir a acdo desta
enzima (BENOVIT et al., 2015; BIANCHINI et al., 2017). A acetilcolinesterase é a enzima
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responsavel pela degradacdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh) e, portanto, controlar o
estimulo muscular. Quando acetilcolinesterase € inibida, o acumulo de acetilcolina na fenda
sindptica pode causar estimulo excessivo da fibra muscular, resultando em natacdo errética,
comprometimento da alimentacdo e da reproducéo (RAO et al., 2005). Portanto, substancias que
tenham um efeito inibitorio significativo sobre a acetilcolinesterase devem ser evitadas ou
utilizadas com mais cautela (FAO, 2007).

Neste sentido, o emprego de medidas mitigadoras de estresse durante a criacdo dos
peixes, garantindo o bem-estar animal, seguranca ambiental e o préprio aumento da producéo
sdo primordiais, e dentre essas boas praticas de manejo o proprio processo de anestesia durante
as operacOes de rotina na piscicultura deve ser melhor explorado para o sucesso da atividade
(FERREIRA e BARCELLOQOS, 2008).

3. Anestesia de peixes

Os anestésicos tém sido amplamente utilizados no manejo de peixes para prevenir lesdes
corporais, facilitar o manuseio dos peixes em operacGes de rotina na piscicultura como biometrias,
transporte, amostragem para diagnosticos de doencas, entre outras, garantindo assim o bem-estar dos
animais (ROSS e ROSS, 2008; PURBOSARI et al., 2019). Os anestésicos devem apresentar uma rapida
acdo depressora sobre o sistema nervoso central (SNC), ou seja, devem possuir a capacidade de bloquear
ou reduzir a estimulacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-interrenal (HHI) nos peixes, quando estes séo
expostos a condicBes estressantes, permitindo assim a atenuacdo das respostas de estresse (ROSS &
ROSS, 2008).

A anestesia envolve varios componentes que incluem sedacdo, imobilizacdo, inconsciéncia,
amneésia (perda de memdria) e analgesia (alivio da dor) (ZAHL et al., 2012). Os anestésicos sao utilizados
em diversas praticas de rotina na piscicultura para reducdo do metabolismo dos peixes, e consequente
diminuicdo do consumo de oxigénio, producdo de CO; e elevados niveis de amonia, permitindo assim o
uso de maiores densidades de estocagem para a transferéncia dos peixes de forma mais eficiente
(SAMPAIO e FREIRE, 2016). De forma geral, a anestesia em peixes para operacOes de rotina em
piscicultura ocorre via inalagéo, realizada por meio de banhos de imersdo, sendo o anestésico absorvido
pelas branquias (ZAHL et al., 2012). Entretanto, em alguns casos especificos, como em peixes de grande
porte e de respiragdo aérea obrigatoria, a técnica de anestesia empregada consiste na aspersao branquial
dos anestésicos (HONCZARYK e INOUE, 2009; 2010).

Os protocolos de inducdo anestésica em peixes descrevem diversos estagios, estabelecidos de
acordo com as alteracfes comportamentais, como mudangas no padrdo de natagdo, frequéncia respiratoria
e reacOes a estimulos externos (SCHOETTGER e JULIN, 1969; WOODY et al., 2002; SMALL, 2003;

ZAHL et al.,, 2012). Na Tabela 1 apresentamos a classificacdo dos estagios de anestesia, segundo
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Schoettger e Julin (1969). Destaca-se que o anestésico ideal deve produzir anestesia rapida (1 a 5
minutos) e recuperacdo rapida (< 10minutos) dos peixes, além de ser barato, pratico de usar, solivel em
agua e ndo deixar residuos em peixes, humanos ou no meio ambiente (PARK et al., 2017; BOLASINA et
al., 2017; PURBOSARI et al., 2019).

Tabela 1. Estagios de anestesia em peixes, segundo Schoettger e Julin (1967).

Estagio Descrigdo Caracteristicas

1 Sedacao leve Perda parcial da reagdo aos estimulos externos

2 Sedacéo profunda Perda parcial do equilibrio, sem nenhuma reacédo aos estimulos externos

3a Perda total do equilibrio | Perda de equilibrio, mas mantém a habilidade de natacdo

3b Perda total do equilibrio | Habilidade de natacdo perdida, mas responde a pressao no peddnculo caudal
4 Anestesia Perda da atividade reflexa, sem nenhuma reagdo aos estimulos externos

5 Colapso medular Cessa 0 movimento respiratorio e o peixe morre

Os anestésicos utilizados em peixes sdo classificados quanto a sua origem em produtos sintéticos
ou naturais. Quanto aos anestésicos sintéticos, os mais utilizados em peixes sdo a tricaina
metanosulfonato (MS-222), benzocaina, 2-fenoxietanol, quinaldina e propofol (BOLASINA et al., 2017;
PURBOSARI et al, 2019; SOUZA et al., 2019; UEHARA et al.,, 2019). Entretanto, devido
principalmente a fatores como impacto ambiental, residuos em peixes e humanos, e alto custo de
aquisicdo, os anestésicos sintéticos tém sido preteridos em relacdo aos anestésicos naturais (PURBOSARI
et al., 2019).

4. Plantas utilizadas como anestésicos em peixes nativos

Para os peixes nativos, cultivados no Brasil, varios estudos tém sido realizados avaliando o
emprego de 6leos essenciais de plantas bioativas como anestésicos e redutores de estresse, com destaque
para espécies como C. macropomum, Brycon amazonicus (matrinxd), Piaractus mesopotamicus (pacu),
Piaractus mesopotamicus x Colossoma macropomum (tambacu), Serrasalmus rhombeus (piranha preta),
Rhamdia quelen (jundid), entre outras (RIBEIRO et al., 2016; SENA et al., 2016; ALMEIDA et al., 2018;
SOUZA et al., 2019; SPANGHERO et al., 2019; VENTURA et al., 2019; AYDIN & BARBAS, 2020).
Isto se da em razdo dos componentes dos 6leos essenciais de algumas plantas apresentarem caracteristicas
sedativas e/ou anestésicas, que podem ser decorrentes de seus compostos majoritarios e/ou da sinergia
entre seus compostos quimicos (BATISTA et al., 2018; SOUZA et al., 2019; SPANGHERO et al., 2019).

Neste sentido, as principais espécies de plantas estudadas, quanto & eficacia sedativa e anestésica

em peixes nativos, pertencem as familias Verbenaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Poaceae, Rutaceae,
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Myrtaceae, Piperaceae e Zingiberaceae, sendo as composi¢Bes quimicas dos Gleos essenciais destas

plantas apresentadas na Tabela 2. Destaca-se que a variagdo na composi¢do quimica dos 6leos essenciais

para uma mesma espécie de planta se explica por varios fatores que incluem origem geogréfica,

condigdes climaticas, sazonalidade, estagio de desenvolvimento das plantas, procedimentos adotados para

processamento e extracdo do 6leo essencial e o proprio quimiotipo das plantas (MARCIAL et al., 2016).

Assim, para o desenvolvimento de bioprodutos com caracteristicas anestésicas um dos pontos primordiais

é a qualidade da matéria prima, e nesse sentido SOUZA et al. (2019) recomendam o cultivo de plantas

que apresentem homogeneidade genética, de modo que se obtenha consisténcia na composi¢do quimica

de seus 6leos essenciais, e consequentemente o efeito desejado.

Tabela 2. Principais espécies de plantas utilizadas como anestésicos em peixes nativos e 0s principais compostos

quimicos presentes em seu 6leo essencial.

Plantas Familia Constituintes quimicos Referéncias
Aloysia gratissima Verbenaceae 1,8- cineol, sabineno, guaiol, BENOVIT et al. (2015)
biciclogermacreno
Aloysia polystachya Verbenaceae carvona, a-limoneno FOGLIARINI et al.
(2017)
Aloysia triphylla Verbenaceae a-citral, B-citral, limoneno SANTOS etal. (2017)
Aloysia triphylla Verbenaceae geranial, limoneno, cis-carveol, | ALMEIDA etal. (2018)
oOxido de cariofileno
Aniba rosaeodora Lauraceae linalol BALDISSEROTTO et al.
(2018)
Aniba parviflora Lauraceae linalol BALDISSEROTTO et al.
(2018)
Citrus x aurantium Rutaceae limoneno, linalol e B-pineno LOPES et al. (2018)
Citrus x latifolia Rutaceae limoneno, y-terpineno, a-citral, f- | LOPES et al. (2018)
citral, B-pineno
Cunila galioides Lauraceae linalol, 8-cadinol, valenceno CUNHA et al. (2017)

Curcuma longa

Zingiberaceae

B-felandreno, a-terpinoleno, 1,8-

SACCOL et al. (2017)

cineol
Cymbopogon Poaceae geranial, neral LIMMA-NETTO et al.
flexuosus (2016)
Cymbopogon Poaceae a-citral, B-citral, 6-metil-5- SANTOS etal. (2017)
flexuosus heptene-one
Cymbopogon nardus Poaceae geraniol, citronelol, acetato de BARBAS et al. (2017a)
geranil
Hesperozygis ringens Lamiaceae pulegona SILVA et al. (2013a)
Hyptis mutabilis Lamiaceae globulol, germacreno D SILVA et al. (2013b)
Lippia alba Verbenaceae E-citral, Z-citral, limoneno SOUZA et al. (2017a)
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Lippia alba Verbenaceae B-linalol, 1,8-cineol, y-muuroleno | SOUZA et al. (2017a)
Lippia alba Verbenaceae linalol, eucaliptol, aromadendreno | ALMEIDA et al. (2018)
Lippia sidoides Verbenaceae timol, p-cimeno, B-cariofileno SILVA et al. (2013a)
Lippia sidoides Verbenaceae carvacrol, p-cimeno, B-cariofileno | SILVA et al. (2013a)
Lippia origanoides Verbenaceae carvacrol, timol, p-cimeno BECKER et al. (2018)
Melaleuca alternifolia Myrtaceae terpineno-4-ol, y-terpineno, a- SOUZA et al. (20183a)
terpineno

Mentha piperita Lamiaceae mentol, mentofurano, pulegona, | SPANGHERO et al.

acetato de mentila, mentona, (2019)

limoneno e 1,8-cineol
Myrcia sylvatica Myrtaceae B-selineno, cadaleno, a- SACCOL et al. (2017a)
calacoreno, Z-calameno
Myrcia sylvatica Myrtaceae ar-curcumeno, 1-epi-cubenol, B- | SACCOL et al. (2018)
selineno, cadaleno, a-calacoreno,
Z-calameneno
Nectandra Lauraceae deidrofuguinona BARBAS et al. (2017b)
grandiflora
Nepeta cataria Lamiaceae nepetalactona, SOUZA et al. (2019)
dihidronepetalactona, j3-
cariofileno
Ocimum americanum Lamiaceae B-linalol, canfora, eugenol, 1,8- | SILVA et al. (2015a)
cineol
Ocimum basilicum Lamiaceae linalol LIMMA-NETTO et al.
(2016)

Ocimum gratissimum Lamiaceae eugenol, Z-B-ocimeno, BANDEIRA Jr. et al.

germacreno D, B-cariofileno (2017)
Ocimum gratissimum Lamiaceae eugenol, 1,8-cineol RIBEIRO et al. (2016)
Ocimum micranthum Lamiaceae estragol (metil chavicol), linalol | ZEPPENFELD et al.

(2019)
Ocotea acutifolia Lauraceae oxido de cariofileno, epoxido SILVA etal. (2013a)
calareno, r-elemeno

Origanum majorana Lamiaceae terpineno-4-ol, cis-terpineno, cis- | CUNHA et al. (2017)

terpineol, 2-careno, sabineno
Piper divaricatum Piperaceae metil eugenol, acetato de eugenila, | VILHENA et al. (2019)

eugenol
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5. Anestesia de peixes com emprego de dleos essenciais
5.1. Peixes nativos

Entre as espécies de peixes nativos, R. quelen é a mais estudada quanto ao emprego de produtos
naturais como os 6leos essenciais e extratos vegetais quanto as suas propriedades anestésicas e redutor de
estresse (PARODI et al., 2012; BENOVIT et al., 2015; SANTOS et al., 2017; LOPES et al., 2018;
SPANGHERO et al., 2019). Dentre os 0leos essenciais avaliados, os estudos concentram-se, em sua
grande maioria, na avaliacdo do 6leo de L. alba dos quimiotipos citral e linalol (SOUZA et al., 20173;
2018b; BECKER et al., 2018).

Sedacdo e anestesia de R. quelen com o 6leo de L. alba, quimiotipos citral e linalol, foi alcangada
com o emprego das concentragdes de 100 e 300 pL L™, respectivamente. Quanto as respostas fisiologicas,
o equilibrio eletrolitico ndo foi alterado, houve reducdo do cortisol plasmatico (exceto em 100 pL L™,
quimiotipo linalol), aumento dos niveis de glicose (exceto em 300 pL L?, quimiotipo linalol) e creatina
(300 pL L™, quimiotipo citral), mas a maioria dos parametros retornou aos valores basais apos 10 minutos
de recuperacdo (SOUZA et al., 2017a). Em operacdes de manuseio, 0 emprego do 6leo de L. alba,
quimiotipos citral e linalol, ndo evitou alteracdes no metabolismo energético (altos niveis de superoxido
dismutase, catalase e glutationa S-transferase), mas a anestesia com o quimiotipo linalol ndo causou
danos aos lipidios ou proteinas com observado com o quimitipo citral, cujo aumento nos niveis de
carbonilizacdo proteica no rim e figado é indicativo de danos renais e hepaticos (SOUZA et al., 2018b).
Com base nos efeitos fisioldgicos observados, os autores recomendam o uso do 6leo de L. alba
quimiotipo linalol para a anestesia de R. quelen (SOUZA et al., 2017a; 2018Db).

Outras espécies de Lippia avaliadas para R. quelen como a L. origanoides, que tem como
composto majoritario do seu 6leo o carvacrol (47,2%), também apresentou efeito anestésico (200-300 pL
L™). Este 6leo é recomendado para uso em operagdes de transporte, por contribuir para a manutengdo da
frequéncia ventilatéria constante, diminuindo o efeito do estresse metabolico (BECKER et al., 2018).
Quanto a espécie L. sidoides, quimiotipos timol (68,40%) e carvacrol (67,89%), o efeito anestésico foi
alcancado para R. quelen, em concentragdes de 150-600 pL L™, mas causa mortalidades (SILVA et al.,
2013a). De forma semelhante, em outro estudo com R. quelen, ambos os compostos timol e carvacrol,
presentes no Oleo essencial de L. sidoides, apresentaram atividades sedativas (25 mg L™) e anestésicas
(50-100 mg L™), entretanto, o composto carvacrol promoveu fortes contragdes musculares e mortalidade
dos peixes (BIANCHINI et al., 2017). Por outro, para outra espécie de peixe como P. mesopotamicus, 0
6leo de L. sidoides, quimiotipo timol (61,1%), induziu a anestesia profunda na concentragéo de 20 mg L™.
Nesta concentracdo as alteracGes nos pardmetros bioquimicos foram poucas e retornaram aos valores
basais em 24 horas. Na avaliacdo farmacocinética observou-se que o timol foi rapidamente metabolizado
no plasma sanguineo, com a constante e meia vida de distribuigdo (T1/2 a) plasmatica de 7,59 pg h*(k) e
0,09 h, respectivamente. Com base nestas caracteristicas 0 uso do 6leo de L. sidoides é recomendado

como anestésico para a espécie (VENTURA et al., 2019). E importante destacar que o timol, composto
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majoritéario do 6leo de L. sidoides, interage com os receptores GABAA e a ativagdo destes canais promove
a depressdo do SNC, estando envolvido no mecanismo de acdo sedativa e anestésica em peixes
(BIANCHINI et al., 2017).

Para inducdo anestésica rapida em R. quelen o éleo de C. galioides (linalol 33,4% e &-cadinol
10,9%) é recomendado nas concentragdes de 200-300 pL L™, enquanto com o dleo de O. majorana
(terpineno-4-ol 20,44%, cis-terpineno 13,14% e cis-terpineol 12,67%) as concentra¢es de 400-500 pL L
! s30 as mais adequadas (CUNHA et al., 2017). O composto terpineno-4-ol, presente no 6leo de O.
majorana, também € o composto majoritario do dleo de M. alternifolia (41,98%), e em R. quelen este
6leo induziu a anestesia profunda nas concentrages de 500-1000 pL L™, e o tempo de inducio variou de
5,3-3,1 minutos. Com o composto isolado terpineno-4-ol, a inducdo anestésica foi alcangada nas
concentracdes de 200-420 pL L™, com o tempo de 10,5-1,7 minutos, sendo confirmado, portanto, que o
composto terpineno-4-ol é o responsavel pela atividade anestésica do 6leo de M. alternifolia. Em adicéo,
em concentracdes sedativas tanto o 6leo de M. alternifolia (25 puL L™) quanto o composto isolado
terpineno-4-ol (42 pL L™) sdo recomendados para uso em operagdes de transporte, por melhorar a
atividade antioxidante dos peixes em exposi¢des de 6 h (SOUZA et al., 2018a).

