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UTILIZAQAO DE OLEOS ESSENCIAIS DE Lippia alba (ERVA-CIDREIRA) e Aloysia
triphylla (ERVA-LUIZA) PARA Macrobrachium rosenbergii

RESUMO

O uso de oleos essenciais ja vem sendo avaliado para varios organismos aquaticos e tem
demonstrado efeitos positivos em relacdo ao desempenho produtivo, eficiéncia de utilizacao
dos nutrientes, aumento da taxa de crescimento, resisténcia ao estresse, imunidade e protecao
contra patégenos, além de se destacarem por serem substancias naturais e seguras para 0 meio
ambiente e animais. Nesta tese, o objetivo foi avaliar a resposta dos parametros fisiologicos,
zootécnicos e anestésicos da adicdo dos 6leos essenciais de Lippia alba (OELA) e Aloysia
triphylla (OEAT) para Macrobrachium rosenbergii. Especificamente, a tese esta subdividida
em quatro capitulos, iniciando, o primeiro capitulo, pela revisdo bibliografica onde séo
abordados temas relacionados a aquicultura em geral e 0 uso de Oleos essenciais na
carcinicultura, além da importancia dos mesmos no estresse oxidativo. No segundo capitulo,
foi avaliado o uso do 6leo essencial de L. alba (0,0 mL - controle, 1,0 ou 2,0 mL de dieta
OELA/Kkg; em triplicata, com 20 camardes/réplica) na dieta para juvenis de M. rosenbergii: seus
efeitos sobre as enzimas antioxidantes e parametros de crescimento. No terceiro capitulo,
avaliou-se 0 uso do Gleo essencial de A. triphylla (0,0 mL - controle, 1,0, 2,0 e 3,0 mL de dieta
OEAT/kg com cinco repeticbes, com 20 camardes/réplica), na dieta de juvenis de M.
rosenbergii: efeitos sobre os pardmetros zootécnicos. No quarto capitulo, buscou-se
compreender o efeito do potencial anestésico do 6leo essencial de A. triphylla em pos-larvas de
M. rosenbergii, no qual foram testadas seis concentracdes de OEAT (em pL/L), em triplicata,
com 10 animais/réplica, nomeadas da seguinte forma: controle positivo (0), controle negativo
(volume de etanol (3600); correspondente a maior concentragdo utilizada para diluir o OE),
150, 225, 300 e 450, essas concentracfes foram testadas em duas durezas de agua (32 e 68 mg
CaCOs/L). No primeiro experimento, as doses de OELA contribuiram para diminuir a
peroxidacdo lipidica. Além disso, a dose de 2,0 mL de OELA/kg de dieta contribuiu para
aumentar as atividades das enzimas antioxidantes no hepatopéancreas. No segundo experimento,
as doses de OEAT adicionadas a dieta ndo proporcionaram alteracdes nos parametros de
desempenho zootécnico. Por fim, no terceiro experimento, o efeito do potencial anestésico de
OEAT foi avaliado, sendo, portanto, observado que a exposi¢do ao OE causou mortalidade em
todas as concentracdes utilizadas para a dureza de 32 mg CaCOzs/L. Apesar disso, pode-se
recomendar, para curtos periodos de exposi¢do, concentracdes do OE inferiores a 150 pL/L. Os
valores encontrados para CLio € ClLsg apés os 30 minutos de recuperacdo foram,
respectivamente (em pL/L): 195,34 e 325,43. Por outro lado, nos animais mantidos em uma
dureza de 68 mg CaCOs/L néo foi observada qualquer mortalidade nas concentracdes de OE
testadas. A concentragdo de OEAT de 225 e 300 pL/L foram eficazes na indugdo anestésica
para pos-larvas de M. rosenbergii em uma dureza de 68 mg CaCOs.L™:, para evitar um possivel
efeito tdxico. Considerando os fatores bioticos e abidticos envolvidos nesta tese, pode-se
concluir que a utilizagdo de 2,0 ml de OELA na dieta de M. rosenbergii contribui diretamente
para uma melhora da atividade antioxidante enzimatica e, possivelmente, de forma indireta nos
sistemas imune e de defesa contra patdégenos. Por outro lado, as doses de OEAT adicionadas a
dieta ndo causam efeito negativo no desempenho zootécnico, mas pesquisas relacionadas aos
parametros bioquimicos e fisiologicos precisam ser realizadas.

Palavras-chave: aditivos naturais; camardo de agua doce; parametros bioquimicos.



USE OF ESSENTIAL OILS FROM Lippia alba (CIDREIRA) AND Aloysia triphylla
(ERVA-LUIZA) FOR Macrobrachium rosenbergii

ABSTRACT

The use of essential oils has already been evaluated for several aquatic organisms and has
shown positive effects in relation to productive performance, efficiency in the use of nutrients,
increased growth rate, resistance to stress, immunity and protection against pathogens, in
addition to standing out for being natural and safe substances for the environment and animals.
In this thesis, the aim was to evaluate the response of the physiological, zootechnical and
anesthetic parameters of the addition of the essential oils of Lippia alba (OELA) and Aloysia
triphylla (OEAT) to Macrobrachium rosenbergii. Specifically, the thesis is subdivided into four
chapters, beginning, the first chapter, by the bibliographic review where topics related to
aquaculture in general and the use of essential oils in prawn farming are addressed, in addition
to their importance in oxidative stress. In the second chapter, the use of L. alba essential oil (0.0
- control, 1.0 or 2.0 mL of OELA diet/kg; in triplicate, with 20 prawns/replica) was evaluated
in the diet for juveniles of M. rosenbergii: its effects on antioxidant enzymes and growth
parameters. In the third chapter, the use of A. triphylla essential oil was evaluated (0.0 - control,
1.0, 2.0 and 3.0 mL of OEAT/kg diet with five repetitions, with 20 prawns/replica), in the diet
of M. rosenbergii juveniles: effects on zootechnical parameters. In the fourth chapter, we sought
to understand the effect of the anesthetic potential of the essential oil of A. triphylla in post-
larvae of M. rosenbergii, in which six concentrations of OEAT (in pL/L) were tested, in
triplicate, with 10 animals/replica, named as follows: positive control (0), negative control
(volume of ethanol (3600); corresponding to the highest concentration used to dilute the OE),
150, 225, 300 and 450, these concentrations were tested in two hardnesses of water (32 and 68
mg CaCOzs/L). In the first experiment, OELA doses contributed to decrease lipid peroxidation.
In addition, the dose of 2.0 mL of OELA/kg of diet contributed to increase the activities of
antioxidant enzymes in the hepatopancreas. In the second experiment, the doses of OEAT added
to the diet did not alter the parameters of zootechnical performance. Finally, in the third
experiment, the effect of the anesthetic potential of OEAT was evaluated, and it was therefore
observed that exposure to OE caused mortality in all concentrations used for the hardness of 32
mg CaCOg/L. Despite this, OE concentrations below 150 pL/L can be recommended for short
exposure periods. The values found for CL10 and CL50 after 30 minutes of recovery were,
respectively (in puL/L): 195.34 and 325.43. On the other hand, in animals kept at a hardness of
68 mg CaCOs/L, no mortality was observed in the tested OE concentrations. The OEAT
concentration of 225 and 300 puL/L was effective in anesthetic induction for M. rosenbergii
post-larvae in a hardness of 68 mg CaCO3.L-1, to avoid a possible toxic effect. Considering
the biotic and abiotic factors involved in this thesis, it can be concluded that the use of 2.0 ml
of OELA in the diet of M. rosenbergii directly contributes to an improvement in the enzymatic
antioxidant activity and, possibly, indirectly in the immune and defense against pathogens. On
the other hand, the doses of OEAT added to the diet do not have a negative effect on
zootechnical performance, but research related to biochemical and physiological parameters
needs to be carried out.

Keywords: natural additives; freshwater prawn; biochemical parameters.
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1. Introducéo

A producéo de camardes de dgua doce em cativeiro apresenta progressivo crescimento,
0 qual é favorecido por algumas caracteristicas como o menor tempo de maturacdo sexual das
espécies, larvicultura mais simples, potencial produtivo compativel com pequenos sistemas
agropecudrios e maior resisténcia sanitaria. Nestes aspectos, destaca-se a espécie
Macrobrachium rosenbergii (gigante da Malasia) que atingiu producdo anual média de 220.254
toneladas no ano de 2016, com perspectiva de crescimento em 8% ao ano na carcinicultura
mundial (FAO, 2016; PAVADI et al., 2018).

Na producdo de organismos aquaticos, as condi¢des de cultivo, como altas densidades,
deterioracéo da qualidade de agua, encontros agonisticos, entre outros, podem causar estresse
aos animais. O estresse é uma resposta resultante do manejo e pode ser definido como uma
condicdo onde ha um desequilibrio entre concentragdes elevadas de agentes pré-oxidantes sobre
antioxidantes que resultam na geracéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (MATES et al.,
1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). As EROs podem ser radicais livres como o0 anion
superoxido (Oz') e hidroxila ("OH) ou agentes oxidantes ndo radicais como peroxido de
hidrogénio (H202) (BARBOSA et al., 2010). Existem enzimas antioxidantes capazes de
combater as EROs, sendo as principais a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a
glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST), e 0s antioxidantes nao-
enzimaticos, como a glutationa reduzida (GSH), sendo todas elas abundantes nos tecidos de
organismos aquaticos (STOREY, 1996; BIANCHI; ANTUNES, 1999; VAN DER OOST etal.,
2003; WENDELAAR BONGA, 2011).

Com o intuito de melhorar a eficiéncia econémica, o desempenho produtivo e o estado
antioxidante dos animais aquaticos, muitos estudos tém investigado o potencial de antibi6ticos,
agroquimicos e aditivos naturais e, nesse ambito, ao se analisar as desvantagens no uso de
produtos sintéticos, cresce o interesse no uso de produtos naturais (SHAKYA et al, 2015;
AWAD; AWAAD, 2017). Dentre esses, 0s 0Oleos essenciais também tém sido estudados,
principalmente para utilizacdo em condicGes de estresse ou como anestésicos, podendo ajudar
a minimizar e evitar possiveis efeitos negativos (COYLE et al., 2005; MARICCHIOLO e
GENOVESE, 2011). Dentro deste cenario, o interesse por aditivos derivados de plantas tem se
intensificado nos ultimos anos, e bons resultados para peixes ja foram relatados com dleos
essenciais, tais como 06leo de orégano Origanum heracleoticum (ZHENG et al., 2009); extrato
etanolico de cha verde (HWANG et al., 2013); gengibre (KANANI et al., 2014); 6leo de Aloysia
triphylla (ZEPPENFELD et al., 2016) e 6leo de Lippia alba (SACCOL et al., 2013). E apesar
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de escassos, ja foram também relatados resultados para camarfes com 6leo de cravo-da-india
para Penaeus semisulcatus (SOLTANI et al., 2004) e A. triphylla e L. alba para Litopenaeus
vannamei (PARODI et al., 2012).

Os 0leos essenciais sdo considerados uma das mais importantes matérias-primas para a
indUstria alimenticia, farmacéutica e de perfumaria. Possuem peso molecular baixo, apresentam
moléculas de natureza terpénica e bioativas e, ainda, sdo volateis e lipofilicos (MORAIS, 2009;
GOMES et al., 2011). Devido as suas diversas propriedades, a literatura cientifica ainda requer
um maior nimero de estudos sobre os possiveis efeitos de éleos essenciais em crustaceos,
principalmente, do organismo modelo desta tese, M. rosenbergii, pois até 0 momento ndo ha
dados sobre o efeito do uso de 6leos essenciais sobre respostas zootécnicas e fisioldgicas para

esta espécie de camardo de agua doce.

1.1  Objetivo geral
Avaliar a resposta de parametros bioguimicos, zootécnicos e anestésicos a adi¢do dos
6leos essenciais de Lippia alba (OELA) e Aloysia triphylla (OEAT) para Macrobrachium

rosenbergii.

1.2 Obijetivos especificos

Avaliar o 6leo essencial de L. alba (OELA) quanto ao efeito da suplementacéo dietaria
sobre os parametros bioquimicos e zootécnicos para juvenis de M. rosenbergii.

Avaliar o desempenho zootécnico em juvenis de M. rosenbergii alimentados com dietas
suplementadas com diferentes doses de 6leo essencial de A. triphylla.

Avaliar o efeito do potencial anestésico do 6leo essencial de A. triphylla em pos-larvas

de M. rosenbergii.

2 Reviséo
2.1  Agquicultura

A populacdo mundial atual é de cerca de nove bilhGes de pessoas e isso tem levado a
sérios problemas no sustento e fornecimento de alimento, o que tem se intensificado devido aos
efeitos causados pelas alteracOes climaticas e degradacdo ambiental dos recursos naturais
(FAO, 2018). Apesar da captura da producdo pesqueira se manter estavel desde o final dos anos
90, a aquicultura tem sido importante para suprir o continuo crescimento no fornecimento de

pescado para consumo humano e hoje representa 46,8% da producdo mundial de pescado. Neste
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mesmo cenario, houve um aumento médio anual do consumo de pescado (3,2%) o qual superou
o crescimento da populacéo (1,6%) e o de consumo de carne de animais terrestres (2,8%) (FAO,
2018). A producdo global da aquicultura incluiu em toneladas: 54,1 milhdes de peixes, 17,1
milhdes de moluscos, 7,9 milhdes de crustaceos e 938.500 de outros animais aquaticos (FAO,
2018).

A producdo aquicola brasileira, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2018) alcancou uma marca de 547,1 mil toneladas em 2017, sendo 88,7% proveniente
da piscicultura, seguida de 7,5% da carcinicultura. Dados recentes da FAO mostram que o
Brasil ocupa atualmente a 132 posi¢do em producdo mundial da aquicultura (FAO, 2018). Além
disso, nosso pais apresenta caracteristicas que favorecem esse crescimento no setor,
principalmente devido aos seus aspectos climaticos, condi¢fes naturais e matriz energética, a
sua extensdo costeira de mais de 8.000 quildmetros e disponibilidade de agua doce,
representando aproximadamente 13% da &gua doce renovavel do planeta (ROCHA et al.,
2013).

Grande parte da populacdo humana, cerca de 30%, sofre com problemas de saude
relacionados a méa alimentacdo, resultando em desnutricdo ou obesidade (TACON e METIAN,
2013). O pescado possui uma composicdo bromatoldgica que varia conforme espécie, tamanho,
sexo e o estado nutricional (YARNPAKDEE et al., 2014), porém, € uma das proteinas animais
de melhor qualidade, sendo fonte de aminoacidos essenciais, acidos graxos poli-insaturados,
vitaminas, minerais e oligoelementos (SCHMIDT et al., 2015).

