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POTENCIAL ANESTESICO E SEDATIVO DO OLEO ESSENCIAL Cymbopogon
citratus EM JUVENIS DE TAMBAQUI Colossoma macropomum

Resumo: O uso de substancias como os 6leos essenciais com potencial anestésico tem
se intensificado na aquicultura. Algumas delas foram testadas como redutoras do estresse no
transporte, sendo consideradas alternativas seguras, viaveis e que podem melhorar o bem-
estar dos peixes. Neste estudo o objetivo foi avaliar o potencial anestésico e sedativo do dleo
essencial de Cymbopogon citratus (OECC) em juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum). A Tese é constituida de dois capitulos onde, no primeiro avaliou-se diferentes
concentragcdes do OECC, para indugdo e recuperacao anestésica em tambaqui (experimento
1) e verificou-se seus efeitos sobre parametros bioquimicos e de estresse oxidativo em
diferentes tempos de recuperacdo (experimento 2). No experimento 1, os peixes foram
expostos a diferentes concentragdes do 6leo essencial (60, 80, 100, 120 mg/L ), além do
controle &lcool para testes de indugdo anestésica e recuperacdo, no experimento 2, 0s juvenis
de tambaqui (N= 48, 10.06 £ 0.31cm e 9.9 + 0.38 ), foram submetidos a biometria sob
anestesia profunda na melhor concentracdo obtida no experimento 1 (100 mg/L OECC) e
grupo controle (somente agua). Apo6s 0, 30, 60 e 120 minutos de recuperacgdo, os peixes foram
eutanasiados e coletados tecidos para andlises bioquimicas e de estresse oxidativo. Os
principais resultados indicam que a concentracdo crescente de 6leo essencial diminuiu
proporcionalmente o tempo para a inducdo anestésica. Ndo houve diferenca significativa no
tempo de recuperacdo entre as concentraces de 6leo utilizadas. As concentracfes de 100
mg/L e 120 mg/L de OECC mostraram melhores tempos para a indugdo anestésica em
juvenis de tambaqui (161 segundos = 2,68 minutos e 170,5 segundos = 2,84 minutos),
respectivamente. O controle &lcool ndo produziu efeito anestésico e nem sedativo. O
OECC néo provocou mortalidade nos animais expostos ao 6leo essencial nos testes de
inducdo anestésica, e de maneira geral melhorou os parametros metabolicos e de estresse
oxidativo, estimulou a atividade antioxidante de substancias como Superdxido dismutase
(SOD) e Glutationa reduzida (GSH) nos tecidos, com menores niveis de Substancias reativas
ao &cido tiobarbitdrico (TBARS). No segundo capitulo avaliou-se o uso do OECC como
sedativo em condicGes simuladas de transporte de juvenis de tambaqui por 17 h. Os juvenis
foram colocados em sacos plésticos de 10 L (10 juvenis/L ou 20 juvenis/saco) e oxigénio
puro, em trés concentracdes de OECC (8, 10 e 12 mg/L ), sendo que o OECC foi diluido em
etanol (1:10), além dos grupos controle &gua e controle &lcool. Os principais resultados
indicam que ndo houve mortalidade em 0 e 24 h apds o transporte (p>0.05) entre 0s



tratamentos. O emprego de OECC 8 mg/L no transporte reduziu a excre¢do de amonia, perda
de ions de CI" e K™ e apresentou menores niveis glicémicos no musculo, e com 12 mg/L
reduziu o lactato e triglicerideos. Além disso, foi possivel observar melhores condicfes
antioxidantes com uso do OECC, constatados pela aumento da atividade de enzimas
antioxidantes SOD, em resposta ao aumento dos niveis de lipoperoxidagdo. O uso do OECC
na concentracdo de 8 e 100 mg/L é recomendado para juvenis de tambaqui em transporte de

longa duracdo 17h e manejos rapidos, respectivamente.