Com o O6leo essencial de M. piperita, cujo composto majoritario € o mentol (27,5%), a
concentracdo média letal deste 6leo para R. quelen, em 4 horas (CLso-4h), foi estimada em 75,06 mg L™,
sendo as lesbes branquiais, como maior congestdo do seio venoso da lamela priméria, observada apenas
na concentragdo de 110 mg L™. Assim, com base nestas respostas e também em razdo da inducéo
anestésica ocorrer em tempo inferior a 4 minutos na concentracio de 80 mg L™, com recuperacio em
tempo inferior a 10 minutos, o 6leo de M. piperita foi considerado um eficiente anestésico para a espécie,
apresentando uma boa margem de seguranca para 0 peixe, conforme 0s ensaios de toxicidade
(SPANGHERO et al., 2019). O mentol, presente em maiores proporc¢des no 6leo essencial de M. piperita,
tem sua acdo anestésica relacionada, em parte, com a ativacdo dos receptores GABAAa, principal
neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central (ZANG et al., 2008). Ainda para R. quelen o 6leo
essencial de O. micranthum foi avaliado, sendo estabelecida a concentragio de 25 pL L™ para sedagdo e
200 pL L™ para anestesia. Com relacdo a anestesia, a inducdo a anestesia profunda (<3 min) e a
recuperacdo (<5 min) ocorrem de forma rapida e ndo houve registro de mortalidade dos peixes.
Entretanto, apesar do 6leo de O. micranthum apresentar caracteristicas adequadas para sua recomendagédo
como anestésico alternativo para R. quelen, a presenca do composto estragol (metilchavicol), em grande
proporcdo (58,2%) neste Oleo, inviabiliza o seu uso, em razdo do seu potencial carcinogénico
(ZEPPENFELD et al., 2019).

De forma geral, a resposta ao agente anestésico é bastante variavel entre as espécies de peixes,
assim como dentro de uma mesma especie, e estas respostas podem ser resultantes de diferengas na
farmacocinética e farmacodindmica dos diferentes anestésicos (ZAHL et al., 2012). Neste sentido, de
forma a complementar esta analise com 0leos essenciais, na Tabela 3 sdo apresentadas informacdes sobre

a atividade anestésica dos Gleos de varias espécies de plantas para peixes nativos cultivados no Brasil.
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Tabela 3. Atividade anestésica dos dleos essenciais para peixes nativos.

Oleos essenciais

Peixe

Concentracéo

anestésica

Referéncias

Aloysia gratissima

Rhamdia quelen

300-900 mg L

BENOVIT et al. (2015)

Aloysia polystachya

Epinephelus marginatus

300-400 pL L

FOGLIARINI et al. (2017)

Aloysia triphylla

Rhamdia quelen

200 pL L™

PARODI etal. (2012)

Aloysia triphylla

Centropomus parallelus

100-300 pL L

PARODI et al. (2016)

Aloysia triphylla

Rhamdia quelen

150-300 pL L

SANTOS etal. (2017)

Aloysia triphylla

Serrasalmus rhombeus

150 pL L™

ALMEIDA et al. (2018)

Aloysia triphylla

Serrasalmus eigenmanni

100 pL L™

ALMEIDA et al. (2019)

Citrus x aurantium

Rhamdia quelen

400-800 pL L™

LOPES et al. (2018)

Citrus x latifolia

Rhamdia quelen

300-500 pL L

LOPES et al. (2018)

Curcuma longa Brycon amazonicus 500 pL Lt SACCOL et al. (2017a)
Cunila galioides Rhamdia quelen 200-300 pL L* CUNHA et al. (2017)
Cymbopogon Piaractus mesopotamicus x 300 L Lt LIMMA-NETTO et al.
flexuosus Colossoma macropomum (2016)

Cymbopogon Rhamdia quelen 150-300 pL L* SANTOS etal. (2017)
flexuosus

Hesperozygis ringens

Rhamdia quelen

111-554 pL L?

SILVA etal. (2013a)

Hyptis mutabilis

Rhamdia quelen

344 mgL?

SILVA etal. (2013b)

Lippia alba Piaractus mesopotamicus x 200-300 pL L* SENA et al. (2016)
Colossoma macropomum
Lippia alba Rhamdia quelen 300 pL Lt SOUZA etal. (2017a)
Lippia alba Serrasalmus rhombeus 200 pL Lt ALMEIDA et al. (2018)
Lippia alba Serrasalmus eigenmanni 100 pL L*? ALMEIDA et al. (2019)
Lippia origanoides Rhamdia quelen 200-300 pL L* BECKER et al. (2018)
Lippia sidoides Piaractus mesopotamicus 20-70 mg L* VENTURA et al. (2019)
Melaleuca alternifolia Rhamdia quelen 500 pL Lt SOUZA et al. (2018a)
Mentha piperita Rhamdia quelen 80mg L SPANGHERO et al.
(2019)
Myrcia sylvatica Brycon amazonicus 200 pL Lt SACCOL et al. (2017a)
Ocimum americanum Rhamdia quelen 200-500 mg L? SILVA et al. (2015a)
Ocimum basilicum Piaractus mesopotamicus x 300 pL L* LIMMA-NETTO et al.
Colossoma macropomum (2016)
Ocimum gratissimum Paralichthys orbignyanus 50-100 mg L* BENOVIT et al. (2012)
Ocimum gratissimum Rhamdia quelen 150-300 mg L™! SILVA et al. (2012)
Ocimum gratissimum Brycon amazonicus 20-60 mg L* RIBEIRO et al. (2016)

Ocotea acutifolia

Rhamdia quelen

300-900 pL L*?

SILVA etal. (2013a)
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Origanum majorana Rhamdia quelen 400-500 pL L* CUNHA etal. (2017)

5.2. Colossoma macropomum

Embora os estudos com o C. macropomum ainda sejam incipientes quanto a avaliacdo da
atividade anestésica com o uso dos 6leos essenciais, a espécie L. alba é a que vem sendo mais explorada,
em parte em funcdo das caracteristicas anestésicas dos componentes de seu 6leo essencial, e em razdo das
boas respostas ja alcangadas em outras espécies de peixes nativos (HELDWEIN et al., 2014; SALBEGO
et al., 2014; TONI et al., 2014; SENA et al., 2016; SOUZA et al., 2017; 2018b; ALMEIDA et al., 2018;
2019).

Com o emprego do Oleo essencial de L. alba (quimiotipo citral), a inducdo anestésica de C.
macropomum foi alcancada e estabelecida em 100 pL L™ para peixes com peso de 1,4 + 0,5 g e em 200 a
300 mg L para tambaquis pesando 70,4 + 1,9 g (BATISTA et al., 2018; SILVA et al., 2019). Além da
fase de vida dos peixes, a diferenca na concentracdo anestésica pode estar relacionada a composicdo
quimica dos 06leos essenciais, pois embora estes sejam do mesmo quimiotipo, o percentual de citral variou
entre as amostras dos dois estudos (55,28 e 42,0 % de citral, respectivamente) (BATISTA et al., 2018;
SILVA et al., 2019). Além do 6leo essencial de L. alba, um outro produto alternativo desta planta € o
hidrolato, subproduto da extracdo do 6leo, o qual é recomendado na concentracdo de 20% para anestesia
de C. macropomum, em operagdes de rotina como biometria e na indugéo de desova (SANTOS MAIA et
al., 2019).

Quando exemplares de C. macropomum foram expostos ao estresse de manuseio, as
concentracdes de 50 e 100 mg L™ do 6leo essencial de L. alba, que induzem a anestesia em média entre
52 e 12 minutos respectivamente, ndo promoveram reducdo das respostas de estresse, sendo registrado
aumento dos niveis de glicose e da amonia plasmatica nos peixes (BATISTA et al., 2018). Outros estudos
mostram que as respostas fisioldgicas de estresse causadas pelo uso do 6leo essencial de L. alba estdo
relacionadas apenas ao quimiotipo citral, o mesmo avaliado para C. macropomum, apresentando alteracéo
de varios genes (slc6a2, crh, hsd20b, hspal2a, e hsp90) envolvidos com o eixo hipotalamo-hipofise-
interrenal (HHI) (SOUZA et al., 2017; 2019). Assim, os estudos com C. macropomum devem priorizar 0
uso do 6leo essencial de L. alba quimiotipo linalol.

Outras plantas que vem sendo exploradas quanto a inducéo anestésica de C. macropomum so as
espécies A. rosaeodora, A. parviflora, C. longa, C. nardus, M. sylvatica, N. cataria, O. gratissimum e P.
divaricatum, cujas concentragfes anestésicas estdo apresentadas na Tabela 4. Com o emprego do 0leo
essencial de C. nardus, que tem como constituintes majoritarios do seu éleo o geraniol (29,7 %) e o
citronelol (13,7 %), a concentragdo de 600 uL L™ foi estabelecida para uma rapida inducéo e recuperagio
anestésica. Por outro lado, no estudo foi observada depressdo do poder de contragdo muscular e uma
depressao cardiorrespiratoria transitoria, mas que foi reversivel o que classifica o 6leo essencial de C.

nardus como um potencial anestésico para C. macropomum (BARBAS et al., 2017a).
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O oleo de P. divaricatum, que apresenta alta concentracdo de metil eugenol (71,36%) em sua
composicao, foi avaliado quanto ao seu potencial anestésico para C. macropomum e na concentragdo de
40 pL L* promoveu uma répida inducdo anestésica (< 3 minutos) e reversivel (< 5 minutos), com a perda
de ténus muscular. A avaliacdo das respostas eletromiogréaficas confirmaram a reversibilidade e retomada
do comportamento normal de natacdo durante a recuperacdo dos peixes (VILHENA et al., 2019). Com o
6leo de N. cataria, que na sua composicdo apresenta 77,6% de nepetalactona, 7,6% de
dihidronepetalactona ¢ 3,2% de B-cariofileno, ndo houve alteracdo no eletrocardiograma dos peixes,
permitindo a manutengdo da intensidade normal de ventilacdo durante a exposicdo ao 6leo essencial,
embora tenha ocorrido um ligeiro incremento na taxa de batimento opercular durante a anestesia profunda
(SOUZA et al., 2019).

Os Oleos essenciais de C. longa e M. sylvatica sdo indicados para a sedagdo (40 e 10 pL L7,
respectivamente) e anestesia de C. macropomum (500 e 200 pL L™, respectivamente), atuando na reducio
das respostas ao estresse. Ambos 0s 6leos ndo alteraram a maioria dos parametros bioquimicos, houve
ainda reducdo da peroxidacdo lipidica e aumento da capacidade antioxidante nos tecidos vitais,
minimizando assim os efeitos do estresse oriundo de praticas de manejo utilizadas na piscicultura
(SACCOL etal., 2017).

Tabela 4. Atividade anestésica dos 6leos essenciais para Colossoma macropomum.

Oleos essenciais Concentracéo Referéncias
Aniba rosaeodora 50-200 pL L* BALDISSEROTTO et al. (2018)
Aniba parviflora 100-300 pL L* BALDISSEROTTO et al. (2018)
Curcuma longa 200-500 pL L* SACCOL et al. (2017a)
Cymbopogon nardus 600 pL Lt BARBAS et al. (2017a)
Lippia alba (quimiotipo citral) 200- 300 mg L™ BATISTA et al. (2018)
Lippia alba (quimiotipo citral) 100 pL L? SILVA etal. (2019)
Lippia alba (quimiotipo linalol) 200 pL Lt SILVA etal. (2019)
Lippia alba (hidrolato) 20-25 % SANTOS MAIA et al. (2019)
Myrcia sylvatica 100-200 pL L* SACCOL et al. (2017a)
Nepeta cataria 175 puL L? SOUZA et al. (2019)
Ocimum gratissimum 50-100 mg L* BOIJINK et al. (2016)
Piper divaricatum 40 pL Lt VILHENA et al. (2019)

6. Transporte de peixes com emprego de 6leos essenciais

6.1. Peixes nativos

O 6leo essencial de L. alba foi empregado no transporte de R. quelen, com 10 pL L™ deste dleo
houve melhora do estado redox dos tecidos dos peixes nos periodos de hipoxia e hiperoxia durante o

transporte, evidenciado pelo aumento da atividade da superéxido dismutase (SOD), enzima responsavel
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por reduzir os danos causados pela acdo deletéria das espécies reativas ao oxigénio (AZAMBUJA et al.,
2011). Ainda com R. quelen, o 6leo de L. alba (10 e 20 uL L™), utilizado no transporte da espécie,
promoveu reducdo dos niveis de aménia total e perda de ions (BECKER et al., 2012). Entretanto a
utilizagdo de pré-sedagdo (200 pL L* L. alba por 3 minutos) e adicdo de 30 e 40 pL L™ na agua do
transporte de R. quelen ndo minimizou as respostas de estresse, promovendo aumento dos niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), niveis de oxidacdo proteica e taxa de peroxidacao
lipidica, indicando estresse oxidativo (SALBEGO et al., 2014), portanto esta pratica de pré-sedacdo nao é
recomendada, assim como o transporte de R. quelen com 30 e 40 uL L™ do 6leo de L. alba (SALBEGO et
al., 2014; BECKER et al., 2016). Ja para o transporte da espécie P. mesopotamicus x C. macropomum, 0
6leo essencial de L. alba na concentracdo de 10 pL L™ promoveu reducio das respostas de estresse, com
diminuigdo dos niveis plasmaticos de cortisol e dos niveis de amdnia ndo ionizada (SENA et al., 2016).

A adicdo de 30 a 50 pL L™ do 6leo essencial de A. triphylla na dgua de transporte reduz a perda
de fons em R. quelen das linhagens cinza e albina. Entretanto, apesar do aumento dos niveis de cortisol
corporal na linhagem albina e reducdo da perda liquida de ions na linhagem cinza, este 6leo é
recomendado para o transporte (PARODI et al., 2014). Em outro estudo, o emprego de 40 uL L™ do 6leo
de A. triphylla ocasionou baixos niveis de cortisol plasmatico, excrecdo de amoénia, alteracGes
ionorregulatorias e melhor estado oxidativo dos peixes, contribuindo para reducdo das respostas de
estresse de transporte em R. quelen (ZEPPENFELD et al., 2014). Um outro ponto importante é que esta
mesma concentragdo de A. triphylla (40 pL L™) é indicada para o transporte de R. quelen (peso 233,2 +
45,1 g) antes do abate, por promover um atraso na perda de frescor e um aumento da vida atil quando do
armazenamento em gelo (DANIEL et al., 2014). Por outro lado, para a espécie P. orbignyanus a adicdo
do 6leo de A. triphylla na agua de transporte promoveu aumento do nivel de glicose, na concentracdo de
90 mg L* e mortalidade dos peixes nas concentracdes de 90 e 135 mg L™* (8,3% e 100%,
respectivamente), ndo sendo recomendado para esta pratica de manejo (BENOVIT et al., 2012). De forma
semelhante, o 6leo de A. triphylla, 10 e 20 pL L™, ndo é recomendado em operagBes de transporte da
espécie C. parallelus, por promover a mortalidade de 30 e 70% dos peixes, respectivamente, 24h apos o
transporte (PARODI et al., 2016).

Para a espécie B. amazonicus, o emprego do 6leo essencial de C. longa (40 pL L™) e M. sylvatica
(10 pL L) em transporte simulado por 6 horas promoveram reducéo da sintese ou liberagdo de cortisol e
preveniram o excesso de formacdo de espécies reativas de oxigénio, sendo recomendadas para o
transporte dos peixes por garantir a sua sobrevivéncia e promover o bem-estar dos peixes (SACCOL et
al., 2017a). Ainda com relagdo ao 6leo de M. sylvatica (25-35 pL L™?), seu uso em R. quelen foi capaz de
mitigar a ativacdo das respostas de estresse por transporte, tais como redugdo dos niveis de cortisol e
lactato, assim como menor expressdo génica de crh, pomcb, prolactina e somatolactin mMRNAs, mantendo
sua homeostasia (SACCOL et al., 2018).