Ainda em relacdo aos beneficios das atividades aquicolas, Rocha (2012) cita que no
Brasil a carcinicultura marinha gera 50 mil empregos diretos e indiretos em areas carentes de
oportunidades na regido Nordeste. A piscicultura continental, a carcinicultura marinha e a
malacocultura sdo os ramos mais desenvolvidos da aquicultura brasileira, baseadas
principalmente em espécies exdticas, sendo praticadas em diversos locais e com diversas
estratégias de producdo. Por outro lado, a carcinicultura de &gua doce conta com
empreendimentos comerciais, mas o numero de iniciativas, atividades e pontos de cultivo é
bastante reduzido (BRASIL, 2013).

2.2  Carcinicultura de agua doce
O cenario mundial da carcinicultura de agua doce, que tem como principal género o
Macrobrachium, teve entre os anos de 1990 a 2000, um aumento no volume produzido de

Macrobrachium rosenbergii que passou de 21.000 para 118.500 toneladas, crescimento
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correspondente a 500% (FAO, 2002). Em 2005, ainda em continuo crescimento, a
carcinicultura de agua doce teve uma producdo de 410 mil toneladas, sendo as principais
espécies cultivadas: Macrobrachium rosenbergii e Macrobrachium nipponense,
movimentando cerca de US$ 1,6 bilh&o. A espécie M. rosenbergii teve uma producéo de cerca
de 205 mil toneladas no ano de 2005, tendo como principais produtores a China e a india (FAO,
2007).

Mundialmente, em relacdo aos crustaceos e moluscos de agua doce, 0s nimeros de
producdo se mantiveram relativamente estaveis desde 2010. Em 2016, a producdo de M.
rosenbergii foi de 230 mil toneladas e para M. nipponense foi de 270 mil toneladas (FAO,
2018). Os camardes sdo commodities altamente comercializados e representam o segundo
principal grupo de espécies exportadas em termos de valor, ficando atras apenas dos peixes
marinhos e diddromos (FAO, 2018).

M. rosenbergii é a principal espécie de agua doce cultivada no Brasil, estima-se que sua
producdo nos ultimos anos atinja 100 toneladas/ano (FAO, 2018). A primeira descricao feita
para M. rosenbergii foi por De Man (1879), como Palaemon rosenbergii e em 1950 foi
reclassificado para o género Macrobrachium por Holthuis. A espécie se caracteriza pela
auséncia dos espinhos supraorbital e branquiostegal, mas apresenta o espinho hepético e palpo
mandibular. Em relacdo a sua morfologia, é caracterizado por possuir rostro longo e curvado
para cima, crista basal distintamente elevada, longa ou com a metade distal da margem superior
nua e margem inferior com 8-14 dentes e telso ultrapassando a extremidade dos espinhos
posteriores mais longos. M. rosenbergii é considerado a maior espécie de camardo de agua
doce, podendo chegar a 32 cm de comprimento e 500 g de massa corporea (PINHEIRO e
HEBLING, 1998).

Segundo Sampaio et al. (2010), nos ultimos anos, a producdo de camarfes no mundo
teve crescimento significativo, mas como consequéncia, aumentaram 0s problemas
relacionados a poluicdo das aguas e doencas devido ao despejo de efluentes sem tratamento.
Dessa forma, na aquicultura em geral, tanto os procedimentos de manejo quanto aqueles
desenvolvidos durante as pesquisas, tais como triagem, biometria e transporte podem estar
associados a algum tipo de resposta de estresse agudo, a qual contribuira para a diminui¢éo do
sistema de defesa, deixando o organismo mais vulneravel e suscetivel a doencas e parasitas,
levando entdo a reducdo da produtividade e maiores taxas de mortalidade (FERREIRA et al.,
2011; WALKER et al., 2009). Dai surge a grande necessidade de pesquisas que busquem

minimizar o estado de estresse durante o manejo.
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2.3 Estresse oxidativo

Sob condigdes fisioldgicas normais, uma producdo de especies reativas ao 0Xxigénio
(EROs) moderada é crucial para o0 bom funcionamento das células (AKBARIAN et al., 2016),
porém, quando uma célula animal perde a sua homeostase entrando um estado de desequilibrio
entre as EROs, isso demonstra que o sistema de defesa antioxidante esta comprometido e este
efeito € denominado como estresse oxidativo (POLI et al., 2004).

A resposta ao estresse passa por trés fases: sindrome geral da adaptacgdo, resisténcia e
exaustdo. No inicio, é uma fase de alerta com uma resposta fisiologica rapida, na sequéncia, o
animal tenta se adaptar e recuperar sua homeostase e em seguida, caso ndo consiga uma
adaptacdo devido a duracdo ou intensidade do estresse, o animal entra em exaustdo onde
compromete a saude ou até mesmo a sobrevivéncia do animal (BARTON E IWAMA, 1991;
GERWICK et al., 1999; TORT, 2011).

Os antioxidantes sdo caracterizados como qualquer substancia que, presente em
concentracgdes inferiores que as do substrato oxidavel, seja capaz de dificultar ou impossibilitar
uma oxidacdo eficaz. Tais substancias podem agir diretamente, neutralizando a acdo dos
radicais livres e espécies ndo-radicais, ou indiretamente, participando dos sistemas enzimaticos
com tal capacidade (BARBOSA et al., 2010). O sistema de defesa antioxidante pode combater
as EROs com seus mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos. A superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST) sdo as enzimas
antioxidantes e a glutationa reduzida (GSH) como antioxidante ndo enzimatico. O sistema
antioxidante ndo enzimatico é constituido principalmente pelos antioxidantes de baixo peso
molecular (ABPM), que desativam diretamente as EROs. Todos estes antioxidantes sao
abundantes em tecidos de organismos aquaticos (WENDELAAR BONGA, 2011; AKBARIAN
etal., 2016).

Estudos para camardes revelam que temperaturas mais altas podem induzir maiores
taxas de geragdo de ERO’s, resultando em estresse oxidativo para L. vannamei criados a 33°C
(SOUZA et al., 2016). Para M. nipponense hd um melhor crescimento e menor estresse
oxidativo a temperatura de 25°C (WANG et al., 2006).

2.3.1 Superdxido Dismutase — SOD
O radical superoxido é a primeira ERO formada pelo sistema de defesa. Entretanto,

quando na presenca de grande quantidade de EROs, sua atividade € reduzida, pois excede a
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capacidade de remocdo das EROs (PUERTO et al., 2010; WANG et al., 2015). Em condic6es
fisioldgicas normais, estima-se que 1 a 4% do total de oxigénio consumido durante o transporte
de elétrons seja reduzido a superoxido, devido ao vazamento de elétrons nos complexos | e 111
da cadeia respiratéria (LI et al., 2016).

A funcdo da enzima SOD ¢ catalisar a dismutagdo do radical O2:- em H>O> (peroxido
de hidrogénio) e esta presente em trés isoformas: citoplasmatica, mitocondrial e extracelular
(APEL e HIRT, 2004). O perdxido de hidrogénio sera catalisado pela CAT ou GPx (RIBEIRO
et al., 2005).

2.3.2 Catalase — CAT

A CAT degrada o peroxido de hidrogénio em oxigénio e agua, uma das moléculas de
peroxido de hidrogénio € oxidada a oxigénio molecular e a outra € reduzida a &gua, sendo assim,
catalisa a dismutacéo de 2H.02 em O e 2H,0. Na presenca de Fe*2, ha a formagcéo do radical
hidroxil HO, por meio da reacdo de Fenton, que é altamente reativo e danoso. Esta enzima
encontra-se no citoplasma, principalmente no peroxissomo de todos os tecidos animais e pode
ser encontrada também nas mitocéndrias (CHAMPE; HARVEY, 1996; HALLIWELL, 1992),
eritrécitos, figado, bacgo e rins (OLIVEIRA E SCHOFFEN, 2010).

2.3.3 Glutationa Peroxidase - GPx

A GPx, assim como a CAT, reduz o perdxido de hidrogénio em agua, resultando em
duas moléculas de 4gua e uma de glutationa oxidada (GSSG), tendo como substrato a GSH. A
acdo desta enzima depende da manutencdo da relacdo entre GSH e glutationa oxidada, a qual é
garantida pela acdo da enzima glutationa redutase, que na presenca de NADPH, transforma a
GSSG em GSH (SIKKA, 2004). Sendo assim, a GPx catalisa a reducdo do peroxido de
hidrogénio e hidroperéxidos, protegendo a célula contra o estresse oxidativo. (OLIVEIRA,
2011).

As GPx possuem a atividade mais baixa em invertebrados quando comparados com
vertebrados, porém, a atividade da CAT e da SOD sdo semelhantes, ou até mais elevadas,
indicando importante participagdo na protecdo antioxidante dos organismos aquaticos
(LIVINGSTONE et al., 1993; REGOLI et al., 2002).
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2.3.4 Glutationa-S-Transferase - GST

As GSTs sao enzimas multifuncionais, importantes na desintoxicacdo da segunda fase
de defesa antioxidante. Presentes em organismos procariéticos e também eucarioticos como
peixes e mamiferos, sendo que nos eucaridticos sdo encontradas principalmente no figado
(GRONER ZIKOVA; KLOAS, 2015; POLIMANTI et al., 2012). Est&o envolvidas em reaces
de conjugacbes com a presenca da GSH, participam de transporte intracelular, auxiliam na
manutencdo do balanco oxidativo, na biossintese de leucotrienos e prostaglandinas e no
controle de peroxidacao lipidica (OGA; CARMARGO; BATISTUZZO, 2008; PAMPLONA,
2009).

A GST é conhecida pelo seu envolvimento na reducdo da glutationa, evitando danos as
células, causados pela presenca de xenobioticos (BRAZ-MOTA et al., 2015). A inducdo de
GST em tecidos de peixes é conhecida por ser benéfica para o0 manejo de condicdes de estresse,
por poluentes ou substancias toxicas, realizando um processo de desintoxicacdo (SAMANTA
etal., 2014; VIEIRA et al., 2016).

2.3.5 Glutationa Reduzida — GSH

Tem como funcgdo proteger as células de substancias toxicas, 0 que ocorre por meio da
conjuncédo de metabolicos, que inclui xenobidticos, resultando um intermediario menos téxico
e capaz de reduzir os danos nas células (MARAN et al., 2009). Sendo assim, é considerada um
antioxidante intracelular que auxilia na desintoxicacdo e eliminacdo de EROs, mantendo o
equilibrio redox celular (ROCHETTE et al., 2013).

2.4 Anestesia em crustaceos

Nos ultimos anos, os invertebrados tém recebido atencao principalmente, em funcao de
um aumento na sua producdo, da conscientizacdo ambiental em relacdo a biodiversidade, da
sua utilizacdo em pesquisas biomédicas e da necessidade em se reduzir o estresse decorrente
dos procedimentos de aquicultura. Assim, no caso dos crustaceos, alguns estudos reportaram a
utilizacdo de alguns anestésicos em diversos procedimentos, e também relacionando os
potenciais anestésicos com variaveis bioldgicas e fisico-quimicas. Entre os anestésicos ja
utilizados, temos 0 MS-222, alcool isobutilico, lidocaina, cetamina ou xilazina (BROWN et al.,
1996; GARDNER, 1997; OSWALD, 1997; FERRARO E PRESSACCO, 1996).
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Em geral, os anestésicos sintéticos apresentam alto custo e efeitos adversos tanto nos
animais quanto nos profissionais que os manipulam e para 0 meio ambiente. Desta forma,
alguns pesquisadores tém apresentado alternativas naturais para utilizacdo, como anestésicos
em crustdceos. O eugenol, principal constituinte do 6leo de cravo, apresentou respostas
positivas quando da sua utilizacdo em Litopenaeus vannamei (PARODI et al., 2012) e
Macrobrachium rosenbergii (SAYDMOHAMMED E PAL, 2009). Devido ao comportamento
territorialista e de canibalismo dos camardes, os quais também possuem rostros afiados e
movimentacao explosiva, é recomendado o uso de pequenas concentracdes de anestésicos na
agua durante procedimentos de manejo (AKBARI et al., 2010). Durante o ciclo de producéo de
camardes, ocorrem diferentes procedimentos laboratoriais, envolvendo atividades de captura,
biometrias, coleta de amostras, troca de tanques, além das flutuacdes dos parametros fisicos e
quimicos da &gua, cujo manejo inadequado gera estresse (FERREIRA et al., 2011; WALKER
et al., 2009). Em algumas ocasides, submetem o0s animais a exposi¢ao ao ar €, na sequéncia,
estes sdo reimersos novamente na agua, ocasionando elevacao do lactato e glicose na hemolinfa
(BARRENTO et al., 2011).

Sendo assim, é importante encontrar anestésicos alternativos que sejam seguros e
eficazes para peixes e crusticeos. Deve ser realizado um estudo para cada espécie, o seu limite
de tolerancia ao composto, bem como o procedimento mais adequado para a realiza¢do da
inducdo anestésica. Em geral, tanto para peixes quanto para camardes, tém-se utilizado banhos
de imersdo, nos quais o0 anestésico pode ser diluido diretamente na dgua ou previamente em
solvente orgéanico (LEWBART e MOSLEY, 2012; SNEDDON, 2012). Desta forma, o
anestésico sera absorvido principalmente pelas branquias, chegando ao sistema circulatorio e
bloqueando algumas acdes reflexas. Ademais, a definicdo do tempo adequado ou circunstancia
para anestesia ndo sao tao claras, por ser muito especifica para cada espécie, requerendo-se mais
estudos para uma melhor compreenséo de todas essas interacdes (GRAHAM e IWAMA, 1990).

Para avaliacdo da eficiéncia do anestésico, é necessario determinar tempos de indugédo
para sedacdo, anestesia e recuperacdo. Além disso, é importante a avaliacdo visual do
comportamento, natacdo e reacdo a estimulos externos (ROSS e ROSS, 2008). A sedacdo é
caracterizada pela diminui¢cdo da sensibilidade, quando o animal entra em um estado de
tranquilidade. Por outro lado, quando ocorre a imobilizacdo, inconsciéncia e analgesia (ZAHL
et al., 2012) sdo caracteristicas da anestesia. O efeito depende da dose anestésica empregada,
tempo de exposicdo e fisiologia de cada espécie. Segundo Parodi et al., (2012), para camardes,

sdo definidos dois estagios de anestesia: a) sedagdo, caracterizada pela perda parcial de
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equilibrio e presenca de resposta a estimulos externos; e b) a anestesia, caracterizada pela perda
total do equilibrio, mas sem resposta a estimulos externos, ou diferenca dos parametros de

qualidade da agua.