Palavras-chave: produtos naturais, transporte, anestesia, sedacao, estresse oxidativo



ANESTHETIC AND SEDATIVE POTENTIAL OF THE ESSENTIAL OIL
Cymbopogon citratus IN JUVENILES OF TAMBAQUI Colossoma macropomum

Abstract: The use of substances such as essential oils with anesthetic potential has intensified
in aquaculture. Some of them have been tested as reducing stress during transport, and are
considered safe, viable alternatives that can improve fish welfare. In this study the objective
was to evaluate the anesthetic and sedative potential of Cymbopogon citratus essential oil
(EOCC) in juvenile tambaqui (Colossoma macropomum). The Thesis consists of two chapters
where, in the first, different concentrations of OECC were evaluated for anesthetic induction
and recovery in tambaqui (experiment 1) and its effects on biochemical parameters and
oxidative stress were verified at different recovery times (experiment two). In experiment 1, the
fish were exposed to different concentrations of essential oil (60, 80, 100, 120 mg/L), in addition
to the alcohol control for anesthetic induction and recovery tests. In experiment 2, tambaqui
juveniles (N= 48, 10.06 = 0.31cm and 9.9 + 0.38 g), were subjected to biometry under deep
anesthesia at the best concentration obtained in experiment 1 (100 mg/L EOCC) and control
group (water only). After 0, 30, 60 and 120 minutes of recovery, the fish were euthanized and
tissues were collected for biochemical and oxidative stress analyses. The main results indicate
that the increasing concentration of essential oil proportionally decreased the time for anesthetic
induction. There was no significant difference in recovery time between the oil concentrations
used. Concentrations of 100 mg/L and 120 mg/L of OECC showed better times for anesthetic
induction in tambaqui juveniles (161 seconds = 2.68 minutes and 170.5 seconds = 2.84
minutes), respectively. The alcohol control did not produce an anesthetic or sedative effect.
EOCC did not cause mortality in animals exposed to essential oil in anesthetic induction tests,
and generally improved metabolic and oxidative stress parameters, stimulated the antioxidant
activity of substances such as Superoxide dismutase (SOD) and Reduced Glutathione (GSH) in
tissues , with lower levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS). In the second
chapter, the use of OECC as a sedative was evaluated in simulated conditions of transport of
tambaqui juveniles for 17 hours. The juveniles were placed in 10 L plastic bags (10 juveniles/L
or 20 juveniles/bag) and pure oxygen, in three concentrations of OECC (8, 10 and 12 mg/L),
and the EOCC was diluted in ethanol ( 1:10), in addition to the water control and alcohol control
groups. The main results indicate that there was no mortality at 0 and 24 h after transport
(p>0.05) between treatments. The use of OECC 8 mg/L in transport reduced ammonia
excretion, loss of Cl- and K+ ions and presented lower glycemic levels in the muscle, and with

12 mg/L it reduced lactate and triglycerides. Furthermore, it was possible to observe better



antioxidant conditions with the use of EOCC, verified by the increase in the activity of SOD
antioxidant enzymes, in response to the increase in lipoperoxidation levels. The use of EOCC
at concentrations of 8 and 100 mg/L is recommended for juvenile tambaqui in long-term

transport 17h and rapid handling, respectively.

Keywords: natural products, transport, anesthesia, sedation, oxidative stress
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a producdo aquicola alcancou 629 mil toneladas de pescado em 2020, sendo
que a criacdo de espécies de &gua doce, ou aquicultura continental, foi responséavel por 551,9
mil toneladas, ou 87,7%, do total. As principais espécies de peixes cultivadas em dgua doce séo
a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), criada principalmente nas regides Sul, Sudeste e
Nordeste, e 0 tambaqui (Colossoma macropomum), que é produzido principalmente nas regides
Norte e Centro-Oeste (IBGE, 2022). Entre as espécies de peixes nativos mais cultivadas em
cativeiro destaca-se o tambaqui, motivado pela facil disponibilidade de juvenis no mercado,
bom crescimento, alta produtividade, tolerancia a baixas concentragdes de oxigénio dissolvido,
e principalmente devido a disponibilidade de tecnologias para a sua cria¢do (IZEL et al., 2013,
2018; SAINT-PAUL, 2017; VALLADAO et al., 2018).