O o6leo de O. gratissimum, 10 mg L™, é recomendado como uma alternativa para uso no

transporte de P. orbignyanus, por ndo promover alteragdes em pardmetros de estresse como a glicose
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sanguinea e nos parametros de qualidade de &gua como temperatura, pH, oxigénio dissolvido,
alcalinidade, dioxido de carbono, amobnia total e ndo ionizada (BENOVIT et al., 2012). De forma
contraria, apés o transporte de C. parallelus, com duragdo de 10 horas, 0 6leo de N. megapotamica (15 ou
30 pL L™) ndo impediu a deterioragdo da qualidade da agua, e os niveis de amonia total aumentaram
significativamente. A mortalidade pés-transporte foi significativamente maior nos peixes transportados
com 30 pL L™ de N. megapotamica, ndo sendo, portanto, recomendado para operagdes de transporte
(TONDOLO et al., 2013).

Outras plantas que vem sendo empregadas no transporte de peixes nativos sdo apresentadas na
Tabela 5.

Tabela 5. Uso de 6leos essenciais no transporte de peixes nativos.

Oleos essenciais Peixe Concentracéo Referéncias
Aloysia triphylla Rhamdia quelen 40 L L DANIEL et al. (2014)
Aloysia triphylla Rhamdia quelen 30-50 pL Lt PARODI et al. (2014)
Aloysia triphylla Rhamdia quelen 40 L L ZEPPENFELD et al.

(2014)

Aloysia triphylla Lophiosilurus alexandri 25uL L BECKER et al. (2017)
Curcuma longa Brycon amazonicus 40 L Lt SACCOL et al. (2017a)
Lippia alba Rhamdia quelen 10 pL L*? AZAMBUJA et al. (2011)
Lippia alba Rhamdia quelen 10e20 L L* BECKER et al. (2012)
Lippia alba Piaractus mesopotamicus x 10 pL L? SENA et al. (2016)

Colossoma macropomum
Lippia alba Rhamdia quelen 10e20mL L* SALBEGO etal. (2017)
Myrcia sylvatica Brycon amazonicus 10 pL L? SACCOL et al. (2017a)
Myrcia sylvatica Rhamdia quelen 25-35puL L*? SACCOL et al. (2018)
Ocimum gratissimum Paralichthys orbignyanus 10mg L™*? BENOVIT et al. (2012)

6.2. Colossoma macropomum

Para o transporte de peixes, 0s anestésicos sdo utilizados em concentragdes sedativas, visto a
recuperacdo da anestesia ser mais rapida e principalmente por contribuir para a atenuagdo das respostas de
estresse (ROSS e ROSS, 2008). Nesse sentido, os 6leos essenciais com caracteristcas anestésicas tem
apresentado boas respostas (SENA et al., 2016; SACCOL et al., 2018; ALMEIDA et al., 2019). Para C.
macropomum, os estudos avaliando as concentragBes efetivas dos Oleos essenciais para mitigacdo das
respostas de estresse em operagdes de transporte sdo quase inexistentes (Tabela 6). Com o emprego do
6leo essencial de N. grandiflora, na 4gua de transporte de C. macropomum, os niveis de glicose foram
baixos e ndo houve alteragdo nas concentraces de Na* no sangue dos peixes, sendo entdo estabelecida a

concentracdo de 30 pL L™ do 6leo de N. grandiflora como a mais adequada para o transporte de C.
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macropomum (BARBAS et al., 2019). Destaca-se que o composto majoritario do 6leo de N. grandiflora é
o deidrofuquinona, cuja atuagdo sobre os receptors GABAA ja foram descritos em R. quelen (GARTLET
etal., 2016).

Em outro estudo com C. macropomum, o uso dos 6leos essenciais de C. longa (40 uL L™) e de M.
sylvatica (10 uL L™) promoveram aumento dos niveis de lactato plasmatico em relacdo aos controles, em
sistema de transporte aberto, mas por outro lado houve uma diminuicdo da peroxidacdo, sendo entéo
recomendado para o transporte de espécie (SACCOL et al., 2016). Um outro protocolo sedativo eficaz
para o transporte de juvenis de C. macropomum € o uso do hidrolato de L. alba, subproduto da extracdo
do 6leo essencial, pois na concentragdo de 5% ha um aumento da sobrevivéncia dos peixes, reduzida
concentragao de amonia e baixa estimulagdo e producao de células mucosas branquiais, promovendo uma

condicdo de bem-estar aos animais durante o processo de transporte (SILVA et al., 2017).

Tabela 6. Transporte de Colossoma macropomum com uso de 6leos essenciais.

Oleos essenciais Concentracéo Referéncias
Curcuma longa 40 pL L SACCOL et al. (2016)
Myrcia sylvatica 10 pL L? SACCOL et al. (2016)
Nectandra grandifiora 0pLL? BARBAS et al. (2019)
Lippia alba (hidrolato) 5% SILVA et al. (2017)

7. Perspectivas para estudos com 6leos essenciais em Colossoma macropomum

Dentre as 28 espécies de plantas avaliadas quanto a atividade anestésica e redutor de estresse em
peixes nativos do Brasil, apresentamos em detalhes cinco destas, que se destacam por serem cultivadas
comercialmente no Brasil. Estas plantas quando cultivadas nas condi¢des de Manaus (AM) apresentaram
resultados satisfatorios em relagdo a producéo de biomassa, teor de 6leo essencial, além de ndo apresentar
problemas relacionadas a propagagdo, época de corte, adubagdo, dentre outros. Estas espécies, embora
nem todas nativas ou endémicas do Brasil, apresentam capacidade de se adaptar as condigdes da regido
Amazonica (altas temperaturas, alta umidade, alta precipitacdo pluviométrica), assim como em outras
regides do Brasil. Portanto, estas cinco plantas sdo potenciais candidatas aos estudos visando a inducéo

anestésica e reducgdo de estresse em operacdes de rotina na criagcdo de C. macropomum.

7.1. Aloysia triphylla

O género Aloysia, pertence a familia Verbenaceae, é uma planta endémica da América do Sul,
cujo centro de distribuicdo é a Argentina (CARNAT et al., 1999; VALENTAO et al., 2002; PAULUS et
al., 2013). A espécie Aloysia triphylla (Figura 1) possui Varios nomes populares, tais como cidréo,

cedrina, cidrd, cidro-pessegueiro, erva-luisa e cidrozinho. E um arbusto grande, de dois a trés metros de
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altura, muito ramificado e ereto. Suas folhas tém uso na medicina tradicional como infusdo contra
resfriados, insdnia e ansiedade, além de indicagcbes como analgésico, sedativo, ténico, antiespasmadico,
entre outros (CARNAT et al., 1999; LORENZI e MATOS, 2008).

Em espécimes de A. triphylla, cultivadas nas condi¢bes de Manaus — AM, foram identificados no
seu 0Oleo essencial monoterpenos oxigenados (40,3%), monoterpenos (31,1%), sesquiterpenos oxigenados
(14,8%) e sesquiterpenos (10,6%), sendo descritos 98,7% dos compostos deste 6leo. Os principais
compostos identificados foram: B-pineno (22,1%), trans-pinocarveol (3,7%), cis-pinocanfona (4,9%),
acetato de trans-pinocarvilla (7,66%) e guaiol (5,3%) (Tabela 7). Estudos mostram que a atividade
anestésica do 0Oleo essencial de A. triphylla esta relacionada a acdo de seus compostos sobre 0s neurdnios
entéricos, 0s quais secretam mais de dez neurotransmissores excitatorios e inibitdrios, como a acetilcolina
(GRUNDY e SCHEMANN, 2006).

N&o ha registros quanto ao uso do Gleo essencial desta planta no que se refere as atividades

sedativas, redutora de estresse, antiparasitaria e antimicrobiana para o C. macropomum.

By 4

NUA Y

Figura 1. Espécime de Aloysia triphylla cultivada em Manaus - AM (Foto: Franmir Rodrigues Brandao).

Tabela 7. Composicdo quimica do 6leo essencial de Aloysia triphylla nas condi¢des de Manaus - AM.

Identificacéo Teor (%) IR*
a-tujeno 0,3 924
a-pineno 3,1 931
canfeno 0,2 946
tuja-2,4(10)-dieno 0,1 951
sabineno 1,0 971
S-pineno 22,1 975
mirceno 2,9 989
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p-cimeno

limoneno

1,8-cineol
(2)-p-ocimeno
(E)-B-ocimeno
y-terpineno
cis-hidrato de sabineno
terpinoleno
trans-hidrato de sabineno
linalol
trans-p-menta-2,8-dien-1-ol
a-canfonelal
trans-pinocarveol
cis-verbenol
trans-verbenol
trans-pinocanfona
pinocarvona
cis-pinocanfona
terpinen-4-ol
p-cimen-8-ol
a-terpineol

mirtenol

verbenona
trans-carveol
acetato de isobornila
acetato de trans-pinocarvila
acetato de mirtenila
a-copaeno
B-bourboneno
B-elemeno
(E)-cariofileno
y-elemeno
a-humuleno
allo-aromadendreno
germacreno D
biciclogermacreno
germacreno A
y-cadineno
d-cadineno

elemol

germacreno B
espatulenol

oOxido de cariofileno
guaiol

rosifoliol
epi-a-cadinol

0,3
2,9
0,3
0,1
0,8
0,1
0,2
0,2
0,6
1,0
0,1
0,2
3,7
0,2
15
13,1
2,2
4,9
0,5
0,2
0,3
2,5
0,1
0,2
0,5
7,6
0,1
0,1
0,2
0,2
29
0,1
0,8
0,2
2,0
1,3
0,2
0,3
0,1
0,5
2,2
1,8
3,0
53
0,9
0,3

1022
1026
1028
1034
1045
1055
1064
1086
1096
1099
1119
1123
1135
1138
1141
1157
1159
1170
1174
1183
1188
1193
1207
1217
1283
1297
1323
1371
1380
1388
1414
1429
1448
1455
1476
1491
1499
1510
1519
1545
1551
1572
1577
1593
1602
1636

50



bulsenol 1,8 1662
eudesma-4(15),7-dien-1-p-ol 0,1 1680
*IR = indice de retencdo

7.2. Lippia alba

A espécie L. alba (Figura 2), pertencente a familia Verbenaceae, é conhecida popularmente como
erva-cidreira, carmelitana, é um subarbusto aromatico que ocorre em diversos paises como india, México,
Paraguai, Australia e Brasil, entre outros. Apresenta ramos delgados e lisos, folhas de bordas irregulares e
inflorescéncias arroxeadas. Tem grande importancia na medicina popular, pois é usada principalmente
como sedativo, analgésico, anestésico, anti-inflamatério, antibacteriana, entre outros (LORENZI e
MATOQOS, 2008).

Em espécimes de L. alba, cultivadas nas condi¢des de Manaus — AM, foram identificados no seu
6leo essencial monoterpenos oxigenados (70,2%), monoterpenos (16,5%), sesquiterpenos (8,0%) e
sesquiterpenos oxigenados (4,9%), sendo descritos 96,9% dos compostos deste dleo. Os principais
compostos identificados foram: geranial (35,8%), neral (28,7%) e mirceno (13,5%) (Tabela 8). A acéo
sedativa do 6leo essencial de L. alba ¢ atribuida ao composto citral (geranial e neral) (VALE et al., 2002),
e a acdo anestésica deste 6leo foi associada ao sistema GABAérgico (HELDWEIN et al., 2012).

As atividades anestésicas, antiparasitaria e antimicrobiana do 6leo essencial de L. alba ja foram
estabelecidas para o C. macropomum (MAJOLO et al., 2017; 2018; SOARES et al., 2016; BATISTA et
al., 2018).

Figura 2. Espécime de Lippia alba cultivada em Manaus - AM (Fonte: Susanne Regina Nazaré de Oliveira).
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Tabela 8. Composicdo quimica do 6leo essencial de Lippia alba nas condi¢fes de Manaus - AM.

Identificagéo Teor (%) IR*
sabineno 0,1 969
1-octen-3-ol 0,1 974
6-metil-5-hepten-2-ona 1,4 981
mirceno 13,5 988
limoneno 0,1 1024
1,8-cineol 0,6 1026
(2)-B-ocimeno 0,5 1032
(E)-B-ocimeno 0,8 1044
6,7-epdxi-mirceno 0,1 1090
linalol 0,9 1098
6xido de a-pineno 0,2 1099
citronelal 0,2 1148
cis-crisantemol 0,4 1160
a-terpineol 0,1 1186
nerol 1,1 1227
neral 28,7 1235
geraniol 0,8 1249
geranial 35,8 1264
B-elemeno 1,2 1389
(E)-cariofileno 3,9 1417
a-humuleno 0,2 1452
(E)-B-farneseno 0,2 1454
germacreno D 1,2 1480
cis-p-guaieno 0,2 1492
germacreno A 0,5 1508
y-cadineno 0,3 1513
d-cadineno 0,3 1522 *|R= indice de
(E)-nerolidol 0,4 1561 retencao
espatulenol 0,1 1577
7.3. Lippia sidoides éxi,d(? de cariofileno 2,6 1582
epoxido de humuleno Il 0,1 1608
A espécie L. _o-cadinol 03 1652 sidoides  (Figura  3),

conhecida como alecrim pimenta, € uma espécie propria da vegetacdo do semiarido nordestino, ocorre
como uma arvoreta ou subarbusto densamente ramificado de até 2 m de altura, com tronco de até 8 cm de
didmetro, muito usada na industria de perfumaria, alimentos e cosméticos (REIS, 2009). Além disso, é
bastante usada na medicina popular na forma de chd ou tintura das folhas, raizes e talos; como
antisséptico, antioxidante e antimicrobiano, entre outros (LORENZI e MATQOS, 2008).

No 0leo essencial de L. sidoides cultivada em Manaus — AM foram identificados monoterpenos
oxigenados (77,1%), monoterpenos (14,6%), sesquiterpenos (6,8%) e sesquiterpenos oxigenados (1,4%),

sendo identificados 99,4% dos compostos deste dleo. Os principais compostos identificados no éleo
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essencial de L. sidoides foram: timol (72,2%), p-cimeno (8,1%), (E)-cariofileno (4,9%) e y-terpineno
(2,2%) (Tabela 9). Estudos mostram que o timol, composto majoritario do 6leo de L. sidoides, interage
com os receptores GABAA e a ativacdo destes canais promove a depressdo do SNC, estando envolvido no
mecanismo de acdo sedativa e anestésica (BIANCHINI et al., 2017).

Com o ¢6leo essencial de L. sidoides foram descritas atividades antiparasitaria e antimicrobiana
para o C. macropomum (MAJOLO et al., 2017; 2018; SOARES et al., 2017a; BATISTA et al., 2018).

Figura 3. Espécime de Lippia sidoides cultivada em Manaus - AM (Foto: Susanne Regina Nazaré de Oliveira).

Tabela 9. Composicdo quimica do 6leo essencial de Lippia sidoides nas condi¢des de Manaus - AM.

Identificacéo Teor (%) IR*
a-tujeno 0,5 924
a-pineno 0,3 932
B-pineno 0,1 974
mirceno 15 988
a-felandremo 0,1 1002
8-3-careno 0,1 1008
a-terpineno 0,9 1014
p-cimeno 8,1 1022
limoneno 0,6 1024
1,8-cineol 0,5 1026
(2)-p-ocimeno 0,1 1032
(E)-B-ocimeno 0,1 1044
y-terpineno 2,2 1054
terpinoleno 0,1 1086
linalol 0,1 1098
ipsidienol 0,5 1140
terpinen-4-ol 1,1 1174
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a-terpineol 0,1 1186

timol, metil-éter 1,0 1232
timol 72,2 1289
carvacrol 0,9 1298
a-copaeno 0,5 1374
(E)-cariofileno 4,9 1417
aromadendreno 0,4 1429
a-humuleno 0,2 1452
allo-aromadendreno 0,1 1458
viridifloreno 0,3 1496
a-muuroleno 0,1 1500
d-cadineno 0,3 1522
espatulenol 0,2 1577
oxido de cariofileno 1,3 1582

*IR = indice de retencao
7.4. Mentha piperita

O género Mentha, pertencente a familia Lamiaceae, esta distribuido em areas tropicais e
temperadas do mundo. Foram descritos cerca de 240 géneros e 7200 espécies, e no Brasil estdo presentes
46 géneros e 524 espécies nativas ou introduzidas (HARLEY, 2012). Seu cultivo € difundido em todas as
regibes do Brasil e nessa planta estdo reunidas, em elevado grau, propriedades anestésicas,
antiespasmodicas, estomatico-estimulantes e antimicrobiana, entre outras (LORENZI e MATOS, 2008;
OLIVEIRA, 2011). M. piperita (Figura 4) é conhecida popularmente como &gua-de-avante, alevante e
horteld-pimenta, sendo descrita como erva aromética, anualmente ou perene de mais ou menos 30 cm de
altura, semi reta, com ramos de cor verde escuro a roxo-purpuro, folhas eliptico-acuminadas, dentada e
muito aromaticas (LORENZI e MATOS, 2008; OLIVEIRA, 2011).