25  Oleos essenciais

Na aquicultura, as substancias mais utilizadas, principalmente devido a pressao dos
patogenos sobre o hospedeiro, séo desinfetantes parasiticidas e antibidticos. Porém, a utilizacao
desses compostos traz riscos a seguranca alimentar dos consumidores (LOVE et al., 2011), além
disso, pode ocasionar lesdes tdxicas aos organismos aquéticos e efeitos deletérios sobre o
ecossistema (TAVECHIO et al., 2009). Normalmente, estes produtos sdo altamente tdxicos e
capazes de afetar microrganismos ndo alvos, aumentando assim, a degradacdo ambiental (RICO
etal., 2012).

Nos dias atuais, tem-se buscado alternativas para prevencdo e tratamento de
enfermidades na aquicultura, havendo um crescimento do interesse pelo uso de produtos
naturais em vez de produtos sintéticos, a fim de garantir maior seguranca alimentar (SHAKYA
et al., 2015; AWAD; AWAAD, 2017). A biodiversidade no Brasil é a maior do mundo, com
cerca de 45 mil espécies de plantas superiores (entre 20 e 22% de todas as plantas existentes no
mundo) (DUTRA et al., 2016). Sendo assim, ha um interesse em produtos naturais terapéuticos
como os 6leos essenciais (OES), os quais sdo compostos volateis extraidos de plantas e sdo
utilizados frequentemente na aromaterapia e descritos como produtos de grande potencial
farmacol6gico, podendo ser obtidos através da extracdo de diferentes partes das plantas
aromaticas, como folhas, flores e frutos (EDRIS, 2007). Comumente, os OE apresentam em sua
composicao os terpenos hidrocarbonetos, tais como alcoois, cetonas, aldeidos estéres e fendis
(SUTILI et al., 2017), os quais tem ganhado destaque em estudos na aquicultura e que visam
comprovar sua eficdcia como compostos capazes de auxiliar na promocdo de crescimento e
melhora nas respostas metabdlicas dos peixes.

O 6rgéo responsavel pela regulamentacdo e comercializacdo das plantas medicinais com
fins terapéuticos no Brasil é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). De acordo
com a ANVISA, atualmente, h4 66 plantas permitidas para esta finalidade, dentre elas, dentro
da familia Verbenacea, destacam-se as espécies Lippia e Aloysia. Estas duas especies possuem
atividade anti-inflamatéria (DUTRA et al., 2016), antimicrobiana (AGUIAR et al., 2008),
antioxidante (SILVA DAMASCENO et al., 2018) e analgésica (SIQUEIRA-LIMA et al.,
2019). As mesmas ja foram testadas em aquicultura devido ao potencial antimicrobiano e
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antioxidante (MAJOLO et al., 2017; SOUZA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; PARODI,
et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2017). As informacbes do uso de 6Oleos essenciais e seus
compostos para espécies aquaticas sdo limitadas ainda, quando comparadas as informacdes
existentes para ruminantes (ZHANG et al., 2016).

Conhecida popularmente como erva-cidreira ou falsa-melissa, sendo originéria da
América do Sul, a Lippia alba é um arbusto aromatico (MARTINS et al., 2000; SILVA
JUNIOR, 1998) e possui ampla variabilidade quimica de compostos, sendo que seus 0leos
essenciais possuem varias utilizagbes na medicina popular e na fitoterapia. O componente
linalol (3,7-dimetil-octa-1,6-dien-3-ol), presente no déleo essencial, desperta interesse pelo seu
rendimento a partir da planta, sendo empregado nas industrias de aromatizantes, cosmeticos e
perfumes (JANNUZZI et al., 2010). A L. alba foi testada para jundia (Rhamdia quelen), para o
qual se mostrou seguro e eficaz, além disso, amenizando o estresse oxidativo em experimentos
de transporte simulado (CUNHA et al., 2010; AZAMBUJA et al., 2011).

A espécie Aloysia triphylla é conhecida como cidro, cidrdo ou limonete, também ¢é
nativa da América do Sul, tem porte arbustivo, ramificado e ereto, podendo chegar até 3 metros
de altura (LORENZI e MATOS, 2008). O cha das folhas apresenta propriedades antipirética,
analgésica e anti-inflamatoria, além de sedativas, antioxidantes e digestivas (EL-HAWARY et
al., 2012). A planta A. triphylla, foi testada no camaréo Litopenaeus vannamei, onde se obteve
um efeito eficaz na inducéo anestésica em niveis mais altos. Ja em concentracGes mais baixas,
apresentou efeito para obtencdo de sedacdo mais superficial em experimentos de transporte
simulado (PARODI et al., 2012).

A utilizacdo de compostos provenientes de plantas, os quais tem potencial antioxidante,
tem contribuido tanto para uma melhora no desempenho zootécnico quanto nos parametros
fisiolégicos e bioquimicos de diversos organismos aquéticos. Além disso, 6leos essenciais e
extratos naturais podem ser consideradas boas alternativas aos antibidticos e compostos
sintéticos, pois sdo mais seguros aos manipuladores, aos animais e ao meio ambiente. Desta
forma, os experimentos realizados durante a presente tese tiveram como objetivo compreender
se a adicdo dos 0Oleos essenciais de Lippia alba e Aloysia triphylla a dieta pode ndo resultar em
efeitos deletérios ou, até em mesmo, melhorar os pardmetros zootécnicos, fisiologicos e
bioguimicos de juvenis de Macrobrachium rosenbergii. Os resultados reportados neste estudo
poderdo servir de base para futuras pesquisas que busquem a utilizacdo de suplementos
alternativos a dieta e no manejo de camar@es de agua doce, os quais, conforme a literatura, tem

sido considerados também, como imunoestimulantes e promotores de crescimento. Por fim,
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torna-se necessario um maior nimero de pesquisas relacionando-se a utilizagdo de anestésicos
em invertebrados, nomeadamente, camarfes de dgua doce, visto que as hormas mais atuais de

bem-estar animal ja incluem estes organismos em suas diretrizes.
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3 OLEO ESSENCIAL Lippia alba NA DIETA DE Macrobrachium rosenbergii:
EFEITOS SOBRE AS ENZIMAS ANTIOXIDANTES E PARAMETROS DE
CRESCIMENTO
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O objetivo do presente estudo foi avaliar a sobrevivéncia, o desempenho zootécnico e as
enzimas antioxidantes em M. rosenbergii alimentadas com dietas suplementadas com diferentes
doses de 6leo essencial de Lippia alba (OELA). Os juvenis de Macrobrachium rosenbergii
(0,060 £ 0,004 g; 2,018 £ 0,071 cm) foram alimentados durante 60 dias com dietas contendo
diferentes doses de OELA: (0,0 - controle, 1,0 ou 2,0 mL de OELA / kg; em triplicata, com 20
camardes / réplica). Apos o periodo experimental, foram verificados os efeitos do OELA sobre
a sobrevivéncia, ganho de peso, comprimento, fator de condigéo e taxa de conversao alimentar,
a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST), a atividade da enzima antioxidante ndo
enzimatica glutationa reduzida (GSH), a peroxidacéo lipidica e as atividades Na*/K*-ATPase
no hepatopancreas e branquias, respectivamente. N&o houve diferencas significativas na
sobrevivéncia, parametros de crescimento e atividade branquial de Na/K-ATPase. No entanto,
as atividades da glutationa peroxidase (GPx) e glutationa-S-transferase (GST) foram menores
nos hepatopancreas de camardes alimentados com 1,0 mL de dieta OELA / kg em comparacao
ao controle. Além disso, a atividade da enzima superoxido dismutase foi maior nos
hepatopancreas de camardes que receberam 2,0 mL de dieta OELA / kg em comparacdo com
aqueles alimentados com 1,0 mL de OELA / kg dieta. Embora a adi¢do de ambas as doses de
OELA néo tenha melhorado os parametros de sobrevivéncia e crescimento de M. rosenbergii,
essas doses contribuiram para diminuir a peroxidacao lipidica. Além disso, a dose de 2,0 mL
de dieta OELA / kg contribuiu para aumentar as atividades de enzimas antioxidantes no
hepatopéancreas, melhorando o status antioxidante a fim de evitar a perda de funcdes bioldgicas
e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células
e tecidos e, portanto, a dose de 2,0 mL de OELA pode ser recomendada como suplementacao
dietética para M. rosenbergii.

Palavras-chave: aditivos alimentares; camardo de agua doce; analise bioquimica.
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EFFECTS ON ANTIOXIDANT ENZYMES AND GROWTH PARAMETERS

ABSTRACT
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The aim of the current study was to evaluate the survival, the zootechnical performance and
antioxidant enzymes in M. rosenbergii fed diets supplemented with different doses of Lippia
alba essential oil (OELA). Macrobrachium rosenbergii juveniles (0.060 + 0.004 g; 2.018 *
0.071 cm) were fed for 60 days with diets containing different doses of OELA: (0.0 - control,
1.0 or 2.0 mL of OELA/Kg; in triplicate, with 20 prawns/replica). After the experimental period,
the effects of OELA on survival, weight gain, length, condition factor and feed conversion rate,
the activity of the antioxidant enzymes: superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPx), and glutathione-S-transferase (GST), besides the activity of the
non-enzymatic antioxidant enzyme: reduced glutathione (GSH), lipid peroxidation and Na* /
K* -ATPase activities in the hepatopancreas and gills, respectively, were evaluated. There were
no significant differences in survival, growth parameters and Na/K-ATPase gills activity.
However, the activities of glutathione peroxidase (GPx) and glutathione-S-transferase (GST)
were lower in the hepatopancreas of shrimp fed 1.0 mL of OELA / kg diet compared to the
control. Moreover, the activity of the superoxide dismutase enzyme was higher in the prawn
hepatopancreas that received 2.0 mL of OELA/Kg diet compared to those fed 1.0 mL. Although
the addition of both doses of OELA did not improve the parameters of survival and growth of
M. rosenbergii, these doses contributed to decrease lipid peroxidation. Furthermore, the 2.0 mL
dose of OELA/Kkg diet contributed to increase the activities of antioxidant enzymes in the
hepatopancreas, improving the antioxidant status in order to avoid the loss of biological
functions and/or homeostatic imbalance, the manifestation of which is the damage potential
oxidative effect against cells and tissues and, therefore, the 2.0 mL dose of OELA can be
recommended as a dietary supplement for M. rosenbergii.

Keywords: growth metrics; feed additives; antioxidant enzymes; freshwater prawn;
biochemical analysis.

3.1  Introdugéo
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A producéo de crustaceos tem mostrado um aumento constante nos ultimos anos (de
2010 a 2016) atingindo 7.862 milhGes de toneladas no ano de 2016 (FAO, 2018), sendo o
camardo gigante, Macrobrachium rosenbergii (DE MAN, 1879), responsavel por 3% desse
total (cerca de 234.000 toneladas). Assim, M. rosenbergii é considerado uma fonte de alimento
humano comercialmente importante e, além disso, varios estudos mostraram que esta espécie
pode ser adaptada as condicdes de cultivo ou laboratério (BALLESTER et al., 2017,
BALLESTER, MAURENTE, HELDT, e DUTRA, 2018; COHEN, RA'ANAN, e BRODY,
1981. COHEN, RA'ANAN, RAPPAPORT, e ARIELI, 1983; NEGRINI et al., 2017,
VALENTI, DE MELLO, e CASTAGNOLLI, 1993). Portanto, esta espécie € um modelo
bioldgico adequado para investigacdo e desenvolvimento de novas metodologias que reduzam
0 estresse devido aos procedimentos de aquicultura, como biometria, transporte e manejo.

Nos ultimos anos, varios estudos sobre o uso de aditivos bioldgicos, como os 6leos
essenciais (OEs) obtidos de plantas, na dieta de organismos aquaticos, tém sido relatados
(ASADI et al., 2018; SACCOL et al., 2013 SOUZA et al., 2015; ZEPPENFELD et al., 2016).
Essa abordagem esta relacionada ao aumento da populacdo humana e a necessidade de uma
producdo maior e natural de aquicultura no menor tempo possivel, sem causar efeitos adversos
nos organismos aquaticos (ASADI et al., 2018). Compostos fenolicos e terpenoides de aditivos
vegetais possuem atividade antioxidante, atuando como sequestrantes de radicais, modificando
a flora intestinal, aumentando a digestibilidade e a absorcdo de nutrientes e, consequentemente,
melhorando o desempenho de crescimento e resposta imune (GIANNENAS et al., 2012;
HARIKRISHNAN, BALASUNDARAM, e HEO, 2011; NICIFOROVIC et al., 2010; TAYAG
et al., 2010). No entanto, a adi¢do de novos componentes dietéticos pode resultar em algum
estresse, como desequilibrio nutricional, que afeta a saude e o desempenho animal e leva ao
estresse oxidativo.

Esse estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e o sistema antioxidante, essencial para manter a homeostase do organismo
(BETTERIDGE, 2000). O sistema de defesa antioxidante inclui as enzimas antioxidantes
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase
(GR) e glutationa-S-transferase (GST), e também antioxidantes ndo enzimaticos, como
glutationa reduzida (GSH), carotendides, acido ascorbico, retinol e a-tocoferol (AZAMBUJA
etal., 2011; LUSHCHAK, 2011; YANG et al., 2011). SituagOes estressantes podem interferir
no metabolismo intermediario dos crustaceos, através de agdes especificas sobre importantes

enzimas relacionadas aos processos de degradacdo de carboidratos, lipidios e aminoacidos
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(JIANG et al.,, 2009) ou até mesmo de proteinas osmorreguladoras (JAHN, CAVAGNI,
KAISER e KUCHARSKI, 2006). Além disso, os compostos antioxidantes sdo sintetizados
pelas plantas como produtos secundarios atuando como mecanismos de defesa contra a
producdo de ROS e evitando o dano oxidativo (NICIFOROVIC et al., 2010). Vérios estudos
tém relatado o uso de ervas medicinais para melhorar o crescimento, status antioxidante,
resposta imune e sobrevivéncia em especies de crustaceos (ASADI et al., 2018; IMMANUEL
et al., 2004; LIU et al., 2010; VASEEHARAN et al., 2011; WANG et al. 2017; YUDIATI et
al., 2016). No entanto, as respostas a adi¢do de 6leo essencial de Lippia alba (OELA) na dieta
de M. rosenbergii ndo foram investigadas até 0 momento.

Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Verbenaceae) € um arbusto aromatico distribuido
mundialmente (HENNEBELLE et al., 2008). Para alguns organismos aquaticos 0 OELA tem
demonstrado efeito anestésico, melhora na qualidade da agua, além de melhora dos parametros
fisiologicos e bioquimicos e das respostas antioxidantes (AZAMBUJA et al., 2011; BECKER
etal., 2012, 2016; CUNHA et al., 2010, 2011; HOHLENWERGER et al., 2016, 2017; PARODI
et al., 2012; SALBEGO et al., 2017; SIMOES et al., 2017; SOUZA et al., 2018a; TONI et al.,
2014). Efeitos positivos da adigdo dietética de OELA foram encontrados no jundi, Rhamdia
quelen, no qual houve uma diminuigdo da peroxidacéo lipidica e um aumento nas reservas de
lactato e glicogénio, além de melhorar a resposta antioxidante tecidual (SACCOL et al., 2013),
e uma melhora na conversdo alimentar e atividade imunolégica natilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) (SOUZA et al., 2018b). Dessa forma, a analise do estresse oxidativo parece relevante
para a compreensdo da fisiologia e do desempenho de crescimento do camarao alimentado com
suplementacdo dietética de OELA.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia, o desempenho de
crescimento e as enzimas antioxidantes em M. rosenbergii alimentadas com dietas
suplementadas com diferentes doses de OELA. Além disso, esta € a primeira descricdo dos

efeitos da adicdo dietética de um OE na atividade da Na*/K* - ATPase em crustaceos.

3.2 Materiais e métodos
3.2.1 Material

Todas as solucGes foram preparadas utilizando agua Millipore Milli-Q ultrapura,
apirogénica e todos os reagentes utilizados eram da mais alta pureza comercialmente
disponivel. Tris, ATP ditris sal, piruvato quinase (PK), fosfoenolpiruvato (PEP), NADH, acido
N- (2-hidroxietil) piperazina-N'-etanossulfonico (HEPES), lactato desidrogenase (LDH),
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agarose, borato de sddio, alameticina, EDTA e ouabaina, foram adquiridos a Sigma-Aldrich
Chemical Co. (EUA).

3.2.2 Material vegetal e extracdo de oleo essencial

O oleo essencial de Lippia alba (OELA) foi obtido por destilagdo a vapor de folhas
frescas por 3h em aparelho de Clevenger (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2007) e
armazenado a - 4°C até sua utilizacdo. O OE foi analisado em um GC Agilent 7890A acoplado
a um espectrometro de massas 5975C com uma coluna capilar de silica fundida n&o polar HP5-
MS (5% fenil - 95% methylsiloxane, 30 mx 0,25 mm id x 0,25 mm espessura da pelicula) e EI-
MS de 70 eV. Pardmetros de analise - gas carreador: He (1 mL min™); entrada dividida: 1: 100;
temperatura do injetor e do detector: 250°C; Programa de temperatura: 40°C por 4 min e 40°C
- 320°C a 4°C min. Os componentes da OE foram identificados por meio da comparagdo dos
espectros de massa e indice de retencéo de Kovats com os dados da literatura (NIST, 2010). A
analise quantitativa foi realizada em um cromatografo a gas Agilent 7890A equipado com um
detector de ionizacdo de chama, usando uma coluna com 0S MesmOos recursos e programa
descritos acima, exceto a injecdo no modo sem divisor e as temperaturas do injetor e detector a
300 °C. A amostra de OE foi injetada em triplicata e a porcentagem relativa dos componentes

foi estimada pela integracéo da area do pico obtida a partir dos cromatogramas FID (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial Lippia alba.

IR"experimental  IR* literatura? Composto quimico Composto percentual

971 973 Sabinene 0,68
992 985 B-Pinene 6,07
1003 1010 Limonene 1,57
1029 1031 1,8-Cineole 6,58
1048 1050 B-E-ocimene 3,67
1111 1100 Linalool 59,93
1129 1130 1,3,8-p-Menthatriene 3,47
1200 1200 Carveol 1,07
1205 1202 Myrtenol 0,77
1267 1269 a-Citral 1,81
1415 1415 -Caryophyllene 3,45
1476 1481 -Cubebene 1,30
1552 1550 Selina-3,7(11)-diene 0,30

Compostos identificados 90,74

“IR=Indice de retencéo; NIST, 2010.

3.2.3 Camardes, desenho experimental e fabricacdo de dieta experimental
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Juvenis de Macrobrachium rosenbergii (n = 180) foram obtidos do Laboratério
Comercial LACQUA localizado em Palotina, PR, Brasil e transportados para o Laboratorio de
Carcinicultura da Universidade Federal do Parana (UFPR), Setor Palotina, no qual foram
mantidos durante o periodo de aclimatacdo (15 dias ) em tanques circulares (200L, densidade
de 50 camardes / m?), com filtragdo mecénica e bioldgica.

O delineamento experimental foi constituido por nove tanques (300 L, com densidade
de 40 camardes / m?, equivalentes a 20 camardes / tanque), com sistema de recirculagdo de
agua, aeracdo adequada e controle de temperatura sob fotoperiodo natural de 12 horas de luz
diurna. Os camardes utilizados nos experimentos apresentaram peso inicial e comprimento de
0,060 £ 0,004 g e 2,018 £ 0,071 cm, respectivamente (média + EPM). Além disso, 0s
parametros de qualidade da &gua foram monitorados e controlados conforme relatado por
Ballester et al. (2018), e os valores foram os seguintes (média + DP): temperatura (27,28 + 2,17
° C), pH (8,18 £ 0,46), oxigénio dissolvido (7,97 £ 0,92 mg / L), nitrogénio amoniacal total
(0,001 £ 0,0002 mg N / L), nitrito (0,004 £ 0,0007 mg / L), nitrato (3,46 = 1,15 mg / L),
alcalinidade (95,0 £ 9,0 mg CaCOz/ L) e dureza (53,0 + 10,0 mg CaCOs/ L).

Os nove tanques foram, entéo, divididos em trés grupos experimentais com as seguintes
dietas: 0,0 (controle), 1,0 ou 2,0 mL de OELA por kg de dieta (36% de proteina bruta (MITRA,
CHATTOPADHYAY E MUKHOPADHYAY, 2005; REED e D ABRAMO, 1989) (Tabela 2).
Para a preparacdo de dietas experimentais, todos os ingredientes sélidos foram moidos (0,5
mm) em um moinho de martelos e, posteriormente, todos os ingredientes foram misturados de
acordo com a formulacdo (Tabela 2) para processamento. Os péletes foram fabricados em uma
peletizadora experimental pré-umedecendo a mistura com agua a uma temperatura de 35° C.
Apbs a peletizacdo, os péletes (1 mm) foram secos em estufa de ar forcado por 24 horas a 45°C
e armazenadas refrigeradas para uso posterior. Os camardes foram alimentados, durante 60 dias,
trés vezes ao dia (8:30 h, 13:30 h, e 18:30 h) com taxa de alimentacdo inicial equivalente a 15%
da biomassa. A quantidade de racdo foi ajustada a cada duas semanas com base no peso e no
nimero de camardes em cada tanque, mas mantendo a porcentagem relatada acima. Os tanques
foram sifonados para remover os alimentos e fezes ndo consumidos 30 minutos antes da

alimentacéo.

Tabela 2. Ingredientes e composicao das dietas experimentais.

Dieta
Ingredientes (%) Controle OELA 1,0 OELA 2,0
Milho moido 41,98 41,98 41,98
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Farinha de peixe 25,00 25,00 25,00
Farelo de soja 25,00 25,00 25,00
Oleo de soja 5,00 4,90 4,80
Amido 2,00 2,00 2,00
Suplemento vitaminico e mineral* 1,00 1,00 1,00
Hidroxitolueno butilato (BHT) 0,02 0,02 0,02
OELA** 0,00 0,10 0,20
Total 100,0 100,0 100,0
Composicao centesimal

Energia (kJ/Kg) 18,57 18,54 18,60
Extrato Etéreo (%) 10,49 10,67 10,79
Umidade (%) 8,72 8,16 8,43
Matéria seca (%) 91,28 91,84 91,57
Proteina bruta (%) 36,00 36,00 36,00
Cinza (%) 11,11 10,92 11,07
Fibra Bruta (%) 6,28 6,25 7,97
ENN*** (%) 27,40 28,00 25,74

* Suplemento vitaminico e mineral - vitamina (niveis de garantia por kg): 16875 Ul de vitamina A, 3375 Ul de
vitamina D3, 200 Ul de vitamina E, 6,7 mg de vitamina K3, 120 mg de vitamina B, 36 mg de vitamina B2, 25,5
mg de vitamina B6, 45 mcg vitamina B12, 1200 mg de vitamina C, 11,2 mg de acido félico, 67,5 mg de acido
pantoténico, 170 mg de acido nicotinico, 1,68 mg de biotina, 265 mg de inositol e mineral (niveis de garantia por
kg): 65 mg de ferro, 13,8 mg de cobre, 150 mg de zinco, 85 mg de manganés, 0,35 mg de cobalto, 1,3 mg de iodo
e 0,4 mg de selénio. **OELA (bleo essencial de Lippia alba: a porcentagem corresponde a 0,00, 1,00 e 2,00 mL /
kg de OELA). *** Extrativo ndo nitrogenado.

3.2.4 Parametros de desempenho

Ap0s o periodo experimental, os parametros de sobrevivéncia e crescimento dos animais
foram avaliados. Os camarfes foram medidos com paquimetro digital 402 (King Tools®) e
pesados (Analytical Scale AY 220; Marte®) nos dias 0 e 60 do experimento para avaliacdo do
peso final, ganho de peso (GP), taxa de conversdo alimentar (TCA), taxa de crescimento
especifica (TCE) e comprimento total (medido pela distancia linear entre a extremidade do
rostro até a ponta do telson) e padrdo (distancia linear da margem posterior da Orbita ocular até
a base do telson), respectivamente. Esses parametros foram calculados da seguinte forma:
- Sobrevivéncia (%) = (numero final de camardes / nimero inicial de camardfes) x 100;
- Ganho de peso (%) = ((peso final - peso inicial) / peso inicial) x 100;
- Taxa de crescimento especifica (TCE% por dia) = [(peso final - peso inicial) / dias do
experimento] x 100;
- Fator de condicé&o corporal = [peso total(g) / [comprimento padrdo (cm) ~ 3]] x 100;
- Taxa de conversao alimentar (TCA) = (alimento consumido, g) / (ganho de peso, g).

3.2.5 Coleta de amostras para analise bioguimica
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Ap0s 60 dias experimentais, 0s camardes juvenis (n = 15 por grupo experimental) foram
cobertos com gelo moido por cerca de 1 min, até que estivessem totalmente imoveis. O
hepatopancreas e as branquias foram retirados e imediatamente armazenados a -80°C para
determinacdo das atividades das enzimas antioxidantes e peroxidacdo lipidica e Na*/K* -
ATPase, respectivamente, seguindo os protocolos descritos por Souza et al. (2018a) e Lucena,
McNamara e Leone (2017).

O ensaio da atividade total da SOD (expressa como unidades SOD por mg de proteina)
foi baseado na oxidacdo do pirogalol, um processo altamente dependente do superdéxido
(MARKLUND, 1985). A atividade da GPx foi estimada através da oxidagdo do NADPH a 340
nm (WENDEL, 1981), e os resultados foram expressos em unidades por miligrama de proteina.
A atividade da GST (expressa em unidades por mg de proteina) foi determinada de acordo com
Mannervik e Guthenberg (1981) com ligeiras modifica¢Oes, estimando-se a taxa de formagéo
de dinitrofenil-S-glutationa a 340 nm. Os niveis de peroxidacéo lipidica (LPO) foram estimados
de acordo com o ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) (BUEGE e
AUST, 1978) e os resultados foram expressos em nmol MDA / mg de proteina.

A atividade total (Na*, K¥) - ATPase foi realizada a 25°C num sistema de acoplamento
PK / LDH no qual a hidrélise de ATP foi acoplada a oxidacdo de NADH de acordo com Leone
et al. (2012). Neste sistema, o fosfato liberado durante a hidrélise do ATP pela (Na*/K*) -
ATPase é convertido em ATP, enquanto o fosfoenolpiruvato é convertido em piruvato pela
piruvato quinase. O piruvato é convertido em lactato concomitante com a oxidacdo de NADH.
A taxa de hidrélise do ATP pela (Na*/K") - ATPase foi estimada pelo monitoramento dos titulos
de NADH, e a oxidacdo do NADH foi monitorada a 340 nm (~ 340 nm, pH 7,5 = 6.200 mol /
L / cm) em um UV Shimadzu 1800, espectrofotémetro equipado com suportes de células com

termostato.

3.2.6 Declaracdo de ética

Estudos com invertebrados no requerem autorizacio do Comité de Etica e Bem-Estar
Animal tanto da Universidade do Oeste do Parand (UNIOESTE) quanto da Universidade
Federal do Parana (UFPR).

3.2.7 Anélises estatisticas
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Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). O teste de
Levene foi usado para avaliar a homogeneidade das variancias dos dados. Todos os dados
mostraram variancias homogéneas e foram comparados usando uma andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida do teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas com o
software Statistica Software 7.0 (Stat Soft, Tulsa, OK, EUA) e as diferencas foram consideradas

significativas quando P <0,05.

3.3 Resultados
3.3.1 Desempenho zootécnico

A sobrevivéncia dos camardes ndo apresentou diferenca significativa (P> 0,05) entre os
tratamentos e variou entre 76% e 83% (Tabela 3). Além disso, ndo houve diferencas
significativas no ganho de peso e taxa de crescimento especifico e outros parametros
zootécnicos (P> 0,05) dos camardes alimentados com dietas contendo OELA em relagdo ao

grupo controle (Tabela 3).

Tabela 3. Desempenho de crescimento e sobrevivéncia do camardo Macrobrachium
rosenbergii alimentado com dietas contendo diferentes doses de 6leo essencial de Lippia alba

Dieta (mL OELA por kg de dieta)

0,0 1,0 2,0
Peso final (g) 0,29 £ 0,02 0,30 £ 0,01 0,28 £ 0,02
Comprimento final total (cm) 3,25+£0,11 3,21 +£0,08 3,22+0,14
Comprimento final padréo (cm) 2,77 £0,09 2,79 + 0,07 2,73+0,12
Sobrevivéncia (%) 83,33+ 8,33 76,67 £ 1,67 81,67 + 11,67
Ganho de peso (%) 333,33£20,76 319,05+20,77 318,05 + 31,22
TCE (% por dia) 2,44 £+ 0,08 2,38+ 0,08 2,37+£0,13
Fator de condicéo (g/cm®) 1,39 + 0,08 1,40 + 0,07 1,41 + 0,09
TCA (9/9) 3,75+0,22 4,23 +0,35 4,34+116

Os valores sdo expressos como a média + desvio padrdo (n = 3, P <0,05). TCE = taxa de crescimento especifica,
TCA = taxa de conversdo alimentar. Os comprimentos totais e pesos iniciais foram os seguintes, respectivamente:
2,018 £ 0,071 cm e 0,060 £ 0,004 g.