No oOleo essencial de M. piperita, cultivada em Manaus — AM, foram identificas dos
monoterpenos oxigenados (86,2 %), monoterpenos (10,1 %), sesquiterpenos (2,5 %) e sesquiterpenos
oxigenados (0,3 %), sendo identificados 99,1% dos compostos deste 6leo. Os principais compostos
identificados no 6leo essencial de M. piperita foram: mentol (33,8 %), mentona (15,2 %), acetato de
mentila (13,0 %), pulegona (8,3 %) e mentofurano (6,2%) (Tabela 10). Presente em maiores proporgdes
no 6leo essencial de M. piperita, 0 mentol tem sua agdo anestésica relacionada, em parte, com a ativacéo
dos receptores GABAA, principal neurotransmissor inibitério do Sistema Nervoso Central (ZANG et al.,
2008).

As atividades antiparasitaria e antimicrobiana do 6leo essencial de M. piperita foram descritas
para C. macropomum (MAJOLO et al., 2018; FERREIRA et al., 2019).
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Figura 4. Espécime de Mentha piperita cultivada em Manaus - AM (Foto: Susanne Regina Nazaré de Oliveira).

Tabela 10. Composicdo quimica do 6leo essencial de Mentha piperita nas condi¢cGes de Manaus - AM.

Identificacéo Teor (%) IR*
a-pineno 1,0 932
canfeno 1,3 946
sabineno 0,2 969
B-pineno 1,2 974
6-metil-5-hepten-2-ona 0,2 981
mirceno 1,3 988
p-cimeno 0,3 1022
limoneno 4,7 1024
1,8-cineol 2,8 1026
y-terpineno 0,1 1054
linalol 0,2 1099
iso-pulegol 0,1 1145
mentona 15,2 1148
mentofurano 6,2 1159
mentol 33,8 1167
terpinen-4-ol 1,3 1174
iso-mentol 0,2 1179
a-terpineol 0,3 1186
pulegona 8,3 1233
neral 1,3 1235
piperitona 1,6 1249
geranial 1,1 1264
acetato de neo-mentila 0,9 1271
acetato de mentila 13,0 1294
(E)-cariofileno 0,4 1417
ar-curcumeno 0,6 1479
a-zingibereno 0,4 1493
B-bisaboleno 0,5 1505
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B-sesquifelandreno 0,4 1521
oxido de cariofileno 0,3 1582
*IR = indice de retencdo

7.5. Ocimum gratissimum

O género Ocimum, pertencente & familia Lamiaceae, esta distribuido em éreas tropicais da Africa,
América e Asia. A espécie Ocimum gratissimum (Figura 5) é comumente conhecida como alfavaca-cravo,
alfavacdo e manjericdo (FERNANDES et al., 2013; SILVA et al., 2015; BANDEIRA Jr et al., 2017). Seu
uso na medicina popular se destaca por suas propriedades antifingicas, antioxidantes, anestésicas, entre
outras (LORENZI e MATOS, 2008).

No 6leo essencial de O. gratissimum, cultivada em Manaus — AM, foram identificados 97,1% dos
compostos deste 6leo. Os principais compostos identificados no 6éleo essencial de O. gratissimum foram:
eugenol, 1,8-cineol e B-selineno (Tabela 11). A atividade anestésica deste 6leo essencial esta relacionada
ao sitio benzodiazepinico do receptor GABAA (SILVA et al., 2012).

Para C. macropomum foram descritas atividades anestésica, antiparasitaria e antimicrobiana com
0 emprego do 6leo essencial de O. gratissimum (BOIJINK et al., 2016; MAJOLO et al., 2018).

Figura 5. Espécime de Ocimum gratissimum cultivada em Manaus - AM (Foto: Susanne Regina Nazaré de

Oliveira).

Tabela 11. Composicao quimica do 6leo essencial de Ocimum gratissimum nas condi¢des de Manaus - AM.

Identificacéo Teor (%) IR*
sabineno 0,7 975
B-pineno 2,8 976
mirceno 0,7 988
1,8-cineol 28,2 1030
cis-ocimeno 3,7 1038

56



linalol 13 1100

d-terpineol 0,4 1166
terpineol-4-ol 0,4 1175
a-terpineol 1,1 1190
eugenol 43,3 1357
B-bourboneno 0,9 1381
B-elemeno 0,8 1389
(E)-cariofileno 3,7 1415
a-humuleno 0,6 1450
y-muuroleno 0,9 1477
B-selineno 55 1482
a-selineno 1,7 1490
7-epi-a-selineno 0,4 1513

*IR = indice de retencdo

8. Concluséao

A prospeccdo de 6leos essenciais de plantas com potencial anestésico para a aquicultura tem
promovido diversos estudos com espécies de peixes nativas, principalmente com Colossoma
macropomum e Rhamdia quelen, para aplicacdo nas atividades de manuseio, biometria e transporte. Os
6leos essenciais mostram ter um efeito anestésico, atuando ainda como redutores de estresse, porém
percebe-se que ha diferengas nas respostas quando do emprego do mesmo Gleo essencial para diferentes
espécies ou para a mesma espécie em diferentes fases de vida, e estas respostas podem ser resultantes de
diferencas na farmacocinética e farmacodindmica dos diferentes anestésicos. Portanto, a definicdo de
dosagens seguras e 0s mecanismos de acdo dos seus compostos ainda precisam ser esclarecidos. Além
disso, a maior parte dos estudos com anestésicos naturais para as espécies de peixes nativas incluem
apenas informacBes de inducdo e recuperacdo anestésica, sendo os estudos da aplicacdo em outras
praticas de manejo como adensamento, manuseio e transporte muito mais restritos. Para C. macropomum,
apenas os Oleos essenciais de quatro espécies de plantas foram avaliadas para uso no seu transporte.
Portanto, mostra-se necessario mais estudos com C. macropomum visando o estabelecimento de
anestésicos naturais eficiente em baixas concentracdes e com o minimo de efeitos adversos, além da
avaliacdo da toxicidade das espécies vegetais que ja vém sendo recomendadas. E nesse sentido, a
avaliacdo de novas tecnologias como a ferramenta de nanotecnologia pode contribuir para aumentar a
eficacia dos Oleos essenciais e garantir uma liberacdo direcionada e sustentada, potencializando as

atividades bioldgicas dos 6leos essenciais, a exemplo das atividades anestésicas e redutoras de estresse.
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Potencial anestésico dos 6leos essenciais de Lippia sidoides, Mentha
piperita e Aloysia triphylla para o tambaqui (Colossoma

macropomum)
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial anestésico dos Oleos essenciais de
Aloysia triphylla (OEAT), Lippia sidoides (OELS) e Mentha piperita (OEMP) para
juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), com base no comportamento de
natacdo dos peixes e possiveis danos histopatolégicos nas branquias. Para inducédo
anestésica, juvenis de tambaqui (130,55 + 22,4 g, 16,8 + 0,95 cm) foram
individualmente expostos a diferentes concentracdes dos 6leos essenciais (OEAT: 5, 10,
20, 40, 60, 80 e 150 mg L!; OELS: 2, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg L*; OEMP: 5, 10, 20,
40, 60, 70 e 90 mg L1), num periodo entre quatro minutos a seis horas de exposi¢do. Os
trés Oleos essenciais avaliados apresentaram propriedades anestésicas. Os intervalos de
concentracdo em que os peixes alcangaram todos os estagios de anestesia (1, 2, 3a, 3b e
4) foram entre 40 a 150 mg L™ para OEAT, 20 a 50 mg L™ para OELS e 40 a 90 mg L
para OEMP, sendo o tempo de alcance dos estagios de anestesia inversamente
proporcional ao aumento das concentracbes dos Oleos essenciais. Os danos
histopatoldgicos nas brénquias dos tambaquis, decorrentes do emprego das
concentragBes dos 6leos essenciais definidas como anestésicas (150 mg L™t OEAT, 30
mg L OELS, 90 mg L' OEMP), foram avaliados e os principais danos registrados
foram: hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar, fusdo lamelar e proliferacdo das
células de cloreto. De acordo com o indice de alteracdo histopatologica (IAH), os danos
observados com emprego do OELS e OEMP foram de leves a moderados e com OEAT
houve registros de danos moderados a severos, mas estes ndo comprometem o
funcionamento do érgdo. Portanto, os 6leos essenciais de A. triphylla, L. sidoides e M.

piperita apresentaram eficiéncia quanto ao seu potencial anestésico para tambaquis.

Keywords: anestésico natural, 6leos essenciais, tambaqui, piscicultura.
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1. Introdugéo

O tambaqui (Colossoma macropomum), espécie que ocorre naturalmente nas bacias do
Rio Amazonas e Rio Orinoco, é a segunda espécie de peixe mais produzida no Brasil, devido a
facil obtencdo de juvenis, rapido crescimento, bem como sua adaptacdo fisioldgica e anatdmica
aos ambientes com baixa concentracdo de oxigénio (Saint-Paul, 2017; IBGE, 2018). Com o
crescimento da producédo, houve maior intensificagdo nos sistemas de produgdo, principalmente
pelo emprego de altas densidades de estocagem. Esse adensamento somado as préaticas de
manejo (manuseio, transporte, biometrias, entre outras) empregadas de forma inadequada podem
ter efeitos deletérios ao sistema imunoldgico dos peixes, que podem culminar na mortalidade dos
animais (Vallad&o et al., 2016; Tavares-Dias & Martins, 2017).

Neste contexto, 0 uso de anestesicos em sistemas de criacdo tornou-se uma pratica
importante para 0 sucesso da aquicultura, visando favorecer o bem-estar dos animais durante e
apos as praticas de manejo (Barbas et al., 2017; Bianchini et al., 2017; Park et al., 2017; Teixeira
et al., 2017; Hoseini et al., 2019). Alguns anestésicos avaliados para peixes que se encontram no
mercado sdo metanossulfonato de tricaina (MS-222), quinaldina, etomidato, metomidato,
benzocaina, barbitdricos e propofol (Davis & Griffin, 2004; Valentim et al., 2016; Berlinsky et
al., 2016; Bolasina et al., 2017; Readman et al., 2017; Souza et al., 2019; Uehara et al., 2019).
Entretanto, efeitos indesejaveis decorrentes do uso desses anestesicos ja foram relatados para
peixes, tais como depressdo da funcéo cardiovascular e respiratoria, aumento do lactato, niveis
elevados de catecolaminas e inibicao da sintese de cortisol (Carter et al., 2011; Zahl et al., 2012).

Durante o processo anestésico sdo usados varios tipos de agentes sintéticos e naturais.
Entretanto, o anestésico ideal deve produzir anestesia rapida (1 a 5min) e recuperacao rapida
(<10min), ser barato, pratico de usar, solivel em &gua e ndo deixar residuos em peixes, humanos
ou no meio ambiente (Park et al., 2017; Bolasina et al., 2017; Purbosari et al., 2019). Na
aquicultura, tais caracteristicas tém sido investigadas em produtos extraidos das plantas, em
especial os 6leos essenciais (Boijink et al., 2016; Baldisserotto et al., 2018; Batista et al., 2018;
Souza et al., 2019).

O oleo essencial de espécies de plantas da familia Verbenaceae tem sido avaliado
qguanto as suas atividades bioldgicas, dentre as espécies desta familia destacamos Aloysia
triphylla, produzida em toda a América do Sul, que exibe em seu Gleo essencial os compostos
limoneno, PB-citral, a-citral, espatulenol e 6xido de cariofileno (Santos-Gomes et al., 2005;
Prochnow et al., 2017), cujo Oleo foi avaliado como anestésico e antioxidante em Rhamdia

quelen (Parodi et al., 2014; Santos et al., 2017) e em Danio rerio (Bandeira Junior et al., 2018).
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Outra espécie da familia Verbenaceae ¢ a Lippia sidoides, nativa da regido Nordeste do Brasil e
norte do estado de Minas Gerais, sendo 0s constituintes timol e carvacrol os compostos
majoritarios de seu 6leo (Fontenelle et al., 2007; Morais et al., 2012), com atividade anestésica
descritas em peixes como R. quelen e Piaractus mesopotamicus (Silva et al., 2013; Ventura et
al., 2019). Outra familia que merece destaque é a Lamiaceae, sendo a espécie Mentha piperita
muito estudada dentro deste género, é uma planta naturalizada, ndo endémica do Brasil, mas
cultivada em grande parte do territorio brasileiro (Lorenzi & Matos, 2008). Os componentes
majoritérios deste 6leo s&o mentol, mentona, mentofurano, 1,8-cineol e acetato de metila (Beigi
et al., 2018) e a atividade anestésica de seu Gleo essencial assim como de seus compostos
isolados foi descrita para R. quelen (Spanghero et al., 2019), C. macropomum (Facanha &
Gomes, 2005), Salminus brasiliensis (Padua et al., 2010), Oligosarcus argenteus (Uehara et al.,
2019) e Cyprinus carpio (Roohi & Imanpoor, 2015; Mazandarani & Hoseini, 2017).

O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial anestésico dos 0leos essenciais
de Aloysia triphylla, Lippia sidoides e Mentha piperita para juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum), com base no comportamento de natacdo dos peixes e possiveis danos

histopatolégicos nas branquias.

2. Material e Métodos
2.1. Plantas, extracdo e caracteriza¢ao quimica dos 6leos essenciais

As plantas Aloysia triphylla, Lippia sidoides e Mentha piperita foram cultivadas na Embrapa
Amazonia Ocidental (Manaus, Amazonas, Brasil). Para extracdo dos 6leos essenciais, as folhas e
inflorescéncias das plantas foram coletadas (Registro de acesso ao patrimonio genético -
AB13781) e secas a sombra até atingirem peso constante. No Laboratorio de Plantas Medicinais
e Fitoquimica o Oleo essencial das folhas e inflorescéncias foi extraido pelo processo de
hidrodestilacdo por duas horas em aparelho de Clevenger. As amostras dos 0leos essenciais
obtidas foram armazenadas para realiza¢do dos ensaios de atividade anestésica, assim como para
determinacdo de sua composi¢do quimica por cromatografia gasosa e espectrometria de massa
(Tabela 1).

2.2. Animais

Juvenis de tambaqui (130,55 + 22,4 g, 16,8 + 0,95 cm) foram adquiridos de fazenda

comercial (Rio Preto da Eva, AM, Brasil). Os peixes foram aclimatados em tanques de 1000 L
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com recirculacdo de dgua e aeracdo constante na Embrapa Amazonia Ocidental (Manaus, AM,
Brazil), durante 30 dias. Neste periodo, os peixes foram alimentados com racdo comercial para
peixes onivoros contendo 32% de proteina bruta, duas vezes ao dia até a saciedade aparente.

Os parametros de qualidade de agua como temperatura (28,7 £ 0,5 °C), oxigénio
dissolvido (6,3 + 0,3 mg L) e pH (7,4 + 0,5) foram monitorados com uso de oximetro digital
(YSI Pro20, YSI Inc., USA) e pHmetro digital (YSI F-1100, YSI Inc., USA). Os valores de
alcalinidade (17,2 + 3,3 mg L) e amdnia total (0,76 + 0,1 mg L) foram obtidos por titulagdo e
pelo método de endofenol, respectivamente (APHA, 1998).

Este estudo foi desenvolvido com a aprovacio de seu protocolo pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Amazonia Ocidental (03/2017).