3.3.2 Analises bioguimicas

A atividade da SOD no hepatopancreas foi 39% maior (P <0,05) em camardes
alimentados com 2,0 mL de OELA por kg de dieta do que aqueles alimentados com 1,0 mL de
EOLA por kg de dieta (Figura 1A). Atividades de GPx e GST foram menores (cerca de 20% e
42,5%, respectivamente; P <0,05) no hepatopancreas de M. rosenbergii alimentados com 1,0
mL OELA por kg de dieta comparado ao controle e 2,0 mL OELA por kg de grupos dietéticos
(Figuras 1B e 1C). Os niveis de TBARS foram menores (P <0,05) no hepatopancreas de

camarao alimentado com 1,0 (55%) e 2,0 (50%) mL OELA por kg de dieta, comparado com o
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grupo controle (Figura 1D). As dietas contendo OELA néo apresentaram efeito significativo
(P> 0,05) na atividade branquial da Na*/K* — ATPase (Figura 2).
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Figura 1. Superoxido dismutase (SOD) (A), glutationa peroxidase (GPx) (B), atividade de
glutationa-s-transferase (GST) (C) e niveis de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS) (D) no hepatopancreas de Macrobrachium rosenbergii alimentados com dietas
suplementadas com 6leo essencial de Lippia alba. Os valores sdo expressos como a média *
DP (n = 3). Letras minusculas indicam diferencas significativas entre as dietas (P <0,05).
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Figura 2. Atividade total (Na*/K*) - ATPase em branquias de Macrobrachium rosenbergii
alimentadas com dietas suplementadas com Gleo essencial de Lippia alba. Os valores sdo
expressos como a média = DP (n = 3, P <0,05).

3.4 Discussao
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Os efeitos da suplementagdo dietética com componentes herbaceos (flores, folhas,
sementes e raizes) ou OEs (obtidos de folhas) para peixes, camardes de agua salgada e camardes
de agua doce sobre o desempenho de crescimento, status antioxidante, resposta imune e
sobrevivéncia tém sido relatados (ASADI et al. al., 2018; FRANCIS, MAKKAR E BECKER,
2002; IMMANUEL et al., 2004; JI et al., 2007; LIU et al., 2010; SACCOL et al., 2013;
VASEEHARAN et al., 2011; et al., 2017; YUDIATI et al., 2016; ZEPPENFELD et al., 2016;
ZHENG et al., 2009). Embora alguns extratos vegetais ou OEs tenham aumentado o
desempenho do crescimento, principalmente devido aos efeitos positivos na digestéo, absor¢édo
e assimilacdo dos diversos nutrientes (WANG et al., 2017), o presente estudo mostrou que a
adicdo dietética de OELA ndo interferiu significativamente nestes parametros de desempenho
e sobrevivéncia. A suplementacao dietética com OELA (0,25 - 2,0 mL por kg de dieta) também
ndo afetou o crescimento e a sobrevivéncia do jundid (Rhamdia quelen) (SACCOL et al., 2013).
No entanto, a adi¢do de 2,0 mL de OELA por kg de dieta melhorou a taxa de conversdo
alimentar e o fator de condicdo corporal da tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (SOUZA et
al., 2018b). Finalmente, os resultados encontrados em nosso estudo podem estar relacionados
a uma menor suplementacdo dietética de OELA, principalmente, quando comparado ao estudo
realizado por Talpur e Ikhwanuddin (2012) com robalo asiatico (Lates calcarifer) que foram
alimentados com maiores concentracfes de alho (5 - 20 g por kg de racdo) apresentando uma
melhora significativa do crescimento, ganho de peso e conversdo alimentar, ou, ainda, atribuido
as espécies animais ou condicdes de cultivo / laboratorio (WANG et al., 2017).

O sistema de defesa antioxidante € um mecanismo bioquimico altamente conservado
em invertebrados e vertebrados (CHAINY, PAITAL E DANDAPAT, 2016). Sua principal
funcéo € proteger os organismos dos efeitos nocivos das espécies reativas de oxigénio (ERO),
que, em geral, podem oxidar biomoléculas (lipidios, carboidratos, proteinas e DNA)
prejudicando as funcdes celulares normais. Assim, a interrupcdo no equilibrio entre os sistemas
de oxidacdo e antioxidantes, por excesso na formacdo de ERO ou deplecdo de antioxidantes,
caracteriza o estresse oxidativo. As concentra¢fes de ERO podem interferir de duas maneiras
nos organismos: baixas concentracGes de ERO regulam varios processos fisioldgicos, enquanto
uma concentracao mais alta pode ser toxica, prejudicando as funcdes celulares (CHAINY etal.,
2016; HAN et al., 2018).

Os parametros proé/antioxidantes analisados no hepatopancreas de M. rosenbergii
(presente estudo) indicaram resultados interessantes e promissores e, em geral, o efeito

antioxidante da OELA corrobora os resultados obtidos em outras espécies. Além disso, é
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importante considerar que, nos crustaceos, o hepatopancreas € o principal centro metabdlico
para a producdo de ERO (BIANCHINI e MONSERRAT, 2007), e a maioria dos Gleos
essenciais possui potencial antioxidante devido, principalmente, a presenca de catadores
(varredores) radicais, fenolicos e compostos ndo fendlicos (FRANZ et al., 2010). Conforme
relatado no estudo de Saccol et al. (2013), os OELA tém constituintes de origem terpénica,
sendo o linalol o principal componente como 0 OELA utilizado na pesquisa.

No presente estudo, os camardes alimentados com as duas dietas suplementadas com
OELA apresentaram menor lipoperoxidagdo (LPO) (indicado por niveis mais baixos de
TBARS) nos hepatopéancreas em comparagdo ao controle. Entretanto, camardes alimentados
com 2,0 mL de OELA por kg de dieta apresentaram maiores atividades das enzimas
antioxidantes SOD, GPx e GST comparativamente aos alimentados com 1,0 mL de EOLA por
kg de dieta. O SOD ¢ responsavel pela remocéo do radical superéxido (O2™) aumentando a
producdo de perdxido de hidrogénio (H20z2), que é, entdo, capturado pelas enzimas catalase e /
ou GPx (LUSHCHAK e BAGNYUKOVA, 2006). Na sequéncia, 0 GPx catalisa a conversao
de H202 e hidroperoxidos organicos em produtos menos reativos, mantendo o equilibrio dos
radicais livres e reduzindo os danos oxidativos. Assim, o0s resultados encontrados em nosso
estudo indicam que a capacidade do sistema antioxidante do hepatopancreas foi eficiente na
reducdo do dano oxidativo: baixa LPO concomitantemente com altos niveis de SOD, GPx e
GST.

Além disso, a GST também atua contra a LPO conjugando xenobidticos e ERO a GSH
e favorecendo a desintoxicacdo (YANG et al., 2001). Curiosamente, a exposi¢do do camarao
branco Litopenaeus vannamei a 20-40 uL/L linalol (o principal composto do quimiotipo OELA
usado no presente estudo) por 8 h aumentou as atividades de LPO, CAT e GST nas branquias
e hepatopéancreas (BECKER et al., 2015). A adicdo dietética de OELA (0,5-2,0 mL por kg de
dieta) também reduziu os niveis de LPO em alguns tecidos de catfish, mas aumentou a atividade
de enzimas antioxidantes (SACCOL et al., 2013), possivelmente devido as suas propriedades
sedativas (CUNHA et al., 2010), o que poderia causar uma reducdo no metabolismo e no
consumo de oxigénio. Consequentemente, a reducao de ERO justifica os niveis mais baixos de
LPO encontrados no hepatopancreas de M. rosenbergii alimentados com dietas contendo
OELA.

A Na'/K* — ATPase é uma enzima chave envolvida em muitas atividades fisioldgicas,
estando presente nos iondcitos de branquias de organismos aquaticos (MCCORMICK, 1993;
STERN, BORUT, e COHEN, 1984). No presente estudo, o OELA dietético ndo implicou
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qualquer efeito sobre a atividade da Na*/K*-ATPase branquial do camardo M. rosenbergii, mas
jundias alimentados com 0,25 mL de EOLA por kg de dieta apresentaram um aumento na
atividade branquial da Na*/K* -ATPase, indicando que esta suplementacéo teve efeito sobre a
capacidade osmorregulatéria (SOUZA et al., 2015), o que ndo foi observado para os camardes.
Espécimes de jundié anestesiados com OELA (300 ou 450 pL/L) apresentaram aumento da

atividade da Na*/K*- ATPase branquial em relacdo ao grupo controle (TONI et al., 2014).

3.5 Concluséo

Embora ndo melhore o desempenho de crescimento e a taxa de sobrevivéncia,
recomenda-se a M. rosenbergii a suplementacdo com 2,0 mL de OELA por kg de dieta, pois
diminuiu a LPO e aumentou as enzimas antioxidantes, melhorando o status oxidativo do
camardo. No entanto, sdo necessarios mais estudos para confirmar o mecanismo exato pelo qual
0 OELA exerce suas propriedades antioxidantes, bem como se a bioatividade observada nos
resultados se deve a presenca de compostos principais ou € uma consequéncia de um efeito

sinérgico entre as varias moléculas contidas no OELA.
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4 OLEO ESSENCIAL DE Aloysia triphylla NA DIETA DE Macrobrachium
rosenbergii: EFEITOS SOBRE O DESEMPENHO ZOOTECNICO

RESUMO

Nas ultimas duas decadas, varios estudos relataram resultados positivos do uso de 6leos
essenciais de plantas (OE) como aditivo alimentar em varias espécies de animais.
Recentemente, essas alternativas nutricionais foram avaliadas e relatadas na producao de peixes
e, apesar de ainda escassos na producao de camardes, o uso dos OE tem sido estudado, a fim
de aumentar a resisténcia as doencas e prevenir surtos, bem como melhorar o crescimento e o
bem-estar dos animais. Sendo assim, o objetivo deste experimento foi avaliar o uso do 6leo
essencial de Aloysia triphylla (OEAT) na dieta de Macrobrachium rosenbergii e seus efeitos
sobre o desempenho zootécnico. Juvenis de M. rosenbergii (0,396 + 0,185 g; 3,062 + 0,608 cm)
foram alimentados durante 50 dias com dietas contendo diferentes doses de OEAT (0,0 -
controle, 1,0, 2,0 e 3,0 mL OEAT / kg de dieta; com cinco repeti¢bes). Apds o periodo
experimental, foram verificados os efeitos do OEAT sobre a sobrevivéncia que se manteve
acima de 84% para todos os tratamentos. N&o foi verificado efeito dos tratamentos para o ganho
de peso (294,89, 286,77, 289,19 e 318,64%, respectivamente), taxa de crescimento especifico
(2,74, 2,75, 2,71 e 2,86% / dia), fator de condicdo (2,75, 2,93, 3,02 e 2,90 g/cm?) e taxa de
conversao alimentar (2,36, 2,44, 2,52 e 2,23 g/g). A auséncia de efeito do OEAT, demonstra
que o mesmo nédo resulta em impactos negativos sobre os parametros de sobrevivéncia e
crescimento de M. rosenbergii.

Palavras-chave: aditivo alimentar, camardo de agua doce, juvenis.
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ESSENTIAL OIL OF Aloysia triphylla ON THE DIET OF Macrobrachium rosenbergii:
EFFECTS ON GROWTH PERFORMANCE

ABSTRACT

In the past two decades, several studies have reported positive results from the use of plant
essential oils (EO) as a feed additive in various animal species. Recently, these nutritional
alternatives have been evaluated and reported in fish production and, although they are still
scarce in prawn production, the use of EO has been studied in order to increase resistance to
diseases and prevent outbreaks, as well as to improve growth and animal welfare. Therefore,
the objective of this experiment was to evaluate the use of the essential oil of Aloysia triphylla
(EOAT) in the diet of Macrobrachium rosenbergii and its effects on productive performance.
Juveniles of M. rosenbergii (0.396 £+ 0.185 g; 3.062 £+ 0.608 cm) were fed for 50 days with diets
containing different doses of EOAT (0.0 - control, 1.0, 2.0 and 3.0 mL of EOAT diet / kg; with
five repetitions). After the experimental period, the effects of EOAT on survival were verified,
which remained above 84% for all treatments. There was no effect of treatments for weight
gain (294.89, 286.77, 289.19 and 318.64%, respectively), specific growth rate (2.74, 2.75, 2.71
and 2.86% / day), body condition factor (2.75, 2.93, 3.02 and 2.90 g / cm?) and feed conversion
rate (2.36, 2.44, 2.52 and 2.23 g/g). The lack of effect of the EOAT, demonstrates that it does
not result in negative impacts on the parameters of survival and growth of M. rosenbergii.

Keywords: food additive, freshwater prawn, juveniles.

4.1  Introducéo
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A producdo mundial de aquiculturaem 2016 foi de 80,0 milhGes de toneladas de animais
aquaticos sendo 54,1 milhdes de toneladas de peixes, 17,1 milhdes de toneladas de moluscos,
7,9 milhdes de toneladas de crustaceos e 938.500 toneladas de outros animais aquaticos. Entre
0s produtos da aquicultura, o camardo M. rosenbergii € uma espécie importante em muitos
paises devido ao seu alto valor comercial e, também, devido ao fato de se encontrar amplamente
disperso em muitas areas tropicais e subtropicais do mundo (NEW, 2002).

Com o intuito de melhorar a eficiéncia econdmica e o desempenho produtivo na
aquicultura, muitos estudos tém investigado o potencial de promotores de crescimento, como
antibidticos e agroquimicos (SANTOS et al., 2009). Dentro deste cenario, 0 interesse por
aditivos derivados de plantas tem-se intensificado nos ultimos anos, e bons resultados para
peixes ja foram relatados com 6leos essenciais, como 6leo de orégano (ZHENG et al., 2009);
extrato etandlico de cha verde (HWANG et al., 2013); gengibre (KANANI et al., 2014); dleo
de Aloysia triphylla (ZEPPENFELD et al., 2014) e 6leo de Lippia alba (SACCOL et al., 2013).

Os 6leos essenciais sdo considerados uma das mais importantes matérias-primas para a
industria alimenticia, farmacéutica e de perfumaria. Possuem peso molecular baixo e séo
complexos por serem substancias volateis e lipofilicas, além disso, sdo constituidas por
moléculas de natureza terpénica (MORAIS, 2009; GOMES et al., 2011).

O arbusto Aloysia triphylla, da Familia Verbenaceae, possui folhas e flores aromaticas
(MORGAN, 1997), sendo uma erva originaria do Chile, com propriedades adstringentes e
aromaticas, utilizada na culinaria como condimento e na Europa como aromatizante de
ambientes. Além disso, possui propriedade bactericida e inseticida (LORENZI e MATOS,
2008). A utilizacdo do 6leo essencial e a elevada demanda da industria farmacéutica e cosmética
proporcionam maior interesse no cultivo da espécie (CZEPACK e CRUCIOL, 2003). Apesar
de relatos dos seus beneficios para peixes e algumas espécies de camar@es, ndo ha trabalhos
relatando o uso do OEAT para a espécie M. rosenbergii.