2.3. Inducéo anestésica e recuperagio

Para inducdo anestésica, os peixes foram expostos a diferentes concentragdes dos trés
oOleos essenciais selecionados, a saber: 6leo essencial de Aloysia triphylla (OEAT) (5, 10, 20, 40,
60, 80 e 150 mg L), 6leo essencial de Lippia sidoides (OELS) (2, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 mg L™?)
e Oleo essencial de Mentha piperita (OEMP) (5, 10, 20, 40, 60, 70 e 90 mg L), que foram
estabelecidas com base na literatura e testes preliminares, sendo os OE diluidos em etanol (1:10).
Nos ensaios foram utilizados 10 peixes para cada concentracdo de OE avaliada e os peixes foram
utilizados apenas uma vez. A inducdo anestésica foi realizada em aquéarios de 10 L e a
recuperacdo em tanques de 310 L.

O tempo de inducdo anestésica (em segundos) foi registrado de acordo com 0s estagios
anestésicos estabelecidos por Schoettger & Julin (1967), a saber: Estagio 1- sedacéo leve: perda
parcial da reacdo aos estimulos externos; Estadgio 2 - sedacdo profunda: perda parcial do
equilibrio, nenhuma reacdo aos estimulos externos; Estagio 3a - perda total do equilibrio: os
peixes viram, mas rettm a habilidade da natacdo; Estagio 3b - perda total do equilibrio: a
habilidade da natacdo para, mas responde a pressao no pedunculo caudal, Estagio 4 - anestesia:
perda da atividade reflexa, nenhuma reacdo aos estimulos externos. Apos a inducgdo anestésica,
os peixes foram transferidos para tanques sem anestésico para avaliar o tempo de recuperacao
dos peixes (em segundos), que foi caracterizado pelo retorno ao nado normal e reacdo a

estimulos externos.
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2.4. Andlise histopatoldgica

Apoés exposicdo as concentragdes dos 6leos essenciais definidas como anestésicas (150
mg L™ OEAT, 30 mg L™ OELS e 90 mg L* OEMP), seis peixes foram coletados por tratamento
para analise histopatoldgica das branquias. Para isso, os peixes foram anestesiados e sacrificados
por puncdo craniana (CONCEA, 2018), e os arcos branquiais foram coletados e fixados em
formaldeido a 5% tamponado, desidratados em uma série crescente de etanol e diafanizadas em
xilol. Duas sec¢des de 5 um foram obtidas de cada amostra (n = 36 se¢Oes) e coradas com H&E
(Bancroftand & Gamble, 2008). Para as analises microscépicas e obtencdo de imagens foi
utilizado um microscépio oOptico (Leica, modelo DM 500). As imagens foram utilizadas para
avaliacdo semiquantitativa dos danos branquiais e os seguintes eventos foram registrados para
cada tratamento: estagio | (6rgdo ndo comprometido), estagio Il (danos moderados que
comprometem a funcdo normal dos 6rgéos) e estagio 11 (danos muito graves e irreversiveis). Em
seguida, foi calculado um valor de IAH (indice de Alteragdo Histoldgica) para cada amostra,
usando a formula TAH = 100 ZI + 101 ZII + 102 X111, sendo I, II e I1I os estagios classificatorios
para alteracdo tecidual, e os valores obtidos foram interpretados de acordo com Poleksic e
Mitrovic-Tutundzic (1994).

2.5. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. A avaliacdo da atividade
anestésica foi realizada por analise de variancia (one-way ANOVA), seguido pelo teste de Tukey
(p < 0,05), sendo complementarmente empregada a analise de regressao linear (concentracdo x
tempo de inducdo anestésica; concentracdo X tempo de recuperacdo). A homogeneidade das
variancias dos dados do IAH foi analisada pelo teste de Levene, e ndo sendo homocedasticos
foram submetidos a Kruskal-Wallis ANOVA (p < 0,05).

3. Resultados

Os oOleos essenciais de A. triphylla, L. sidoides e M. piperita apresentaram atividade
sedativa e anestésica para C. macropomum (Tabelas 2, 3 e 4). Para todos os trés 6leos essenciais
avaliados o padrdo de inducdo anestésica foi similar, pois quanto maior a concentracdo de 6leo
utilizada menor o tempo de inducdo anestésica, e o0 padrdo inverso foi observado para a
recuperagdo dos animais (Figura 1A, B e C). Durante os testes de inducdo e recuperacéo

anestésica ndo foi observada nenhuma mortalidade dos tambaquis.
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Com o emprego do OEAT nas concentragdes de 5 a 20 mg L™ ndo foi possivel alcangar
todas as fases de anestesia (somente até o estagio 3a), porém nas concentragdes de 40 a 150 mg
L1, todos os estagios de anestesia foram alcancados e houve recuperacdo dos animais, com
diferenga estatistica entre os tratamentos, em ambos 0s estagios (anestesia e recuperacao)
(Tabela 2).

Com o OELS na concentracdo de 2 mg L™ os peixes ndo transpuseram o estagio 2 de
inducdo anestésica, quando comparada as demais concentracdes avaliadas. Nas concentrac@es de
5e 10 mg L os peixes alcancaram até o estagio 3a. Ja para as concentragdes de 20 a 50 mg L*
0s peixes alcangcaram todos 0s estagios de anestesia, e neste caso o tempo de alcance dos estagios
foi inversamente proporcional ao aumento das concentragfes. O estagio de anestesia (estagio 4)
foi alcancado em tempo inferior a 5 minutos nas concentracdes de 30 a 50 mg L (Tabela 3).
Quanto ao tempo de recuperacéo, todas as concentracdes testadas diferiram entre si (Tabela 3).

Com o OEMP observou-se que, com o intervalo de concentragdes entre 5 a 20 mg L™,
néo foi possivel alcancar todos os estagios de anestesia, somente até o estagio 3a (Tabela 4). Para
as concentracdes de 40 a 90 mg L foram alcancados até o estagio 4, sendo que para estas
concentragdes a partir do estagio 3a o tempo necessario para o alcance dos estagios foi
estatisticamente diferente e inversamente proporcional ao aumento das concentracdes (Tabela 4).
Houve diferenca significativa no tempo de recuperacdo dos animais na concentracdo de 90 mg L
1 em relagdo as demais (Tabela 4).

Com relacdo a avaliacdo histopatoldgica, os danos mais frequentemente registrados nas
branquias de tambaquis pertencentes aos tratamentos com oOleo essencial de A. triphylla, L.
sidoides e M. piperita foram: hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar, fusdo lamelar e
proliferacdo das células de cloreto (Tabela 5; Figura 2). Quanto aos valores medios estimados
para o indice de alteracdo histopatoldgica (IAH) ndo houve diferenca entre os tratamentos
(Figura 3). De acordo com a escala de classificacdo de dano de Poleksic and Mitrovic-Tutundzic
(1994), os valores de IAH obtidos neste estudo situam-se entre 0 a 10 para M. piperita indicando
a ocorréncia de funcionamento normal do 6rgdo, 0 a 20 para L. sidoides com danos médios a
moderados, que ndao comprometem o funcionamento do 6rgdo e entre 0 a 50 para A. triphylla

com registros de danos moderados a severos (Tabela 6).

4. Discussao

Anestésicos tém sido utilizados na aquicultura durante as operacfes de manejo e

transporte dos peixes para facilitar o manuseio dos mesmos e manutengéo de seu bem-estar (Park
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et al., 2017; Teixeira et al., 2017; Hoseini et al., 2019). Entretanto, nos ultimos anos em razédo de
alguns efeitos indesejaveis dos anestésicos sintéticos, a busca por novas moléculas tem sido
estimulada e os estudos com anestésicos naturais como 0s 6leos essenciais e extratos de plantas
tém sido priorizados (Boijink et al., 2016; Baldisserotto et al., 2018; Batista et al., 2018; Souza et
al., 2019).

Todos os 0Oleos essenciais avaliados neste estudo (A. triphylla, L. sidoides e M. piperita)
apresentaram efeito sedativo e anestésico em tambaqui. A medida que foram aumentadas as
concentragcdes dos Oleos essenciais, 0os tempos de inducdo anestésica foram diminuindo. Na
recuperacdo, observou-se um efeito contrario ao da inducdo anestésica, pois quanto maior a
concentracdo, maior foi o tempo de retorno da atividade natatéria dos peixes. Resultados
semelhantes de inducéo e recuperacdo anestésica foram observados em espécies de peixes como
C. macropomum, P. mesopotamicus e R. quelen, com emprego dos 6leos essenciais de A.
triphylla (Santos et al., 2017), Lippia alba, L. sidoides e L. origanoides (Batista et al., 2018;
Silva et al.,, 2019; Ventura et al., 2019), M. piperita (Spanghero et al., 2019), Ocimum
gratissimum (Boijink et al., 2016), Aniba rosaedora e Aniba parviflora (Baldisserotto et al.,
2018).

No presente estudo, somente nas concentragdes do OEAT de 40 a 150 mg L™ que os
tambaquis alcancaram todos estagios de anestesia. O tempo medio de anestesia variou de 1595,7
a 283,5 segundos (26,6 a 4,7 minutos) e a recuperacéo foi de 459,9 a 663,6 segundos (7,7 a 11,1
minutos). Considerando o critério para escolha de anestésicos de que este produto deve produzir
anestesia rapida (1 a 5min) e recuperacdo rapida (< 10 min) (Purbosari et al., 2019), os resultados
obtidos para o tambaqui ficaram proximos deste padrdo, pois na maior concentracdo de OEAT
avaliada (150 mg L) os tambaquis alcancaram a anestesia em 4,7 minutos, mas com tempo de
recuperacdo de 11,1 minutos, sem ocorréncia de mortalidades, o que esta de acordo com o estudo
de Parodi et al. (2014) que definiu a concentracdo anestésica de A. triphylla para R. quelen em
200 pL L (180 mg L) em funcio do tempo de anestesia (5,35 minutos). A agdo anestésica do
OEAT obtida com os tambaquis pode ser atribuida aos compostos majoritarios de seu 6leo como
B-pineno (22,0 %), trans-pinocanfona (13,1 %), acetato de trans-pinocarvila (7,6%), guaiol
(5,3%), oxido de cariofileno (3,0%), entre outros componentes em menores proporcoes.
Prochnow et al. (2017) relata a variacdo nos componentes deste 6leo essencial em funcdo da
sazonalidade, pois o 60xido de cariofileno variou de 2,3 a 7,2% e B-pineno variou de 0,3 a 0,4%.
Esta constatacdo também foi relatada por Sgarbossa et al. (2019), cujos componentes
majoritarios do OEAT foram a-citral, limoneno e B-citral, sendo os maiores niveis observados no

inverno. A atividade anestésica deste 6leo essencial esta relacionada a acdo de seus compostos
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sobre os neurdnios entéricos, 0s quais secretam mais de dez neurotransmissores excitatorios e
inibitdérios, como a acetilcolina (Grundy & Schemann, 2006).

Com o emprego do OELS os tambaquis atingiram o estagio de anestesia (perda da
atividade reflexa, sem reacdo aos estimulos externos) nas concentracdes de 20 a 50 mg L™ no
tempo de 431,1 a 211,6 segundos (7,2 - 3,5 minutos). Portanto, a concentracdo anestésica
adequada para o tambaqui foi estabelecida em 30 mg L, em funcio do tempo de anestesia de
270,9 segundos (4,5 minutos) e recuperacdo em 590,1 segundos (9,8 minutos), sendo o OELS
composto principalmente por timol (72,2%), p-cimeno (8,1%) e (E)-cariofileno (4,9%).
Comparado a outras espécies de peixes como R. quelen, o tambaqui se mostrou mais sensivel ao
6leo essencial, pois o tempo de inducdo anestésica dos jundias foi de 11 a 20 minutos com
emprego de concentracdes entre 150 a 600 pL L de dois quimiotipos do OELS (timol e
carvacrol, com 68,40% e 67,89%, respectivamente), sem haver a recuperacéo dos peixes apés 30
minutos de observacédo (Silva et al., 2013). Ja para P. mesopotamicus concentragdes entre 20 e
70 mg L OELS foram eficientes em induzir a anestesia nesta espécie, sem causar mortalidade
(Ventura et al., 2019). Outro 6leo essencial que tem como constituintes majoritarios o carvacrol
(47,2%) e o timol (12,8%) € a espécie Lippia origanoides, com atividade sedativa e anestésica
descrita para o jundia, sendo este 6leo recomendado para uso no transporte de jundias por manter
a frequéncia ventilatoria constante, evitando estresse metabolico (Becker et al., 2018). No caso
do OELS avaliado neste estudo ser constituido principalmente por timol (72,2%), a ele é
atribuido o efeito anestésico, bem como ao efeito sinérgico com outros compostos em menor
proporcdao como o carvacrol (0,9%) (Tabela 1). Segundo Tamura e Iwamoto (2004), o timol
possui acdo sobre a miosina do musculo esquelético potencializando a atividade ATPase,
reduzindo os parametros de cinética da contracao.

Para 0 OEMP, a menor concentragdo avaliada (5 mg L) foi responsavel por atingir a
sedacdo profunda dos tambaquis, com 10 e 20 mg L™ foi alcancada a perda total de equilibrio,
mas a anestesia dos peixes sé foi atingida com concentracOes a partir de 40 mg L, sendo que o
tempo de inducdo anestésica variou de 825,3 a 275,0 segundos (13,8 a 4,6 minutos),
apresentando diferenca estatistica entre os tratamentos, cuja diferenca também foi observada
guanto aos tempos de recuperacdo anestésica que variaram de 696,8 a 841,2 segundos (8,9 a 14,0
minutos). Para juvenis de R. quelen o OEMP foi considerado um anestésico eficiente na
concentragdo de 80 mg L, com reduzido tempo de anestesia (<4min) e de recuperacgdo (<10
min), sem mortalidade (Spanghero et al., 2019). Em ambos 0s estudos o0 composto majoritario do
6leo foi o mentol (33,8% no ensaio com tambaqui e 27,5% no ensaio com jundid). Com o

composto isolado mentol, Facanha & Gomes (2005) induziram a anestesia de tambaquis com
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concentragdes de 50-250 mg L com o tempo de 358 a 105 segundos (5,97 a 1,76 minutos), cujo
tempo de inducédo foi menor do que o alcangado neste estudo com o OEMP. Para S. brasiliensis,
todas as concentragdes de mentol avaliadas (60, 90, 120 e 150 mg L) induziu a anestesia, sem
ocorréncia de mortalidade, sendo a concentracdo de 60 mg L™ estabelecida como adequada para
a inducdo e recuperacdo anestésica da espécie (Padua et al., 2010). De forma semelhante, para a
espécie Oligosarcus argenteus todas as concentragdes de mentol (25, 50, 75, 100 e 125 mg L™?)
foram eficientes para indugdo da anestesia profunda, com os tempos variando de 8,38 a 1,09
minutos (Uehara et al., 2019). A acdo anestésica do mentol esta relacionada, em parte, com a
ativagdo dos receptores GABAAa, principal neurotransmissor inibitério do Sistema Nervoso
Central (Watt et al., 2008).

Quanto aos aspectos histologicos de branquias, sabe-se que, devido a imposicdo de
condicdes estressantes para 0s peixes durante 0 manejo, o tecido branquial pode sofrer alteracfes
para se adaptar a nova condicdo (Nilsson, 2007). Alteracdes morfolégicas podem indicar o
desenvolvimento de estratégias adaptativas de peixes para a protecdo de importantes funcdes
fisioldgicas, incluindo trocas gasosas, equilibrio acido-base, osmorregulacdo e excrecdo de
compostos nitrogenados (Barbieri & Bondioli, 2015). No presente estudo, nenhum dano
irreversivel tais como fibrose ou necrose focal foi observado no tecido branquial dos tambaquis,
decorrentes do emprego das concentragdes dos 6leos essenciais definidas como anestésicas (150
mg L? OEAT, 30 mg L* OELS, 90 mg L? OEMP), ndo sendo também relatado danos
irreversiveis em outros estudos com emprego dos 6leos essenciais de L. alba para o tambaqui e
M. piperita para o jundia, assim como do composto isolado eugenol para o peixe de dgua doce
angelfish (Pterophyllum scalare), mesmo com tempo prologado de exposicdo (Maia et al., 2019;
Oliveira et al., 2019; Spanghero et al., 2019).

A hipertrofia e hiperplasia epitelial lamelar observada no epitélio que cobre as lamelas
secundarias dos tambaquis, no presente estudo, € considerada uma resposta comum e
inespecifica a danos branquiais subagudos a crénicos (Strzyzewska et al., 2016; Oliveira et al.,
2019). Considerando que estas respostas celulares estdo entre os mecanismos de primeira defesa
e sdo classificados como leves e reparaveis (Raskovic et al., 2010), a exposi¢do do tambaqui aos
6leos essenciais de A. triphylla, L. sidoides e M. piperita nas concentracdes estabelecidas como
anestésicas para o tambaqui ndo comprometeu o funcionamento normal de suas branquias.