Para acompanhar o desenvolvimento da carcinicultura, € necessario investigar e
estabelecer medidas para melhorar o desempenho zootécnico dos animais e 0 uso desses
produtos naturais podem trazer efeitos positivos. Sendo assim, o objetivo da presente pesquisa
foi avaliar o desempenho zootécnico de juvenis de M. rosenbergii alimentados com dietas
suplementadas com diferentes doses de OEAT.

4.2 Material e métodos
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4.2.1 Material vegetal e extracdo de 6leo essencial

O oleo essencial de Aloysia triphylla (OEAT) foi obtido por destilacdo a vapor de folhas
frescas por 3h em aparelno de Clevenger (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2007) e
armazenado a - 4°C até sua utilizagdo. O OE foi analisado em um GC Agilent 7890A acoplado
a um espectrometro de massas 5975C com uma coluna capilar de silica fundida n&o polar HP5-
MS (5% fenil - 95% methylsiloxane, 30 mx 0,25 mm id x 0,25 mm espessura da pelicula) e El-
MS de 70 eV. Parametros de analise - gas carreador: He (1 mL min™); entrada dividida: 1:100;
temperatura do injetor e do detector: 250°C; Programa de temperatura: 40°C por 4 min e 40°C
- 320°C a 4°C mint. Os componentes da OE foram identificados por meio da comparagao dos
espectros de massa e indice de retencdo de Kovats com os dados da literatura (NIST, 2010). A
analise quantitativa foi realizada em um cromatografo a gas Agilent 7890A equipado com um
detector de ionizagdo de chama, usando uma coluna com 0S mesmos recursos e programa
descritos acima, exceto a injecdo no modo sem divisor e as temperaturas do injetor e detector a
300 °C. A amostra de OE foi injetada em triplicata e a porcentagem relativa dos componentes
foi estimada pela integracdo da area do pico obtida a partir dos cromatogramas FID. Os detalhes
da extracdo de OE das folhas frescas e analises de composicao foram relatados em Zeppenfeld
et al. (2016).

4.2.2 Animais e Delineamento Experimental

Juvenis de Macrobrachium rosenbergii (n = 400) foram obtidos do Laboratério de
Carcinicultura da Universidade Federal do Parana (UFPR), Setor Palotina, no qual foram
mantidos durante o periodo de aclimatacdo (7 dias) em tanques circulares (200L, densidade de
50 camardes / m?), com filtragdo mecanica e bioldgica, alimentados com a dieta controle.

O delineamento experimental foi constituido por vinte tanques (100L com 20 camardes
/ tanque), com sistema de recirculacdo de &gua, aeracdo e controle de temperatura sob
fotoperiodo de 12 horas—luz/ 12 horas-escuro. Os camardes utilizados no experimento
apresentaram peso e comprimento iniciais de 0,396 + 0,185g e 3,062 + 0,608cm,
respectivamente (média £ DP). Os parametros de qualidade da agua foram monitorados e
controlados conforme relatado por Ballester et al. (2018), os valores foram os seguintes (média
+ DP): temperatura (29,12 + 1,46°C), pH (7,97 £ 0,27), oxigénio dissolvido (6,47 + 0,54 mg/L),
nitrogénio amoniacal total (0,047 £ 0,030 mg N/L), nitrito (0,035 £ 0,044 mg/L), nitrato (4,453
+ 4,377 mg/L), alcalinidade (83,0 + 7,51 mg CaCOa/L) e dureza (84,0 + 22,0 mg CaCO3 /L).
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As unidades experimentais (n=20) foram entdo divididas em quatro grupos
experimentais com as seguintes dietas: 0,0 (controle), 1,0, 2,0 e 3,0 mL de OEAT por kg de
dieta (30% de proteina bruta (MITRA, CHATTOPADHYAY E MUKHOPADHYAY, 2005;
REED ¢ D’ ABRAMO, 1989) (Tabela 4). Para a preparacdo das dietas experimentais, os
ingredientes sélidos foram moidos (0,8 mm) em um moinho de martelos e, posteriormente,
misturados de acordo com a formulacdo apresentada na Tabela 4 para processamento. Os
peletes foram fabricados em uma peletizadora experimental pré-umedecendo a mistura com
agua a uma temperatura de 35 °C. Apds a peletizacdo, os péletes (1 mm) foram secos em estufa
de ar for¢ado por 24 horas a 45°C e a ragédo foi armazenada sob refrigeracéo para uso posterior.
Os camar6es foram alimentados, durante 50 dias, trés vezes ao dia (9:30 h, 14:30 h, e 20:30 h)
com taxa de alimentacdo inicial equivalente a 15% da biomassa. A quantidade de racdo era
ajustada diariamente com base no consumo. Os tanques foram sifonados para remover 0s

alimentos e fezes ndo consumidos 30 minutos antes da alimentagé&o.

Tabela 4. Ingredientes e composicao das dietas experimentais.

Dieta

Ingredientes (%) Controle OEAT 10 OEAT20 OEAT30
Milho moido 41,98 41,98 41,98 41,98
Farinha de peixe 25,00 25,00 25,00 25,00
Farelo de soja 25,00 25,00 25,00 25,00
Oleo de soja 5,00 4,90 4,80 4,70
Amido 2,00 2,00 2,00 2,00
Suplemento vitaminico e

mineral* 1,00 1,00 1,00 1,00
Hidroxitolueno butilato (BHT) 0,02 0,02 0,02 0,02
OEAT** 0,00 0,10 0,20 0,30
Total 100,0 100,0 100,0 100,0
Composicao centesimal

Energia (kcal/g) 4,490 4,500 4,450 4,430
Extrato Etéreo (%) 4,85 4,77 5,10 5,18
Umidade (%) 4,68 4,52 4,79 4,54
Matéria seca (%) 95,32 95,48 95,21 95,46
Proteina bruta (%) 30,00 30,00 30,00 30,00
Cinza (%) 9,23 8,21 10,24 10,05
Fibra Bruta (%) 4,19 4,35 3,98 4,19
ENN*** (%) 51,73 52,67 50,68 50,58

* Suplemento vitaminico e mineral - vitamina (niveis de garantia por kg): 16875 Ul de vitamina A, 3375 Ul de
vitamina D3, 200 Ul de vitamina E, 6,7 mg de vitamina K3, 120 mg de vitamina B, 36 mg de vitamina B2, 25,5
mg de vitamina B6, 45 mcg vitamina B12, 1200 mg de vitamina C, 11,2 mg de &cido fdlico, 67,5 mg de &cido
pantoténico, 170 mg de acido nicotinico, 1,68 mg de biotina, 265 mg de inositol e mineral (niveis de garantia por
kg): 65 mg de ferro, 13,8 mg de cobre, 150 mg de zinco, 85 mg de manganés, 0,35 mg de cobalto, 1,3 mg de iodo
e 0,4 mg de selénio. **OEAT (6leo essencial de Aloysia triphylla: a porcentagem corresponde a 0,00, 1,00 2,00 e
3,00mL / kg de OEAT. *** Extrativo ndo nitrogenado.
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4.2.3 Parametros de desempenho

Apbs o periodo experimental, os parametros de sobrevivéncia e crescimento dos animais
foram avaliados. Os camarGes foram medidos com paquimetro digital 402 (King Tools®) e
pesados (Analytical Scale AY 220; Marte®) nos dias 0 e 50 do experimento para avaliagdo do
peso final, ganho de peso (GP), taxa de conversdo alimentar (TCA), taxa de crescimento
especifica (TCE) e comprimento total (medido pela distancia linear entre a extremidade do
rostro até a ponta do telson) e padréo (distancia linear da margem posterior da Orbita ocular até
a base do telson), respectivamente. Esses parametros foram calculados da seguinte forma:
- Sobrevivéncia (%) = (numero final de camardes / nimero inicial de camardes) x 100;
- Ganho de peso (%) = ((peso final - peso inicial) / peso inicial) x 100;
- Taxa de crescimento especifica (TCE% por dia) = [(peso final - peso inicial) / dias do
experimento] x 100;
- Fator de condicdo corporal = [peso total (g) / [comprimento padrdo (cm) ” 3]] x 100;

- Taxa de conversao alimentar (TCA) = (alimento consumido, g) / (ganho de peso, g).

4.2.4 Declaracao de ética

Estudos com invertebrados no requerem autorizacio do Comité de Etica e Bem-Estar
Animal tanto da Universidade do Oeste do Parand (UNIOESTE) quanto da Universidade
Federal do Parana (UFPR).

4.2.5 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). A
homocedasticidade e homogeneidade entre os grupos foram avaliadas através dos testes de
Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Os dados que mostrarem variancias homogéneas
foram comparados usando uma analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida do teste
de Tukey. Todas as analises foram realizadas com o software Statistica Software 7.0 (Stat Soft,

Tulsa, OK, EUA) e as diferencas foram consideradas significativas quando P <0,05.

4.3  Resultados
4.3.1 Desempenho zootécnico
A sobrevivéncia dos camardes ndo apresentou diferenca significativa (P> 0,05) entre 0s

tratamentos (Tabela 5). Alem disso, ndo houve diferencas significativas no ganho de peso, taxa
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de crescimento especifico e outros parametros zootécnicos (P> 0,05) dos camardes alimentados

com dietas contendo OEAT em relacdo ao grupo controle (Tabela 5).

Tabela 5. Desempenho de crescimento e sobrevivéncia do camardo Macrobrachium rosenbergii alimentado com
dietas contendo diferentes doses de 6leo essencial de Aloysia triphylla
Dieta (mL OEAT por kg de dieta)

0,0 1,0 2,0 3,0

Sobrevivéncia (%) 87,14 £ 9,31 85,71 £ 10,10 84,29 £ 9,31 87,14 +£ 10,59
Peso final (g) 156 +£0,17 1,57 £0,08 154+0,11 1,66 +£0,12
Comprimento final padrdo (cm) 3,84 +£0,15 3,73+£0,15 3,71+ 0,08 3,85+ 0,05
Ganho de peso (%) 294,89 + 44,03 296,77 £ 20,47 289,19 + 28,84 318,64 + 29,60
TCE (% por dia) 2,74 +0,21 2,75 +0,10 2,71 +0,15 2,86 +0,14
Fator de condigdo (g/cm?®) 2,75+0,16 2,93+0,24 3,02 +0,15 2,90+0,21
TCA (9/9) 2,36 £ 0,24 2,44 +£0,27 2,52 +0,17 2,23+0,22

Os valores sdo expressos como a média + desvio padrdo (n = 5, P <0,05). TCE = taxa de crescimento especifica, TCA = taxa de
conversdo alimentar. Os comprimentos totais e pesos iniciais foram os seguintes, respectivamente: 3,062 + 0,608 cm e 0,396 + 0,185 g.

4.4 Discusséo

Ainda sdo escassas as informacdes sobre uso de Oleos essenciais no desempenho
zootécnico de camardes, porém, ha alguns estudos utilizando extratos vegetais em dietas para
promover crescimento e eficiéncia alimentar em invertebrados que tém sido relatados nas
ultimas décadas, como para o Penaeus indicus (IMMANUEL et al., 2004), abalone Haliotis
discus hannai (LEE et al., 2001), onde Obosan e R. communis, respectivamente, trouxeram
efeitos positivos para o desempenho zootécnico. Para Litopenaus vannamei (WANG et al.,
2017) avaliou-se Rhodiola rosea na dieta e ndo foram verificadas diferencas significativas para
0s parametros de desempenho, assim como no presente trabalho.

Alguns estudos relatam os efeitos do uso do 6leo essencial de A. triphylla para
Oreochromis niloticus, onde os autores ndo relatam impacto em relacdo a sobrevivéncia,
entretanto, observaram um efeito linear positivo com a suplementacéo nos parametros de peso
final, ganho de peso e taxa de crescimento especifico (DE SOUZA et al., 2019). Por outro lado,
0 mesmo Oleo ndo causou alteracBes nos parametros zootécnicos de zebrafish, Danio rerio
(ZAGO et al., 2018), assim como no presente estudo. Cagol et al. (2020) também néo
observaram efeitos sobre os parametros zootécnicos para M. rosenbergii testando a adi¢do do
6leo essencial de Lippia alba, apesar de terem relatado impactos positivos nas atividades da
glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase. Além disso, neste mesmo estudo foi verificado
que a atividade da enzima superdxido dismutase foi maior nos hepatopéancreas de camardes que
receberam 2,0 mL de dieta OELA / kg em comparacdo com aqueles alimentados com 1,0 mL
de OELA / kg dieta.
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A sobrevivéncia no presente estudo foi superior a relatada por Zhou et al. (2007) para
juvenis de L. vannamei (42 a 61%). Ainda sobre a mesma espécie, Ly et al. (2019) testaram
diferentes dosagens de um acido organico, o diformiato de potassio, e uma dieta comercial, e
obtiveram taxas de sobrevivéncia superiores a do presente trabalho para as dietas contendo
dosagens de diformiato de potassio (93,33 a 100%), poréem, também observaram uma taxa de
sobrevivéncia inferior, utilizando a dieta comercial (73,33%).

O fator de condicdo corporal verificado na pesquisa atual foi adequado, e também
melhor, do que a relatada por Murphy et al. (2012), além disso, pode ser comparavel a relatos
anteriores para M. rosenbergii (D’ABRAMO E SHEEN, 1994; NAIK, 1998). Segundo a FISH
BREEDING ASSOCIATION (2003), um fator de condic¢do < 1,8 indica condic@es precérias de
bem-estar, enquanto um fator de condicdo > 2 indica que 0s peixes estdo em bom estado
fisiologico, além disso, o fato de condicdo deve permanecer constante, independentemente do
tamanho que possa vir a ter, em um determinado periodo (CARMO et al., 2008).

A composic¢do quimica de cada 6leo essencial pode ser diferente e resultar em diferencas
qualitativas e quantitativas decorrentes dos quimiotipos distintos, fatores genéticos, origem,
macro e micronutrientes do solo, local de extracdo dos 6leos, método de extracdo entre outros
(NABRDALIK E GRATA, 2016). Os principais componentes do OEAT encontrados por Souza
etal. (2017) foram a-citral (39,91%), E-carveol (25,36%) e limoneno (21,52%) enquanto Souza
et al.(2016) teve como principais constituintes o geranial (28,97%), neral (16,12%), B-
cariofileno (8,50%).

Sendo assim, a composi¢do quimica de cada OE esta relacionada com a genética da
planta que pode interferir no potencial anestésico, sendo ainda influenciada por fatores
abioticos, tais como temperatura, pluviosidade, ventos, tipo de solo, sazonalidade entre outros
(FIGUEIREDO, 2008; SILVA et al.,, 2012). Além disso, ainda sdo necessarias pesquisas
relacionadas aos parametros bioquimicos e fisioldgicos do OEAT para a espécie M. rosenbergii.

45  Conclusdo

A adicdo do 6leo essencial A. triphylla na dieta para juvenis de M. rosenbergii ndo
causou prejuizos no desempenho zootécnico, no entanto, € necessario realizagdo de estudos
adicionais no que se refere a parametros bioquimicos e fisiologicos para melhor compreenséo

de seus efeitos para o M. rosenbergii.
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5 EFEITO DO POTENCIAL ANESTESICO DO OLEO ESSENCIAL DE Aloysia
triphylla EM POS-LARVAS DE Macrobrachium rosenbergii

RESUMO
Nos Ultimos anos, tem-se observado um aumento nos estudos que avaliam os efeitos da adi¢éo
de bleos essenciais na dieta de organismos aquaticos. Além disso, uma melhor compreensédo do
potencial anestésico destes 6leos é importante, principalmente quanto a sua utilizacdo em
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procedimentos de rotina na aquicultura. Desta forma, este estudo objetivou avaliar o potencial
anestésico do Oleo essencial de Aloysia triphylla (OEAT) em pos-larvas do camardo
Macrobrachium rosenbergii. O delineamento experimental consistiu de seis concentracdes de
OEAT, em triplicata, com 10 animais (peso e comprimento medios + EPM 0,024 + 0,002g;
13,694 + 0,299mm, respectivamente) por réplica, nomeadas da seguinte forma: controle
positivo (OpL OEAT), controle negativo (volume de etanol (3600 uL); correspondente a maior
concentragéo utilizada para diluir o OEAT), 150, 225, 300 e 450uL OEAT; e duas durezas
totais da dgua (32 ou 68 mg CaCOz/L). Em cada uma das concentragfes de OEAT e durezas da
agua foram avaliados os tempos de inducdo a sedagdo e a anestesia, a recuperacdo e a
mortalidade. Os resultados obtidos para os tempos de sedacdo, anestesia e, recuperacéo,
independente da dureza da &gua, compreenderam um intervalo entre 113 e 1410 segundos. No
entanto, na dureza 32 mg CaCOs/L, foi observada uma alta mortalidade para 0os animais
expostos as maiores concentragdes de OEAT (300 pL/L: 40% e 450 pL/L: 80%) logo apos o
periodo de recuperacdo, enquanto na dureza de 68 mg CaCOs/L ndo se observou qualquer
mortalidade. Assim, para a menor dureza determinaram-se adicionalmente as concentragdes
letais CL10 e CL50 apdés os 30 minutos de recuperacdo onde, os valores foram,
respectivamente, (em pL/L): 195,34 e 325,43. De qualquer forma, a comparagdo entre as
durezas da &gua na mesma concentracdo de OEAT e estagio de inducdo anestésica mostrou que
em 68 mg CaCOs/L, tanto a sedacdo quanto a anestesia, levam menos tempo para serem
atingidas quando os animais foram expostos as menores concentraces de OEAT (150, 225 e
300 uL/L). Em relagdo a recuperagdo, observou-se uma resposta variavel entre as concentraces
de OEAT e as durezas da agua, mas 0 maior tempo necessario para a recuperacao dos animais
expostos a 450 uL/L pode ajudar a explicar a sobrevivéncia destes na dureza de 68 mg
CaCOs/L. A utilizagdo de OEAT nas concentracdes testadas neste estudo, na menor dureza, ndo
sdo recomendadas devido a mortalidade. No entanto, ao se aumentar a dureza da agua,
observou-se a sobrevivéncia total dos animais, bem como os tempos de sedacdo, anestesia e
recuperacgdo ficaram dentro da faixa ideal (entre 3 e 10 minutos) para a utilizacdo deste OE
como anestésico na aquicultura. Por fim, os mecanismos fisioldgicos relacionados a interacao
entre os constituintes do OEAT e os ions divalentes, nomeadamente calcio e magnésio,
presentes em maior concentracdo em maiores durezas da dgua permanecem sem uma completa
compreensdo, necessitando, portanto, de estudos adicionais.

Palavras-chave: camardo de 4gua doce, dureza da agua, recuperac¢do, sedacao.

ANESTHETIC POTENTIAL EFFECT OF Aloysia triphylla ESSENTIAL OIL IN
Macrobrachium rosenbergii POST-LARVAE

ABSTRACT
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In recent years, there has been an increase in studies evaluating the effects of adding essential
oils to the diet of aquatic organisms. In addition, a better understanding of the anesthetic
potential of these oils is important, especially regarding their use in routine aquaculture
procedures. Thus, this study aimed to evaluate the anesthetic potential of the essential oil of
Aloysia triphylla (EOAT) in post-larvae of the prawn Macrobrachium rosenbergii. The
experimental design consisted of six concentrations of EOAT, in triplicate, with 10 animals
(mean weight and length + EPM 0.024 + 0.002g; 13.694 + 0.299mm, respectively) per replica,
named as follows: positive control (OuL EOAT), negative control (volume of ethanol (3600
pL); corresponding to the highest concentration used to dilute the EOAT), 150, 225, 300 and
450 pL EOAT; and two total water hardnesses (32 or 68 mg CaCOs/L). In each of the
concentrations of EOAT and water hardness, the induction times to sedation and anesthesia,
recovery and mortality were evaluated. The results obtained for the sedation, anesthesia and
recovery times, regardless of the water hardness, included an interval between 113 and 1410
seconds. However, at 32 mg CaCOzs/L, a high mortality was observed for animals exposed to
the highest concentrations of EOAT (300 pL / L: 40% and 450 pL / L: 80%) right after the
recovery period, while at 68 mg CaCOs/L, no mortality was observed. Thus, for the lowest
hardness, lethal concentrations CL10 and CL50 were additionally determined after 30 minutes
of recovery, where the values were, respectively, (in puL / L): 195.34 and 325.43. Anyway, the
comparison between the water hardness in the same concentration of EOAT and anesthetic
induction stage showed that in 68 mg CaCOa/L, both sedation and anesthesia, take less time to
be reached when the animals were exposed to the smallest EOAT concentrations (150, 225 and
300 pL/L). Regarding recovery, a variable response was observed between EOAT
concentrations and water hardness, but the longer time required for the recovery of animals
exposed to 450 p /L can help explain their survival at 68 mg CaCOs/L hardness. The use of
OEAT in the concentrations tested in this study, in the lower hardness, are not recommended
due to mortality. However, when increasing the water hardness, the animals' total survival was
observed, as well as the sedation, anesthesia and recovery times were within the ideal range
(between 3 and 10 minutes) for the use of this OE as anesthetic in the aquaculture. Finally, the
physiological mechanisms related to the interaction between the constituents of the OEAT and
the divalent ions, namely calcium and magnesium, present in greater concentration in greater
water hardness, remain without a complete understanding, therefore requiring further studies.

Keywords: freshwater prawn, recovery, sedation.

5.1 Introducéo
O M. rosenbergii é a espécie de camardo de agua doce mais produzida no Brasil, e
sempre foi considerada uma espécie que possui como principais caracteristicas a rusticidade,

precocidade, fecundidade e alta fertilidade. Essas caracteristicas permitem que possua
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facilidade em adaptar-se a criagdo em cativeiros, resistindo a mudangas fisicas e quimicas da
agua e variacdes climaticas (VALENTI, 1996). Apesar disso, tem sido observados
comportamentos de canibalismo e defesa de territorio, fazendo com que 0s animais possam
confrontar-se, o que resulta em danos teciduais. Assim, em procedimentos de rotina e manuseio
desses animais, 0 uso de pequenas concentracdes de anestésicos na agua pode contribuir para o
seu bem-estar (AKBARI et al., 2010).

Oleos essenciais sdo considerados boas alternativas ambientais, por serem altamente
volateis, além de ndo deixarem residuos toxicos (PARK et al., 2011). Estudos com 6leos
essenciais tém sido realizados com crustaceos como Homarus americanos e Carcinus maenas
(HUNTSBERGER, 2012), Litopenaeus vannamei (PARODI et al., 2012) e Macrobrachium
rosenbergii (COYLE et al., 2005; SAYDMOHAMMED e PAL, 2009), principalmente para
utilizacdo em condicGes de estresse ou como anestésicos, podendo ajudar a minimizar e evitar
possiveis efeitos negativos (COYLE et al., 2005; MARICCHIOLO e GENOVESE, 2011).

O arbusto Aloysia triphylla (L'Herit) Britton (Verbenaceae) cresce naturalmente na
América do Sul e no final do século XVII foi introduzido na Europa, mas também pode ser
encontrado em outros paises do norte da Africa, india e América do Norte (CARNAT et al.,
1999; OLIVA et al., 2010; SANTOS-GOMES et al., 2005). Suas folhas e flores tém
propriedades aromaticas e sdo usadas na medicina popular para tratar a insonia e a ansiedade,
como analgésico e sedativo, e tempero alimentar (MORGAN, 1997; OLIVA et al., 2010;
VALENTAO et al., 2002; ZAMORANO-PONCE et al., 2006). O 6leo essencial (OE) de A.
triphylla demonstrou, em peixes e camardes, eficicia anestésica e capacidade de minimizar
algumas alteracGes nos parametros fisiologicos e bioquimicos provocados pelo manuseio e
transporte (GRESSLER et al., 2014; PARODI et al., 2012, 2014, 2016; ZEPPENFELD et al.,
2014).

Alguns cuidados com a qualidade da dgua sdo necessarios ao se avaliar a eficacia dos
anestésicos. Trabalhos ja relatam influéncias de parametros de qualidade da agua, como a
temperatura: para a capacidade anestésica do 6leo-de-cravo para peixes (MYLONAS et al.,
2015); a acdo combinada de salinidade e temperatura também influenciaram nos tempos de
inducdo e recuperacao do camardo Penaeus semisulcatus (SOLTANI et al., 2004). Sendo assim
a resposta dos anestésicos varia conforme a concentracdo utilizada, fatores ambientais,
caracteristicas bioldgicas, dentre outros aspectos (ROSS e ROSS, 2008). Visto que a dureza
total € uma variavel importante para o camarao de agua doce e alguns processos fisioldgicos,

como a ecdise, dependem da disponibilidade de ions calcio (Ca) e magnésio (Mg) (BROWN,
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1991), o objetivo do presente estudo foi verificar o potencial anestésico do 6leo essencial de A.

triphylla em pos-larvas de M. rosenbergii e o efeito da dureza total da agua sobre este potencial.

5.2 Material e Métodos

Foram realizados dois testes, no primeiro (Teste 1) foi avaliado a inducédo ou eficiéncia
anestésica do OE de A. triphylla, onde observou-se uma alta mortalidade de pos-larvas de M.
rosenbergii, 0 que direcionou as pesquisas a um segundo teste (Teste 2) em busca de mais
respostas. Assim, considerando-se que no primeiro teste a dureza da agua foi de 32 mg CaCOs/L
(adequado para o cultivo da espécie) e na literatura tem sido reportado um efeito dos parametros
da agua sobre a eficiéncia anestésica de diversos compostos onde, em estudos com peixes, o Ca
e Mg exerce um efeito protetor sobre o tecido epitelial, no segundo teste dobrou-se a dureza
total da &gua (de 32 para 68 mg CaCOs/L ). Esta alteracdo objetivou, portanto, verificar se uma
maior presenca de ions Ca*?e Mg?* na dgua, poderia exercer algum efeito de protecio sobre os
animais em relacdo aos componentes do OE de A. triphylla. Sendo assim, o trabalho ficou
organizado da seguinte forma:
Teste 1: Avaliacéo da eficiéncia anestésica do 6leo essencial (OE) de A. triphylla em pés-larvas
de M. rosenbergii e determinacdo das concentragdes ideais para procedimentos de transporte e
biometria.
Teste 2: Efeito da dureza da dgua no potencial anestésico do 6leo essencial (OE) de A. triphylla

em pos larvas de M. rosenbergii.

5.2.1 Material vegetal e extracdo de 6leo essencial dos testes 1 e 2

As plantas de A. triphylla foram cultivadas e amostradas na cidade de Frederico
Westphalen (RS), Brasil. A identificagdo foi feita pelo Dr. Gilberto Dolejal Zanetti, botanico
do Departamento de Farmacia Industrial da UFSM, e um espécime de voucher (SMDB n°
11169) foi depositado no herbario do Departamento de Biologia (UFSM). Os detalhes da
extracdo de OE a partir das folhas frescas e as analises de composicdo foram relatadas em
Zeppenfeld et al. (2016). Descrevendo, de forma breve, a extracdo de OE A. triphylla foi feita
através de um processo de hidrodestilacdo, o qual foi realizado com o auxilio de um aparelho
Clevenger (periodo de 3h), e a composicdo do OE foi obtida através de cromatégrafo de
corrente idnica total, através de cromatografia gasosa, utilizando um cromatégrafo a gas

Agilent-6890 acoplado a um detector de massa Agilent 5973. O OE foi armazenado a - 20°C
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em frascos de vidro &mbar, a sua densidade foi de aproximadamente 0,9 g/mL, e os principais
componentes foram B-citral (207,8 g/kg) e a-citral (294,1 g/kg).

5.2.2 Animais e delineamento experimental dos testes 1 e 2

As pos-larvas de M. rosenbergii (0,024 + 0,002g; 13,694 + 0,299mm; média * erro
padrdo da média, EPM; n total = 360 animais) foram obtidas do Laboratorio de Carcinicultura
da Universidade Federal do Parana (UFPR), Setor Palotina, e mantidas durante o periodo de
aclimatacdo (sete dias) em tanques circulares (200L, densidade de 50 camardes/mz) com
filtracdo mecénica e biologica, para posteriormente serem transferidas para as unidades
experimentais. Os parametros de qualidade da agua durante o periodo de aclimatacdo
permaneceram dentro da faixa recomendada para espécie, conforme relatado por Ballester et
al. (2018).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, totalizando 36 unidades
experimentais (aquarios de 500mL), divididas em seis concentracBes (em triplicata, n = 10
animais por replicata) de OE de A. triphylla (em pL/L): O (controle positivo), 150, 225, 300 ou
450, previamente diluidas em etanol (1:10, v/v), e o grupo controle negativo (concentracdo de
etanol de 3600 uL/L, o que equivale a dilui¢ao usada para a maior concentragdo de OE) e duas
durezas totais da agua (32 e 68 mg CaCOs/L (ajustada por meio da meio da adicdo de carbonato
de calcio, CaCO3 P.A).

5.2.3 Inducdo anestésica, recuperacao e taxa de mortalidade de p6s-larvas de M. rosenbergii
expostas a diferentes concentragdes de 6leo essencial de A. triphylla (OEAT) e durezas da agua.