Os Oleos essenciais de A. triphylla, L. sidoides e M. piperita apresentaram eficiéncia
quanto ao seu potencial anestésico, com tempo de indugdo anestésica abaixo de 5 minutos.
Ressalta-se que apesar dos 0Oleos essenciais de A. triphylla e M. piperita tenham apresentado

tempo de recuperacdo acima do tempo estabelecido como critério para escolha de anestésicos,
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que é de 10 minutos, estes animais se recuperaram em 11,1 e 14,0 minutos, respectivamente, e
ndo houve mortalidade destes animais em até 30 dias ap0s a indugdo anestésica. Portanto, estes
trés Gleos essenciais podem ser utilizados como anestésicos para o tambaqui. Adicionalmente,
sugere-se que outros estudos sejam conduzidos com o objetivo de avaliar o potencial sedativo
destes 6leos essenciais na reducdo do estresse provocado durante o protocolo de transporte de

peixes

Conclusdo

Os oOleos essenciais de A. triphylla, L. sidoides e M. piperita sdo eficientes como
sedativos e anestésicos em tambaqui. Destes, o 6leo essencial de L. sidoides (30 mg L™) foi o
que apresentou maior eficiéncia quanto ao potencial anestésico, com menor tempo de inducédo e
de recuperacdo anestésica (4,52 e 9,84 minutos, respectivamente). Quando do emprego das
concentragBes anestésicas dos dleos essenciais (A. triphylla 150 mg L2, L. sidoides 30 mg L e
M. piperita 90 mg L), ndo foram registrados danos irreversiveis nas branquias dos tambaquis,

como fibrose e necrose.
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Tabela 1. Compostos majoritarios dos 6leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia sidoides e

Mentha piperita.

Oleo essencial Compostos % IR?
Aloysia triphylla B-pineno 22,0 974
trans-pinocanfona 13,1 1158

acetato de trans-pinocarvila 7,6 1298

oxido de cariofileno 3,0 1582

guaiol 5,3 1600

Lippia sidoides mirceno 1,5 988
p-cimeno 8,1 1022

y-terpineno 2,2 1054

timol 72,2 1289

(E)-cariofileno 4,9 1417

oOxido de cariofileno 1,3 1582

Mentha piperita a-pineno 1,0 932
canfeno 1,3 946

limoneno 4,7 1024

mentona 15,2 1148

mentol 33,8 1167

pulegona 8,3 1233

acetato de metila 13,0 1294

2 [ndice de Retenc&o no HP-5.
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Tabela 2. Tempo necessario para juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) atingirem os estagios de inducédo e recuperacdo anestésica com
0 6leo essencial de Aloysia triphylla.

Tempos de induc¢do anestésica (segundos)

Concentragdo (mg L) Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3A Estagio 3B Estagio 4 Recuperacao
5 106,6 + 10,9? 231,0 £ 51,28 - - - -
10 56,9 + 6,3 214,7 + 24,42 750,0 £ 57,72 - - -
20 47,6 £5,3° 147,0 + 16,5 590,5 + 28,6% - - -
40 28,7 £4,9° 782+ 7,7° 327,3 £ 28,2° 874,6 + 34,9? 1595,7 + 67,62 459,9 + 14,42
60 21,1 £ 3,3° 48,3 +7,8¢ 231,9 + 22,61 480,3 + 42,9° 751,8 + 48,6° 511,6 + 42,52
80 24,0 + 3,8° 79,6 + 20,1° 282,8 +60,4% 479,6 + 30,7° 579,0 + 68,7° 520,6 +53,92
150 17,2 £0,8° 41,7+ 7,2¢ 109,1 + 19,5° 199,5 + 15,6° 283,5 + 28,9¢ 663,6 + 24,9°

Os tragcos denotam auséncia de estagio apds observacao por 6 horas. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre os

tratamentos determinado por ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3. Tempo necessario para juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) atingirem os estagios de inducdo e recuperacéo anestésica com

0 6leo essencial de Lippia sidoides.

Tempos de inducdo anestésica (segundos)

Concentragdo (mg L) Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3A Estagio 3B Estagio 4 Recuperacao
2 27,4 + 1,62 84,6 +7,2° - - - -
5 26,4 + 1,5 455+ 15° 98,0 + 6,42 - - -
10 18,3 + 2,02 40,1 +2,6° 119,0 + 14,62 - - -
20 20,5+ 1,32 438+2,3° 121,4 + 6,62 316,0 + 7,8? 431,1 +17,9° 476,0 £ 11,12
30 17,1+ 0,92 34,4 +1,8° 146,1 + 5,1° 323,1 + 6,12 270,9 + 6,2° 590,1 + 27,4°
40 18,1 +1,12 39,5 + 3,6° 141,1 +4,3° 211,0 £ 6,5° 266,0 + 8,3° 628,4 + 15,9°
50 17,8 +1,22 36,4 + 2,5° 104,0 £ 9,92 168,1+ 6,5° 211,6 £6,2° 711,5 + 22,7¢

Os tracos denotam auséncia de estagio apos uma observacgéo de 6 horas. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre 0s

tratamentos determinado por ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05).



Tabela 4. Tempo necessario para juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) atingirem os estagios de inducdo e recuperacéo anestésica com

0 6leo essencial de Mentha piperita.

Tempos de induc¢do anestésica (segundos)

Concentragdo (mg L™) Estégio 1 Estagio 2 Estagio 3 A Estégio 3B Estégio 4 Recuperacao
5 55,7 +14,1* 954 +243 - ; _ -
10 29,4 +7,05° 92,8 +3,6% 670,1 + 8,5° - - -
20 29,5 +5,4P 73,4 +9,6% 540,9 + 13,9° - - -
40 33,1+5,1° 78,4 + 8,5%¢ 383,7 +17,2° 597,4 +254%  8253+557%  696,8 + 14,8
60 17,7+1,4°  781+122*  230,5+152¢ 346,8+14,3°  440,1+142"  713,6+158°
70 19,2 +1,6° 47,0 +5,1¢ 100,6 + 12,4¢ 235,9 +19,3¢ 387,1+20,7°  791,6 + 119,5%
90 17,1+ 1,4° 43,0 +2,1¢ 94,4 + 9,0 181,1+112°  2750+10,3°  841,2+489°

Os tracos denotam auséncia de estagio apos uma observacgéo de 6 horas. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre os

tratamentos determinado por ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 1. Inducdo e recuperacdo anestésica de tambaqui (Colossoma macropomum), com
emprego de diferentes concentracdes dos Oleos essenciais de Aloysia triphylla (A), Lippia
sidoides (B) e Mentha piperita (C).
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Tabela 5. Frequéncia relativa (%) dos danos histopatolégicos em branquias de Colossoma
macropomum, apos inducdo anestésica com 0leo essencial de Aloysia triphylla, Lippia sidoides e
Mentha piperita.

Oleos essenciais

Alterac0es histopatoldgicas Grau Aloysia Lippia Mentha
triphylla  sidoides piperita
Hipertrofia do epitélio lamelar I 23,5 29,3 28,6
Hiperplasia do epitélio lamelar I 15,7 17,1 19,0
Fusdo lamelar I 15,7 14,6 14,3
Descolamento do epitélio I 2,0 0,0 2,4
Proliferacdo de células de cloreto I 19,6 24,4 23,8
Proliferacdo de celulas mucosas I 13,7 9,8 11,9
Edema I 2,0 2,0 0,0
Ruptura epitelial (hemorragia) I 2,0 0,0 0,0
Aneurisma lamelar I 5,9 2,4 0,0
Necrose Il 0,0 0,0 0,0
Total 100,0 100,0 100,0
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20um 'Q 20 um |

Figura 2. Alteracfes histoldgicas mais frequentes em branquias de Colossoma macropomum

apos inducdo anestésica com os 6leos essenciais de Aloysia triphylla, Lippia sidoides e Mentha
piperita. A — Hiperplasia do epitélio lamelar (cabeca de seta); B — Fusdo lamelar (seta); C —

Proliferacdo de células de cloreto (c); D — Hipertrofia do epitélio lamelar (asteriscos) e
proliferacdo das células de cloreto (c).
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Figure 3. Valores médios do indice de Alteragdo Histopatologica (IAH) em branquias de
Colossoma macropomum, apés inducdo anestésica com Gleos essnciais de Aloysia triphylla,

Lippia sidoides e Mentha piperita.
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Table 6. Frequéncia relativa (%) do indice de alteracdo histopatoldgica (IAH) observado em

branquias de Colossoma macropomum, apos inducéo anestésica com dleos essenciais de Aloysia

triphylla, Lippia sidoides e Mentha piperita.

Oleo essencial

Escala

de IAH Aloysia Lippia Mentha Interpretacdo
triphylla sidoides piperita

0al0 75,0 91,7 100,0 | Funcionamento normal do 6rgédo
11a20 16,7 8,3 0,0 Danos leves a moderados no érgéo
21 a50 8,3 0,0 0,0 Alteracfes moderadas a severas no

orgéo

50a 100 0,0 0,0 0,0 AlteracOes severas no 0rgao

> 100 0,0 0,0 0,0 Danos irreparaveis no 6rgao
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Resumo

Este estudo avaliou o uso dos 6leos essenciais de Lippia sidoides (OELS) e Mentha piperita
(OEMP) como redutor de estresse no transporte de Colossoma macropomum. Os peixes (127,55
+ 22,41 g) foram transportados durante quatro horas em sacos plasticos, compondo 0s seguintes
tratamentos: a) controle ndo estressado (NE - ndo submetido ao transporte), b) controle
estressado (E - submetido ao transporte), ¢) OELS 10 mg L, d) OELS 20 mg L, e) OEMP 20
mg L' e f) OEMP 40 mg L™, com trés repetices. Apds o transporte foram analisados
parametros de qualidade de &gua, hormonais, bioquimicos e enziméaticos. C. macropomum
transportado com OELS 20 mg L apresentou uma reduco significativa nos niveis de cortisol se
comparado aos peixes transportados sem o6leo essencial. A via glicolitica foi especialmente
estimulada nos peixes transportados com OEMP 20 mg L, pois os valores das enzimas
glicoliticas hexoquinase (HK), piruvato cinase (PK) e lactato desidrogenase (LDH) estavam
elevados no tecido muscular. Os 6leos essenciais ndo afetaram a atividade da acetilcolinesterase
(AChE) no cérebro de C. macropomum, e ap0s o transporte os peixes de todos os tratamentos
apresentaram uma reducéo significativa (28,2%) da AChE muscular. As concentragdes OELS 20
mg Lt OEMP 20 mg L promoveram aumento dos niveis da enzima glutationa S-transferase
(GST) no cérebro. Conclui-se que os 6leos essenciais nas concentracGes avaliadas tendem a
melhorar a qualidade da adgua durante o transporte, minimizam o estresse fisiologico, ajudam a
manter a demanda energética por meio da via glicogénio e, além disso, ndo demonstram ter
efeitos neurotdxicos, recomendada a concentragdo de 20 mg L™t OELS para uso no transporte de

juvenis de C. macropomum.

Palavras chaves: anestésicos naturais, metabolismo energético, neurotoxicidade, tambaqui.

Abstract

This study evaluated the use of essential oils of Lippia sidoides (EOLS) and Mentha piperita
(EOMP) as a stress reducer in the transport of Colossoma macropomum. The fish (127.55 +
22.41 g) were transported for four hours in plastic bags, comprising the following treatments: a)
non-stressed control (NS: not subjected to transport), b) stressed control (S: subjected to
transport), ¢) EOLS 10 mg L™, d) EOLS 20 mg L%, ) EOMP 20 mg L and f) EOMP 40 mg L,

with three repetitions. After transport, water quality, hormonal, biochemical and enzymatic
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parameters were analyzed. C. macropomum transported with EOLS 20 mg L showed a
significant reduction in the levels of cortisol when compared to fish transported without essential
oil. The glycolytic pathway was especially stimulated in fish transported with 20 mg L™ of
EOMP, since the values of glycolytic enzymes hexokinase (HK), pyruvate kinase (PK) and
lactate dehydrogenase (LDH) were elevated in muscle tissue. Essential oils did not affect the
activity of acetylcholinesterase (AChE) in the brain of C. macropomum, and after transport, fish
from all treatments showed a significant reduction (28.2%) in muscle AChE. Concentrations of
EOLS 20 mg L* and EOMP 20 mg L™ promoted an increase in the levels of the enzyme
glutathione S-transferase (GST) in the brain. It is concluded that the essential oils in the
evaluated concentrations tend to improve the quality of the water during transport, minimize
physiological stress, help to maintain the energy demand through the glycogen pathway and, in
addition, do not demonstrate to have neurotoxic effects. It is recommended the concentration of

20 mg L of Lippia sidoides essential oil for use in transport of C. macropomum.

Key words: energy metabolism, natural anesthetics, neurotoxicity, tambaqui.
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1. Introdugéo

Na regido Amazénica o tambaqui (Colossoma macropomum) é a principal espécie de
peixe cultivada, devido ao seu rapido de crescimento, alta produtividade em sistemas de
producdo, entre outros fatores (Saint-Paul, 2017; Valladdo et al., 2018). Acompanhando a
intensificacdo dos sistemas de producdo da espécie, a busca por praticas de manejo, que auxiliem
na reducdo das respostas de estresse e da mortalidade de peixes no ambiente de cultivo, é
crescente. Dentre as praticas de rotina na criacdo, o transporte de peixes vivos pode induzir
respostas de estresse, sejam elas hormonais, bioquimicas e enzimaticas dos peixes (Sampaio &
Freire, 2016; Valladdo et al., 2016; Vanderzwalmen et al., 2019). Neste contexto, o uso de
anestésicos durante o transporte de peixes ¢ adequado como mitigador das respostas de estresse e
para favorecer o bem-estar dos animais (Zahl et al., 2012; Park et al., 2017; Teixeira et al.,
2017).

Nos ultimos anos os estudos com Oleos essenciais de diferentes fontes vegetais,
pertencentes principalmente as familias Verbenaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Poaceae, Rutaceae,
Myrtaceae, Piperaceae e Zingiberaceae, revelaram a atividade anestésica destes para peixes
nativos como do Brasil como C. macropomum, Rhamdia quelen, Brycon amazonicus, Piaractus
mesopotamicus, Piaractus mesopotamicus x Colossoma macropomum, entre outras (Ribeiro et
al., 2016; Sena et al., 2016; Baldisserotto et al., 2018; Batista et al., 2018; Souza et al., 2019;
Spanghero et al., 2019; Ventura et al., 2019; Aydin & Barbas, 2020). Com relacdo aos 6leos
essenciais de Lippia sidoides (Verbenaceae) e de Mentha piperita (Lamiaceae), eficacia
anestésica e reducdo das respostas ao estresse durante o transporte dos peixes sdo comprovadas
na literatura (Spanghero et al., 2019; Ventura et al., 2019), sendo prioritarias nos estudos para C.
macropomum.

Considerando os efeitos fisiologicos do estresse em peixes, estudos indicam que 0 uso
dos 6leos essenciais promove a supressao da sintese de cortisol, bloqueando ou reduzindo o
estimulo do eixo hipotalamo-hipéfise-interrenal (HHI) ou pelo estimulo do sistema GABAérgico
(Small, 2003; Heldwein et al., 2012; 2014). O eixo HHI ¢é o principal mecanismo pelo qual os
animais mobilizam energia mediante uma situacéo estressora. O principal produto do estimulo
do eixo HHI nos peixes é o cortisol, que atua sobre branquias, figado e intestino resultando,
principalmente, no aumento dos niveis de glicose plasméatica e alteracbes no balanco

osmorregulatdrio (Pankhurst et al., 2011).
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Possiveis mudancas nas vias metabolicas por influéncia de fatores externos como
exposicdo a xenobioticos, incluindo anestésicos precisam ser avaliadas (Velisek et al. 2001;
Guptha et al. 2016; Lushchak, 2016). Estas poderdo induzir um cenario de estresse oxidativo
pelo aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), resultado do desequilibrio
entre a concentracdo de agentes pro-oxidantes e antioxidantes no organismo (Lesser, 2006).
Entre as defesas antioxidantes, as respostas enzimaticas como por exemplo as glutationas S-
transferases (GST) sdo frequentemente avaliadas como biomarcadores de xenobidticos,
mediadores do estresse oxidativo (Van der oost et al., 2003, Orug et al., 2004). Além disso,
alguns xenobidticos, como o0s anestésicos, podem ter efeitos inibitérios sobre a enzima
acetilcolinesterase (AChE), importante para o controle do estimulo muscular (RAO et al., 2005).
Assim, a analise da atividade da AChE é recomendada quando da administracdo de produtos
anestésicos, especialmente no caso de anestésicos naturais cujas informagdes sdo mais escassas.