Os tempos de inducdo a sedacao e anestesia, bem como a recuperacéo, foram avaliados
conforme descrito por Coyle et al. (2005), onde o estagio de sedacdo é caracterizado como uma
perda parcial de equilibrio e de reacdo ao estimulo ao toque. Na sequéncia, o estagio da
anestesia esta associado a completa perda de equilibrio e a auséncia de reacdo aos estimulos ao
toque. Finalmente, o estagio de recuperacdo (em agua sem anestésico) estd completo quando o
camardo recupera o controle do equilibrio e atinge sua postura normal, uma posi¢do ereta no
fundo do tanque. O tempo méximo de observacdo para cada um dos estagios de anestesia e
recuperacdo foi de 30 min, o qual foi registrado com o auxilio de um crondmetro digital. Em
cada uma das concentracfes de OEAT e durezas da &gua os animais foram utilizados uma tnica
vez. A mortalidade dos camardes foi observada imediatamente ap0s o tempo de recuperagdo ou

até o tempo méaximo de observacao, sendo calculada por meio da seguinte equacdo: Mortalidade
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(%) = (ndmero final de animais mortos / ndmero inicial de animais) x 100. Os dados de
mortalidade foram utilizados para as determinacdes das concentraces letais, CL1o e CLso apds

30 min de recuperacao.

5.2.4 Declaracéo de ética

Estudos com invertebrados no requerem autorizacio do Comité de Etica e Bem-Estar
Animal tanto da Universidade do Oeste do Parand (UNIOESTE) quanto da Universidade
Federal do Paranad (UFPR).

5.2.5 Analises estatisticas

Todos os dados sdo expressos como media + erro padrdo da média (EPM). A
homocedasticidade e homogeneidade entre os grupos foram avaliadas através dos testes de
Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. Os dados exibiram variancias homogéneas, e,
portanto, as comparacdes entre os diferentes grupos experimentais e tempos de inducéo foram
feitas usando ANOVA de duas vias, seguido pelo Teste de Tukey. A avaliacdo da atividade
anestésica foi realizada por analise de regressdo exponencial, polinomial ou linear
(concentracdo x tempo de indugdo a anestesia; concentracdo X tempo de recuperagdo a
anestesia) e pelo modelo matematico dos parametros Sigmoid-Four (concentraces letais, LCio
e LCso), utilizando o software Sigma ver 14.0 (P <0,05). O nivel minimo de significancia foi

estabelecido em P <0,05.

5.3  Resultados

Os tempos de inducdo aos estagios de sedacdo e anestesia diminuiram com o0 aumento
das concentracdes do OEAT independentemente da dureza da agua (32 ou 68 mg CaCOs/L) na
qual os animais foram mantidos (Tabela 6). J& os tempos de recuperacdo para a maior dureza
apresentaram um aumento significativo apenas na maior concentragdo de OEAT (450 pL/L).
Houve alta mortalidade entre os animais expostos as maiores concentracdes de OEAT na dureza
32 mg CaCOs/L (300 pL/L: 40% e 450 uL/L: 80%) logo apds o periodo de recuperagéo,
enquanto na dureza de 68 mg CaCO3/L néo se observou qualquer mortalidade. A comparacao
entre as durezas da dgua na mesma concentracdo de OEAT e estagio de inducgdo anestésica,
mostrou que em 68 mg CaCOz/L, tanto a sedagcdo quanto a anestesia, levam menor tempo para
serem atingidas quando os animais foram expostos as menores concentra¢fes de OEAT (150,

225 e 300 uL/L). Em relacdo a recuperagdo, observou-Se uma resposta variavel entre as
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concentracdes de OEAT e as durezas da agua, mas 0 maior tempo necessario para a recuperacao
dos animais expostos a 450 puL/L pode ser um caminho para a explicar a sobrevivéncia destes
na dureza de 68 mg CaCOa/L.

5.4 Teste 1

Os dados de mortalidade determinados e demonstrados na Tabela 6 foram utilizados,
também, para as determinacdes das concentracdes letais, CLio e CLso ap6s 30 min de
recuperacao, as quais estdo representadas na Figura 3. Além disso, neste primeiro teste a dureza
total da &gua foi de 32 mg CaCOs/L, assim, as mesmas concentraces de OE foram novamente
testadas em um segundo teste, mas com o dobro da dureza total, nomeadamente, 68 mg
CaCOa/L.
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F[gura 3. ReQressao P Concentragéo de OE de A. triphylla (uL/L) 0€ ,C_L5O para
pos-larvas de M. rosenpergi apos sU MINUIOS A€ recuperacao 4o Tesie ae anestésico com

exposicao a diferentes concentragdes de 6leo essencial (OE) de A. triphylla e dureza total da
agua (32 mg de CaCOs.L ™) (R2:0,9532; F=95,0492; P=0,0001; f=-0,6575+ 86,9996 / (1+exp(-
(x-306,7483)/56,4656))).CP: controle positivo (agua), CN: controle negativo (etanol), P<0,05.

As concentrages letais CL1o e CLso, neste teste, foram respectivamente (em pL/L OE

de A. triphylla): 195,34 ¢ 325,43 uLL/L OE A. triphylla.

55 Testesle?2

Um segundo teste de inducéo a anestesia foi realizado, alterando apenas a dureza total
da agua. No teste 2, independente da concentracdo de OE de A. triphylla utilizada, ndo se
observou qualquer mortalidade, indicando, portanto, um possivel efeito protetor do Cae Mg. A
concentragdo crescente de OEAT diminuiu proporcionalmente, independentemente da dureza

total da agua, os tempos necessarios para inducéo a sedacéo e a anestesia (Figura 4). Por outro
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lado, o tempo de recuperacdo mostrou um aumento proporcional (dependente da concentragao)
apenas em camardes mantidos em 68 mg CaCOs/L. O etanol per se ndo produziu qualquer
efeito anestésico, mesmo em uma concentracdo equivalente a diluicdo da maior concentracao
de OE testada. Os tempos de sedacéo e anestesia foram significativamente maiores nos animais
mantidos na dureza da agua de 32 mg CaCOs/L do que naqueles mantidos em 68 mg CaCOa/L.
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Figura 4. Tempo (em segundos) requeridos para indugédo e recuperagdo a partir da anestesia
com o OEAT em pos-larvas de M. rosenbergii expostas a duas durezas da agua (A, 32mg
CaCO3/L; B, 68mg CaCOg3/L). Equacdes: A) sedacio (y = 163,55 + 22519,43e(002%): y2 = 0,971),
anestesia (y = 306,95 + 47274,35e(%029: 2 = 0,93) e recuperacdo (y = 323,77 + 0,93x; r? =
0,26); B) sedacdo (y = 129,53 + 52639,40e(00): 2 = 0,92), anestesia (y = 276,23 +
149837,65e09%); 2 = 0,91) e recuperacéo (y = 989,70 - 4,34x + 0,01x?%; r? = 0,85).



Tabela 6. Tempos (em segundos) de inducédo a anestesia e recuperacao e mortalidade de pds-larvas de Macrobrachium rosenbergii expostas
a diferentes concentracGes de 6leo essencial de Aloysia triphylla (OEAT) e durezas da &gua.

Sedagéo Anestesia Recuperacéo Mortalidade
(%)
Dureza da agua (em mg CaCOas/L)
Concentragéo 32,0 68,0 32,0 68,0 32,0 68,0 32,0 68,0
(uL/L OEAT)
150 872,83+23,53Aa  454,81+12,47Ab | 1408,77+45,32Aa  761,24+21,50Ab 407,14+28,03Bb  528,90+14,66Ba 03 00
225 264,77+8,76Ba 152,00+4,11Bb 457,27+14,74Ba 302,00+12,16Bb 592,04+27,68Aa  553,14+15,22Ba 17 00
300 256,87+10,85Ba 151,3849,52Bb 391,87+12,00Ba 293,90+8,74Bb 612,28+29,02Aa  494,38+13,48Bb 40 00
450 115,17+6,67Ca 112,67+4,27Ba 264,40+9,63Ca 261,90+8,89Ba 665,50+22,97Ab  961,95+17,10Aa 80 00

Valores expressos como média £ EPM. Letras mailsculas indicam diferenca significativa entre as concentragdes de 6leo essencial de Aloysia triphylla
(OEAT) no mesmo estdgio de anestesia ou recuperacdo e mesma dureza da agua (P<0,05). Letras mindsculas indicam diferenca significativa entre as

durezas da agua na mesma concentragdo de OEAT e mesmo estagio de anestesia ou recuperagdo (P<0,05).



5.6  Discussao

Apesar de escassos, alguns trabalhos demonstram o potencial anestésico dos 6leos
essenciais em camardes, como é o caso do Oleo de cravo testado para Macrobrachium
rosenbergii, Litopenaeus schmitti e Farfantepenaeus brasiliensis (COYLE et al., 2005;
MATULOVIC et al.,, 2014); Aloysia triphylla e Lippia alba para Litopenaeus vannamei
(PARODI et al., 2012); e do composto isolado eugenol para Macrobrachium rosenbergii e
Fenneropenaeus indicus (SAYDMOHAMMED e PAL, 2009; AKBARI et al., 2010).

Segundo Meade (1989) para se obter uma boa produtividade na aquicultura intensiva é
necessario a manutencao dos parametros fisicos e quimicos da dgua. A dureza total da agua por
exemplo, estd relacionada aos cations divalentes presentes na &gua (Ca?* e Mg?
principalmente), que exercem um papel importante na regulacdo idnica interferindo na
permeabilidade das membranas bioldgicas, evitando o fluxo difusivo e altas perdas idnicas para
agua (GONZALEZ et al., 1998). Na carcinicultura de 4gua doce séo indicadas concentraces
de alcalinidade e dureza total acima de 30 mg CaCOz/L para manter uma boa estabilidade do
sistema tampdo da agua de cultivo (SA, 2012), além disso, este fator estd associado a
biodisponibilidade de calcio necessérios a ecdise (EGNA e BOYD, 1997).

Uma concentracdo anestésica eficiente deve minimizar os tempos de sedacédo, anestesia
e recuperacdo (SOLTANI et al., 2004). No presente estudo, em ambas as durezas totais da agua
(32 e 68 mg de CaCOs/L), observou-se que em 450 uL/L de OEAT o tempo de inducéo
anestésica foi inferior a 5 min (300s), o que é recomendado para anestesia adequada. No
entanto, 0 tempo necessario para a recuperacdo da anestesia também é um parametro importante
para definir se 0 anestésico pode ser utilizado nos procedimentos de aquicultura. Assim, para
organismos aquaticos, o tempo adequado para recuperacao deve ser menor que 10 min e ndo
causar mortalidade. Em nosso estudo, no final da recuperacdo, todas as concentracdes de OEAT
causaram mortalidade nos camardes mantidos em 32 mg de CaCOs/L (Tabela 6), indicando que
essa dureza da agua combinada com as concentracbes de OEAT aqui utilizadas ndo sao
recomendadas para as pos-larvas de Macrobrachium rosenbergii. Além disso, embora a
concentragdo de 150 pul/L de OEAT no teste com dureza de 32 mg CaCOs/L tenha mostrado
uma menor taxa de mortalidade, o tempo de anestesia foi superior a 20 minutos, o0 que nao é
adequado.

Organismos aquaticos mantidos sob diferentes parametros de qualidade da dgua, como
salinidade, pH, nivel de oxigénio dissolvido, dureza total e temperatura da &gua, podem

responder diferentemente a uma concentracdo anestésica especifica (MCFARLAND, 1959;
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SYLVESTER e HOLLAND, 1982). Isto se da, principalmente, devido a capacidade dessas
variaveis alterarem as propriedades farmacocinéticas de um farmaco, ou seja: uma rapida
captacao e absorcao indica um curto tempo de indugédo anestésica, enquanto que a depuragéo e
eliminacéo lenta significam um longo tempo de recuperagdo da anestesia (ZAHL et al., 2009).
No presente estudo, 0 aumento da dureza total da agua (de 32 para 68 mg CaCOz/L) contribuiu
diretamente para reduzir a mortalidade dos camardes, pois em 68 mg CaCOs/L todos 0s animais
sobreviveram apds o periodo de recuperacdo, independente da concentracdo de OE de A.
triphylla utilizada, indicando, portanto, um possivel efeito protetor do Cae Mg. Possivelmente
0o Ca + Mg e outras substancias compartilnem a mesma via de transporte nas branquias
(NI'YOGI E WOOD, 2004), entdo um aumento do Ca + Mg na agua poderia reduzir a captacao
de alguns constituintes do 6leo essencial, este fato ja foi relatado com Cd por exemplo, onde o
aumento de Ca + Mg compete pela mesma via e ocasionou uma reducao da toxidade do mesmo
(HOLLIS et al., 2000).

Becker et al. (2015), avaliaram o potencial anestésico de diferentes substancias, além de
determinar o tempo de inducdo e concentracGes ideais para manejo e transporte de juvenis de
L. vannamei. E estes autores verificaram ao testar Eucalyptus globulus, que o tempo de inducéo
e recuperagdo foram concentracdo-dependente, assim como no presente trabalho, ou seja,
guanto maior a concentracdo, menores 0s tempos. Além disso 0s mesmos autores verificaram
tempos recomendados de inducdo anestésica (<5 min) e recuperacdo (<10 min) com
concentracfes maiores do 6leo essencial E. globulus (450, 675 e 1000 mg/L). No geral, para
camardes, sdo indicadas concentragdes mais elevadas para anestesia do que peixes, pois 0s
anestésicos parecem atuar em diferentes receptores nos crustaceos (LEWBART e MOSLEY,
2012).

Os Oleos essenciais podem ser constituidos das mesmas substancias, porém com
porcentagens diferentes, dessa forma o que caracteriza o 6leo biologicamente é a diversidade e
concentracdo desses compostos, cuja atuacdo pode ser atribuida a uma Unica substancia ou a
unido destas, ou mesmo o antagonismo ou efeitos aditivos entre os diferentes compostos
(SMITH et al., 2001; TROMBETTA et al., 2005; EDRIS, 2007).

A toxicidade observada no presente estudo deve ser investigada para entender os
possiveis mecanismos envolvidos nesse processo, bem como, exatamente, quais ions presentes

na dureza total da agua interagem com os constituintes e efeitos fisiolégicos do OE.



5.7  Concluséo

O ¢leo essencial de A. triphylla foi eficaz na inducéo da anestesia de pos-larvas de M.
rosenbergii, porém, é necessario manter os animais em dureza total da agua de 68 mg CaCOs/L
para evitar um possivel efeito toxico de OE A. triphylla. Além disso, o intervalo recomendado
das concentracdes de OE A. triphylla esta entre 225 e 300 pL/L, onde o tempo de anestesia e

recuperacdo permanece proximos de 5 e 10 min, respectivamente.
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