Este estudo avaliou o uso dos Oleos essenciais de Lippia sidoides (OELS) e Mentha
piperita (OEMP) como redutor de estresse no transporte de Colossoma macropomum,

enfatizando os efeitos sobre metabolismo energético e neurotoxicidade.

2. Material e métodos
2.1. Obtencéo das plantas, extracdo e caracteriza¢do quimica dos 6leos essenciais

Folhas de plantas adultas das espécies Lippia sidoides e Mentha piperita (Registro de
acesso ao Patrimonio Genético - AB13781) foram coletadas no setor de Plantas Medicinais da
Embrapa Amazonia Ocidental, Manaus, Amazonas. O material vegetal coletado foi identificado
e depositado no herbario IAM da Embrapa Amazonia Oriental, Belém, Pard. (Pediram para
colocar o registro com quem podemos pegar esse nimero?)

Na extracdo do 6leo essencial (OE) foi utilizado o processo de hidrodestilagdo em um
aparelho de Clevenger. Os 6leos essenciais obtidos foram armazenados em frascos ambar, a -
4°C. A composicdo quimica de cada 6leo essencial foi determinada por cromatografia gasosa e
espectrometria de massas, conforme descrito por Potzernheim et al. (2012). Os componentes

majoritarios dos Oleos de L. sidoides e M. piperita sdo apresentados na Tabela 1.

2.2. Procedimento experimental

Juvenis de tambaqui (peso: 127,55 + 22,41 g) foram transportados em sacos plasticos

contendo 15 litros de 4gua e com adi¢do de oxigénio puro durante quatro horas. Os peixes foram
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divididos em seis tratamentos (n=15 peixes por grupo): 1) controle ndo estressado (NE - néo
submetido ao transporte), 2) controle estressado (E - submetido ao transporte), 3) OELS 10 mg
L2, 4) OELS 20 mg L, 5) OEMP 20 mg L™ e 6) OEMP 40 mg L, com trés repetices. Os
6leos essenciais foram diluidos em etanol (1:10). As concentracOes selecionadas de OELS e
OEMP utilizadas no estudo foram definidas como sedativas por Brandao (2020).

Este estudo foi desenvolvido com a aprovacéo de seu protocolo pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Amazénia Ocidental (03/2017).

2.3. Analise dos parametros de qualidade de agua

Os parametros de qualidade da &gua foram mensurados antes e apds o transporte. Para
obtencdo dos valores de oxigénio dissolvido e temperatura utilizou-se um oximetro digital (YSI
Pro20) e para o pH foi utilizado um pHmetro digital (YSI F-1100). A alcalinidade, dureza,
amonia e nitrito foram analisados conforme APHA (2018) e Tavares (1994).

2.4. Coleta sanguinea e analises

Amostras de sangue dos peixes foram coletadas, mediante puncdo de vasos caudais com
0 auxilio de seringas heparinizadas, nos momentos antes do transporte (n=15; na caixa de
depuracédo) e imediatamente apos o transporte (n= 10 por saco plastico; logo apds a abertura dos
sacos). As amostras de sangue foram centrifugadas e apds separacdo do plasma foram
armazenadas a -20 °C para posterior analise de pardmetros hormonais e bioquimicos.

Ap0s a coleta sanguinea, os peixes foram anestesiados e sacrificados por pungéo craniana
(CONCEA, 2018), e os tecidos (cérebro, musculo e figado) foram coletados, conservados em
nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em freezer -80 °C até a realizacdo das analises

bioquimicas e enzimaticas.

2.5. Anélise de cortisol

O cortisol plasmatico foi determinando pelo método de imunoensaio enzimaético,
utilizando um kit comercial (Human Elisa 55050), conforme protocolo do fabricante. A leitura

de absorbéancia foi realizada utilizando-se um leitor de microplacas em 450 nm.
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2.6. Andlises bioquimicas

A glicose e o lactato plasmatico foram determinadas por métodos colorimétricos,
utilizando kits comerciais (Labtest®, MG, Brasil). A leitura de absorbancia da glicose e do
lactato plasmaético foi realizada em espectrofotdmetro (Spectronic Genesis-2), em 510 nm e em
340 nm, respectivamente.

Quanto a ambnia plasmatica, amostras de plasma (100 pl) foram desproteinizadas em
1ml de TCA a 20% e centrifugadas a 2000 RPM por 3 minutos. Aliquotas de sobrenadante foram
submetidas aos ensaios colorimétricos pela adi¢do do reativo Nessler (Imbralab), com incubacéao
a temperatura ambiente por 20 minutos. Seguia-se, entdo, a leitura de absorbancia em 420 nm,
comparada com curva padrdo de concentracdes conhecidas de NH4Cl (Gentzkow & Masen,
1942)

Para determinacdo do glicogénio hepatico e muscular utilizou-se a metodologia de
Bidinotto et al. (1997). Brevemente, amostras de figado (50 mg) e musculo (100 mg) foram
digeridas em condigdes alcalinas extremas (1ml de KOH 6 N) a 100 °C por 2 a 3 minutos. Apos
isso, foi adicionado 2ml de etanol PA e 0,1ml de sulfato de potéssio 10% para precipitacdo do
glicogénio, por centrifugacdo a 3000 rpm por 3 minutos. Uma aliquota dessa ressuspensdo foi
utilizada para o ensaio do teor de acucares totais (Dubois et al., 1956). A leitura do glicogénio foi

feita em espectrofotdmetro (Spectronic Genesis-2) em 650 nm.

2.7. Andlises enzimaticas

As enzimas hexokinase (HK), piruvato quinase (PK) e lactato desidrogenase (LDH)
foram determinadas no mdsculo. Para isso, as amostras foram homogeneizadas, centrifugadas
por 10 min (3.000 g, 4 °C) e o sobrenadante foi usado como fonte das enzimas. A concentracédo
de proteina da amostra foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). As leituras das
absorbéancias de HK, PK e LDH foram realizadas em espectrofotdmetro (Multiskan Go, Thermo
Scientific™) em 340 nm. As atividades enzimaticas estdo expressas em umoles substrato/mg

proteina/minuto (=U/mg proteina).

2.7.1. Hexoquinase (HK)

Todos os reagentes foram mantidos a temperatura de 30 °C por 10 min. O meio de ensaio
para analise de HK foi composto de: Adenosina 5'trifosfato 7 mM, NAD* 0,3 mM e G6PDH 2,5

U/uL. O ensaio foi baseado na redugdo do NAD™ através de uma reagdo acoplada com glicose-6-
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fosfato desidrogenase. A leitura da absorbancia da reacdo foi realizada durante aproximadamente

10 minutos.

2.7.2. Piruvato quinase (PK)

O meio de ensaio para andlise de PK consistiu de KC1 150 mM, MgSO; 10 mM, NADH
0,15 mM, ADP 5,0 mM, 10 Ul/ml de lactato desidrogenase, 1 mM de KCN, 50 mM de imidazol,
pH 6,9 a 20 °C. As reac¢des foram iniciadas com a adicdo de fosfoenolpiruvato 2,5 mM. A leitura
da absorbéncia da reacdo foi realizada durante aproximadamente 10 minutos.

2.7.3. Lactato desidrogenase (LDH)

O meio de ensaio para analise de LDH consistiu de: Imidazol (50 mM), pH 7,3, KCN (1
mM), NADH (0,15 mM) e o substrato Piruvato (10 mM) foi utilizado para iniciar as reacdes. A

leitura da absorbancia da reagéo foi realizada durante aproximadamente 10 minutos.

2.7.4. Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada como descrito por Keen et al. (1976), usando 1-
cloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) como substrato. A absorbancia foi obtida em
espectrofotdmetro (Multiskan Go, Thermo Scientific™) a 340nm, e a atividade enzimatica foi
calculada como nM do conjugado formado com o CDNB.mint.mg™ de proteina usando um

coeficiente de extingdo molar de 9,6mM cm™.

2.7.5. Atividade da Acetilcolinesterase (AChE)

A atividade da AChE foi medida no cérebro e musculo tal como descrito por Ellman et al.
(1961) e modificado por Miron et al. (2005). As amostras de tecido foram homogeneizadas em
TRIS-HCI (100 mM) pH 7,4. Os homogenizados foram centrifugados por 30 min (1000 rpm, 5
°C) e o sobrenadante foi usado como fonte de enzima. Aliquotas de sobrenadante foram
incubadas a 25 °C durante 2 min, com tamp&o fosfato 0,1M, pH 7,5, 1 mM de DTNB como
cromogénio. Apos o periodo de incubacdo, a reacdo foi iniciada pela adicdo de acetiltiocolina
(10 mM) como substrato para a mistura reacional. A absorbancia foi medida pela leitora de placa

a 412 nm, durante 3-5 min.
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2.8. Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Levene para verificar a homogeneidade
das variancias e Shapiro-Wilk para testar a normalidade dos dados. Para dados paramétricos foi
realizada andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste pos hoc de Tukey (HSD). Se nédo
paramétricos, os dados foram analisados por Kruskal-Wallis, seguido do teste pos hoc de Dunn.
Em todos os casos, p < 0,05 foi considerado como diferenca significativa (ZAR, 1999).

3. Resultados
3.1. Parametros de qualidade de &gua

N&o foi observada mortalidade dos peixes durante o transporte por quatro horas, assim
como apoés sete dias do procedimento. Quanto a qualidade da &gua, os niveis de oxigénio
dissolvido, temperatura e pH ndo diferiram entre os tratamentos, ap0s o transporte. Para a
alcalinidade e dureza ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos ap0s o transporte,
porém estes valores foram significativamente maiores do que os registrados antes do transporte.
Com relagéo aos niveis de amonia e nitrito observou-se que, nos tratamentos com OE adicionado
a agua de transporte, houve reducdo significativa na concentracdo destes indicadores quando
comparado ao valor do grupo controle submetido ao transporte (grupo E). Um aumento
significativo de cerca de 18-24 vezes nos niveis de amonia e nitrito no grupo E em relacdo ao

grupo NE foi observada (Tabela 2).

3.2. Parametros hormonais e bioquimicos

Apds o transporte foi observado um aumento significativo do cortisol e glicose
plasmatica em todos os tratamentos comparado ao controle NE (Figura 1A). O menor nivel de
cortisol foi registrado no tratamento OELS 20 mg L™, mas n&o diferiu dos demais tratamentos
com oOleo essencial, sendo a diferenca estatistica significativa somente em relacdo ao controle E
(Figura 1A). De forma semelhante, a glicose apresentou o menor valor no tratamento OELS 20
mg L, com diferenca significativa observada em relagio ao tratamento OELS 10 mg L* e
OEMP 40 mg L (Figura 1A). Quanto ao lactato plasmatico, nos tratamentos com emprego de
6leos essenciais foram registrados niveis significativamente mais baixos deste parametro quando
comparado ao controle E, assim como ao controle NE (Figura 1A).

Para o glicogénio hepatico foi observada, apos o transporte, uma diminuigdo significativa

nos niveis deste indicador no tratamento OELS 20 mg L quando comparado aos demais
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tratamentos com oOleo essencial, mas sem diferir do controle NE. A reducdo observada do
glicogénio hepético em todos os tratamentos, ap6s o transporte, foi significativamente diferente
do controle NE, com excecdo do tratamento OEMP 40 mg L (Figura 1B). Com relagdo ao
glicogénio muscular ndo houve diferenca entre os tratamentos com emprego de OELS, OEMP e
o controle E ap06s o transporte, mas todos estes diferiram do controle NE (Figura 1B).

Os niveis de amdnia plasmatica aumentaram significativamente em todos os tratamentos,
apds o transporte, comparado ao controle NE. Dentre os tratamentos com 6leos essenciais, 0
menor nivel de amonia plasmatica foi observado com emprego de OEMP 20 mg L, cujos
valores foram significativamente diferentes dos registrados nos grupos OEMP 40 mg L e E
(Figura 2).

3.3. Pardmetros enzimaticos

Para a HK néo foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos com 0leo essencial
e o0 controle E, apos o transporte. Entre os tratamentos com 6leo essencial, os maiores valores
observados foram no grupo OELS 10 mg L™ que diferiu do OELS 20 mg L™ e do OEMP 40 mg
L1, assim como do controle NE (Figura 3A). Houve uma reducéo significativa na atividade da
PK no tratamento com OELS 20 mg L em relagéo ao tratamento OEMP 40 mg L%, controle E e
NE (Figura 3A). Para a LDH observou-se aumento nos valores desta enzima, apds o transporte,
mas somente no grupo OELS 10 mg L™ e OEMP 20 mg L* essa diferenca foi significativa em
relacdo ao controle NE (Figura 3A).

Houve uma pequena elevacdo, embora significativa, na atividade da AChE no cérebro
nos tratamentos OELS 10 mg L* e OEMP 40 mg L™ em relacéo ao controle E, mas estes valores
ndo diferiram dos tratamentos OELS e OEMP 20 mg L™ (Figura 3B). Ja para a atividade da
AChE no musculo houve uma reducdo significativa nesses valores em todos 0s grupos apds o
transporte quando comparado ao grupo NE, com exce¢do do grupo OEMP 20 mg Lt e controle
E (Figura 3B). O transporte em si influenciou na reducdo de 28,2% da atividade da AChE no
musculo. Para a GST do cérebro, os maiores niveis foram observados nos tratamentos OELS e
OEMP 20 mg L%, que diferiram significativamente dos tratamentos OELS 10 mg L e OEMP
40 mg L%, e este Gltimo tratamento que apresentou o menor valor foi significativamente
diferente do controle E (Figura 3B). Em relacdo a GST no musculo, os menores valores foram
registrados para OEMP 20 e 40 mg L™ em relagéo ao tratamento OELS 20 mg L™, e este Gltimo

diferiu significativamente do controle NE (Figura 3B).
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4. Discussao
4.1. Parametros de qualidade de agua

A reducdo nos niveis de oxigénio dissolvido na &gua pode ser consequéncia da exposicao
dos animais ao estresse aumentando o seu consumo (King, 2009), sendo importante avaliar esse
parametro em estudos experimentais. Neste estudo, a variacdo nos niveis de oxigénio dissolvido
ndo foi significativa antes e ap6s o transporte de C. macropomum com emprego dos 6leos
essenciais de L. sidoides e M. piperita, de forma similar aos resultados obtidos com emprego dos
6leos de Aloysia triphylla, Lippia alba e Ocimum gratissimum com os peixes Rhamdia quelen,
Paralichthys orbignyanus e Piaractus mesopotamicus x Colossoma macropomum, confirmando
a atuacdo destes 6leos essenciais como sedativos e consequentemente diminuindo o metabolismo
dos peixes em operacdes de transporte (Benovit et al., 2012; Daniel et al., 2014; Parodi et al.,
2014).

Os valores de temperatura e pH mantiveram-se constante durante o transporte de C.
macropomum, de forma similar ao relatado em outros trabalhos com emprego de dleo essencial
(Daniel et al., 2014; Parodi et al., 2014; Sena et al., 2016). Por outro, 0 aumento nos valores de
alcalinidade e dureza, observados no presente estudo, pode ser decorrente de residuos excretados
pelos animais (Parodi et al. 2014; Becker et al., 2017).

Com relagéo aos niveis de nitrito e amonia na agua, nos grupos transportados com adicéo
de oOleos essenciais houve reducdo dos niveis desses indicadores, que pode ser reflexo da
diminuicdo da atividade metabdlica decorrente da sedacdo promovida pela adicdo dos 6leos
essenciais (Daniel et al., 2014; Parodi et al., 2014; Zeppenfeld et al., 2014; Becker et al., 2017).

4.2. Pardmetros hormonais e bioguimicos

Os maiores niveis de amodnia plasmatica neste estudo estdo relacionados as maiores
concentracdes de amdnia total na dgua, apds o transporte de C. macropomum. Em resposta ao
manuseio de C. macropomum anestesiados com L. alba (50 e 100 mg L) e em Brycon
amazonicus anestesiados com eugenol (15 e 60 mg L), também houve aumento nos niveis de
amoOnia plasmatica (Barbosa et al., 2007; Batista et al., 2018). De forma geral, 0 aumento da
amoOnia plasmatica é conhecido como indicador de metabolismo alterado, por mediacdo do
cortisol, e pode ser resultante de praticas de adensamento ou do uso de anestésicos em peixes que
promovem o desequilibrio nos batimentos cardiacos e operculares, e consequentemente

dificultando a excrecdo dos compostos nitrogenados (Inoue et al., 2011).
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Aumento nos niveis de cortisol ap6s operacdes de transporte tem sido registrado para C.
macropomum, conforme observado também nesse estudo (Chagas et al., 2012). Esse aumento
pode ter ocorrido devido a re-liberacdo de grupos pré-sintetizados de hormonios adrenérgicos e
esteroides ou seus precursores, indicando uma resposta de estresse em respostas a liberacdo de
catecolaminas (Silva et al., 2015). Estudos avaliando a exposicdo dos peixes a diferentes
anestésicos tém mostrado o mesmo comportamento, a elevagdo do cortisol plasmatico (Zahl et
al., 2010; Gressler et al., 2014). Essa elevacao ocorre devido a baixa disponibilidade de oxigénio
durante o procedimento anestésico, em razdo da insuficiente ventilacdo branquial (Molinero &
Gonzalez, 1995; Bolasina, 2006).

Neste estudo o aumento nos niveis de cortisol plasmatico em todos os tratamentos com
OELS e OEMP, ap6s o manejo do transporte, esta correlacionado com uma diminuicdo do
glicogénio hepatico. O glicogénio hepatico é a principal fonte extra glicémica para a manutencao
das atividades do organismo (Nelson, 2014; Silveira et al., 2009). Em situacfes de estresse,
como o transporte dos peixes, que demandam maior gasto energético resultam na quebra de
glicogénio hepético, uma vez que este hormonio tem efeito sobre o figado estimulando a
glicogendlise, resultando no aumento da glicose plasmatica (Mommsen et al., 1999; Bacurau,
2001; Silveira et al., 2009).

O aporte de glicose a partir das reservas no figado explica o aumento observado no
presente estudo nos niveis da glicose plasmatica dos peixes ap0s o procedimento de transporte.
Resultado semelhante ao descrito por Sena et al. (2016) com emprego do 6leo essencial de L.
alba no transporte de P. mesopotamicus x C. macropomum. Além disso, C. macropomum
transportado com OELS 20 mg L™t apresentou uma reduc&o significativa no cortisol e glicose, se
comparado aos peixes transportados sem a adi¢do de 6leo essencial na dgua. Este fato, somado a
uma reducdo nos teores de glicogénio do figado neste tratamento, indicam que baixas
concentragdes deste Oleo essencial ajudam a preservar as reservas hepaticas, sem comprometer a
demanda de energia necessaria em funcao do estresse decorrente da operacdo de transporte.

O glicogénio muscular também é uma reserva de energia do animal, porém para suprir
sua propria manutencdo. No presente estudo ndo houve diferenca entre os tratamentos com
adicdo de Oleo essencial, ap6s o transporte, e essa resposta também foi observada em C.
macropomum anestesiados com eugenol (Barbosa et al., 2007).

O processo de anestesia pode influenciar na reducéo da circulacdo e da disponibilidade de
oxigénio para as celulas, o que resulta na producgéo de lactato durante a via anaerobica (lversen et
al., 2003). No trabalho de Sena et al. (2016) utilizando o 6leo essencial da L. alba no transporte

de P. mesopotamicus x C. macropomum foi observado niveis maiores de lactato plasmatico nos
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peixes. Entretanto, neste estudo observou-se os niveis de lactato plasmatico de C. macropomum
foram baixos ap6s o transporte, indicando que OELS e OEMP ndo alteram 0s mecanismos

geradores de energia no organismo.

4.3. Parametros enzimaticos

A enzima HK converte a glicose em glicose-6-fosfato, uma etapa inicial na via glicolitica.
Niveis significativamente maiores de atividade dessa enzima foi observado no tratamento OELS
10 mg L em comparagéo ao controle NE, no entanto a ndo diferenca na atividade dessa enzima
nos demais tratamentos com emprego de 6leos essenciais em relagdo aos controles E e NE,
indica que os 6leos essenciais ndo comprometem essa etapa inicial da via glicolitica.

A via glicolitica foi especialmente estimulada nos peixes transportados com OEMP 20
mg L, pois a atividade das enzimas HK e PK estavam elevadas no tecido muscular. No entanto,
a menor atividade da PK no tratamento OELS 20 mg L™, relacionada com menores niveis de
glicose plasmatica, podem indicar a maior eficacia anestésica desse 6leo em comparagdo com
OEMP, diminuindo a demanda energética necessaria para garantir a sobrevivéncia ou
manutenc¢do do organismo. Esse fato, associado a menor atividade da enzima LDH, aponta para
0 OELS como alternativa de anestésico para reducdo das respostas de estresse no transporte de
C. macropomum.

Um outro aspecto importante a se avaliar é quanto aos efeitos deletérios que os 0Oleos
essenciais podem apresentar nos peixes, como a sua toxicidade. Neste sentido, a avaliacdo da
atividade da enzima acetilcolinesterase € uma técnica bem estabelecida e amplamente conhecida
de biomarcagdo, que permite que sejam realizados estudos toxicologicos (Assis et al., 2010).
Neste estudo, os 0Oleos essenciais de L. sidoides, cujo composto majoritario do 6leo é o timol
(72,2%), e de M. piperita, que tem na composicdo mentol (33,8%), mentona (15,2%) e acetato
de metila (13,0%), ndo apresentam neurotoxicidade, pois a atividade da AChE no cérebro néo foi
inibida em nenhuma das concentracfes testadas, quando comparado ao controle NE. No tecido
muscular houve uma reducdo nos niveis da AChE, ap6s o transporte, em todos os tratamentos
com 6leo essencial, com excec¢do do OEMP 20 mg L™, o que pode estar relacionada com a ag&o
dos niveis elevados da amdnia tanto no plasma quanto na dgua do transporte trazendo efeitos
deletérios para o tecido muscular. Essa relacdo inversamente proporcional entre os niveis de
amonia e a atividade da AChE foi relatada por Das et al. (2004). E importante destacar que neste
estudo os dleos essenciais de L. sidoides e M. piperita, nas concentracGes avaliadas, nédo

promoveram a mortalidade de C. macropomum em até 10 dias pds-transporte. Efeito contrario
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foi relatado por Silva et al. (2013) para R. quelen expostos a 300-600 puL L do dleo essencial de
L. sidoides, pois os autores relatam alta mortalidade dos peixes e sugerem que este resultado
pode ser decorrente da inibi¢do da AChE.

O aumento da atividade da GST é capaz de promover a protecdo, por detoxificacéo,
contra os compostos reativos derivados do oxigénio (Sayeed et al., 2003). Isto foi observado por
Modesto & Martinez (2010) expondo o Prochilodus lineatus a um xenobidtico e obtendo valores
significativamente maiores de atividade da GST no figado. Aumento significativo nos niveis de
GST hepatica e renal foi observado para R. quelen expostos aos quimiotipos citral e linalol do
6leo essencial da Lippia alba (Souza et al., 2017). No presente estudo, reducdo da GST no
musculo foram registrados para OEMP 20 e 40 mg L™, indicando a queda da atividade da GST e
provavel aumento do estresse oxidativo, e efeito contrario com o tratamento OELS 20 mg L™
com maiores niveis de GST no cérebro e masculo de C. macropomum ap06s o transporte.

Estudos adicionais com C. macropomum devem ser priorizados avaliando os compostos
isolados dos 6leos essenciais, assim como nanomoléculas visando aumentar a eficacia dos 6leos
essenciais e potencializando as suas atividades biologicas, a exemplo das atividades anestésicas e

redutoras de estresse.

5. Conclusdes

Os oleos essenciais de Lippia sidoides e Mentha piperita influenciaram positivamente na
qualidade da agua do transporte com reducdo dos niveis de amonia total e nitrito, aléem de
promover mitigacdo de respostas de estresse e ndo apresentaram efeitos neurotoxicos em
Colossoma macropomum. Portanto, a concentragdo de 20 mg L™ de Lippia sidoides é a mais

recomendada para o transporte da espécie.
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Tabela 1. Componentes majoritarios dos 6leos essenciais de Lippia sidoides e Mentha piperita

Planta Componentes Composicéo (%) IR?
Lippia mirceno 1,5 988
sidoides p-cimeno 8,1 1022

y-terpineno 2,2 1054
timol 72,2 1289
(E)-cariofileno 4,9 1417
oxido de cariofileno 1,3 1582
Mentha a-pineno 1,0 932
piperita canfeno 1,3 946
limoneno 47 1024
mentona 15,2 1148
mentol 33,8 1167
pulegona 8,3 1233
acetato de metila 13,0 1294

IR? (Indice de retenc&o)

116



Tabela 2. Pardmetros de qualidade agua antes e ap0s o transporte (4 h) de tambaqui (Colossoma macropomum) com adi¢do dos

Oleos essenciais de Lippia sidoides e Mentha piperita.

Antes do transporte

Apos o transporte

Parametros Controle Controle L. sidoides L. sidoides M. piperita M. piperita
(NE) (E) 10 mg L? 20 mg L 20 mg L 40 mg L*
Oxigénio (mg L™) 8,02 £ 0,09 8,91 + 0,672 11,04 +2,19% 13,2 + 3,592 10.43 + 2 528 9,61 £ 0,587
Temperatura (°C) 26,47 +0,12 25,43 + 0,252 25,33 +£0,23% 2550 + 0,362 25 50 + 0.30° 25,50 + 0,262
pH 5,88 + 0,08 6,54 + 0,072 6,54 £ 0,052 6,55 + 0,042 6.66 + 0.032 6,65 £ 0,062
Alcalinidade (mg L™) 11,00 + 0,00 20,17 +458% 234742547 1943%2297 o o oo 23470647
Dureza (mg L™) 47,00 + 0,00 60,77 +2,08" 60,43 +058" 6010£436% oo S5977£208"
Amobnia (mg L) 0,09 + 0,05 162006  126+0,03% L01£0,08" . oo 119% 0,05"
Nitrito (mg L) 0,01 + 0,00 0,24 + 0,06 0,02 +£0,01°" 0,03 + 0,00 0.02 + 0.00" 0,03 + 0,03""

Valores sdo expressos como média + desvio padrdo. Asteriscus indicam diferencas significativas quando comparados com valores

antes do transporte (P < 0,05). Letras diferentes, nas linhas, indicam diferencas entre os tratamentos apds o transporte (P < 0,05). NE

— ndo submetido ao transporte, E — submetido ao transporte.
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Figura 1. Pardmetros biogquimicos de Colossoma macropomum ap0s transporte com os 0Oleos

essencias de Lippia sidoides e Mentha piperita. A — cortisol, glicose e lactato plasmaticos, B —
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glicogénio hepatico e muscular. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os
tratamentos, apds o transporte. Asteriscos indica diferencga estatistica em relacdo ao controle NE.
Nas analises foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis, seguida do teste Dunn ou ANOVA
seguida do teste de Tukey (P<0,05). Na legenda os significados sdo: NE — nédo estressado, E —
estressado, OELS 10 — 6leo essencial de L. sidoides 10 mg L, OELS 20 — 6leo de L. sidoides 20
mg L, OEMP 20 — 6leo de M. piperita 20 mg L!, OEMP 40 — 6leo de M. piperita 40 mg L.
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Figura 2. Amonia plasmatica de Colossoma macropomum apos transporte com 0s 0leos
essencias de Lippia sidoides e Mentha piperita. Letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os tratamentos, ap0os o transporte. Asteriscos indica diferenca estatistica em
relacdo ao controle NE. Nas andlises foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis, seguida do
teste Dunn ou ANOVA seguida do teste de Tukey (P<0,05). Na legenda os significados séo:
NE — n&o estressado, E — estressado, OELS 10 — 6leo essencial de L. sidoides 10 mg L, OELS
20 — 6leo de L. sidoides 20 mg L, OEMP 20 — 6leo de M. piperita 20 mg Lt, OEMP 40 — dleo
de M. piperita 40 mg L.
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Figura 3. Parametros enzimaticos de Colossoma macropomum apds transporte com os 6leos
essencias de Lippia sidoides e Mentha piperita. A — LDH, HK e PK no musculo, B — AchE e
GST no cérebro e musculo. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre 0s
tratamentos, apos o transporte. Asteriscos indica diferenca estatistica em relacdo ao controle NE.
Nas andlises foram aplicados os testes de Kruskal-Wallis, seguida do teste Dunn ou ANOVA
seguida do teste de Tukey (P<0,05). Na legenda os significados sdo: NE — ndo estressado, E —

estressado, OELS 10 — dleo essencial de L. sidoides 10 mg L%, OELS 20 — 6leo de L. sidoides 20
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mg L, OEMP 20 — 6leo de M. piperita 20 mg L™, OEMP 40 — 6leo de M. piperita 40 mg L™.
LDH - Lactato Desidrogenase, HK - Hexoquinase e PK - Piruvato quinase.
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CONCLUSAO GERAL

Os 06leos essenciais apresentam uma nova descoberta para os estudos de moléculas com
propriedades anestésicas. Estudos recentes descrevem os seus beneficios e sua contribuicdo
para 0 bem-estar dos peixes, pois mitigam os efeitos indesejaveis do estresse causado pelas
praticas rotineiras aplicadas nos sistemas de producdo. Para Colossoma macropomum, 0S
estudos com Oleos essenciais tém utilizado principalmente a espécie Lippia alba, e, mais
recentemente, novas espécies tém sido exploradas. Apesar disso, para aplicacdo como
anestésicos e redutor do estresse no transporte desta espécie, somente quatro espécies de
plantas foram estudadas. Portanto, é evidente a necessidade da prospeccdo de 6leos essenciais
de novas espécies de plantas para o uso nas praticas de manejo de C. macropomum e da
avaliacdo da toxicidade destes Oleos essenciais, visto os efeitos adversos que 0s compostos
dessas plantas podem causar.

Quanto ao potencial anestésico dos 0leos essenciais avaliados de A. triphylla, L.
sidoides e M. piperita, durante os ensaios com base no comportamento de natacdo dos peixes
foi observado um comportamento inversamente proporcional, isto €, quanto maior a quantidade
de 6leo essencial, menor o tempo de inducdo anestésica. Foi evidenciado que os trés 0Oleos
estudados apresentaram propriedades anestésicas, porém, conforme a literatura, um anestésico
eficiente deve apresentar o tempo de inducdo (< 5 min.) e recuperacdo (<10 min.) dentro do
intervalo estabelecido. Levando isto em consideracdo, o 6leo essencial de L. sidoides na
concentragdo de 30 mg L' se adequa a essas recomendagBes. Avaliando os danos
histopatoldgicos em branquias, o comprometimento morfofuncional das branquias de tambaqui
ndo foi observado pela aplicacdo das espécies estudadas.

Quanto a avaliacdo do transporte de tambaqui expostos aos Oleos essenciais de L.
sidoides e M. piperita, foi observado que esses tiveram uma acdo redutora de estresse refletida
pelas respostas hormonais, bioquimicas e enzimaticas avaliadas. A utilizacdo dos 0leos
essenciais promoveu a supressao da sintese de cortisol pelo bloqueio ou reducdo da atividade
do eixo hipotalamo-hipdéfise-interrenal e foi capaz de atenuar a ativagdo dessa cascata hormonal
associada ao estresse. Os tratamentos que receberam os 6leos essenciais apresentaram melhor
qualidade de agua do transporte, sendo observado menores niveis de amonia e nitrito, o que
contribui para o sucesso do transporte. Além disso, os éleos essenciais de L. sidoides e M.
piperita ndo apresentaram acdo neurotoxica para o tambaqui nas concentracBes utilizadas.
Portanto, a concentracdo de 20 mg L de Lippia sidoides mostrou ser a mais eficiente como

anestésico e redutor das respostas de estresse.
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Por fim, ressalta-se a necessidade de monitoramento dos estudos e disponibilizagéo de
novos anestésicos, visando um produto que seja barato, de facil diluicdo e seguro, reduzindo o
risco alimentar. E importante que 0s novos anestésicos a serem utilizados na pratica da
aquicultura tragam resultados satisfatorios tanto para os produtores e quanto no tocante ao
respeito das diretrizes ambientais, contribuindo para desenvolvimento do setor produtivo e

levando maior biosseguridade e biosseguranca no segmento da aquicultura.
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