Durante a rotina na piscicultura, os peixes estdo submetidos a diversas situacfes de
manejo gque causam o estresse, tais como: biometria, captura, reproducéo induzida e transporte
(KANANI et al., 2013; BACCHETTA et al., 2020). O estresse gerado por essas situacdes pode
impactar diretamente o crescimento, salde e ocasionar a morte dos animais (BARTON, 2002;
VIDAL et al., 2007). Além disso, esses manejos também podem causar danos epiteliais, perda
de muco e escamas que podem contribuir para proliferacdo de patdgenos (ROSS e ROSS 2008).
Nesse contexto, a contencdo por meio da anestesia reduz a agitacdo e metabolismo do peixe e
aumenta a eficiéncia técnica dos procedimentos de manejo, assegurando o bem-estar dos
animais e evitando prejuizos econdmicos, decorrentes da mortalidade de individuos (COOKE
et al; 2004; BECKER et al., 2012), além de proporcionar mais seguranca aos manipuladores
(ROSS e ROSS 2008). Esta pratica tem ganhado visibilidade dentro de um contexto de ética e
bem-estar de animais aquéticos (BARBAS; HAMOY, 2020), sendo utilizada numa escala cada
vez maior na aquicultura (SILVA et al., 2019).

Sendo assim, intensificou-se os estudos com produtos naturais extraidos de plantas,
como 0s 6leos essenciais, extratos vegetais ou seus compostos isolados, devido sua potencial
atividade anestésica, em diferentes especies de peixes (BONINK et al., 2016;
BALDISSEROTTO et al., 2018). O oleo essencial de Cymbopogon citratus (OECC) ja foi
estudado em pesquisa com peixes ornamentais, como: acara bandeira, Pterophyllum scallare
(OLIVEIRA et al., 2022), electric blue hap (Sciaenochromis fryeri) e labido yellow
(Labidochromis caeruleus) (KIZAK et al., 2018). Em outra espécie de planta, o 6leo essencial

de Cymbopogon flexuosos, que possui em sua composicdo o citral geranial (50.1%) e o neral
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(40.3%) apresentou propriedades anestésica em juvenis de tildpia do Nilo Oreochromis
niloticus (LIMMA-NETTO et al. (2017) e Rhamdia quelen (SANTOS et al., 2017), bem como
o0 Cymbopogon nardus, que possue citronellol (13.7%), geraniol (29.7%) e geranial (5.7%) em
juvenis de tambaqui (BARBAS et al. 2017).

Assim, tendo em vista as caracteristicas anestésicas desejaveis e em funcéo de poucas
informacdes sobre o uso do OECC em peixes da Amazonia, como o tambaqui, 0 OE desta
planta foi selecionado para este estudo, destacando-se o fato deste Gleo possuir em sua

composicgdo o citral que, ja possui propriedades anestésicas descritas na literatura.

1.1  OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o potencial anestésico e sedativo do OECC em juvenis de tambaqui

Colossoma macropomum.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Avaliar o potencial anestésico do OECC em juvenis de tambaqui, com base nos tempos

de inducdo e recuperacdo anestésica.

Avaliar os efeitos pds anestesia durante intervalos de 30, 60 e 120 minutos apds
recuperacdo, através de parametros de estresse oxidativo e metabdlitos em tambaqui

anestesiados com OECC.

Determinar a concentracdo de sedacdo para transporte de longa duracdo de tambaqui
com OECC.

Avaliar o OECC como redutor de estresse no transporte de tambaqui, com base nos

parametros de qualidade de agua, bioquimicos e de estresse oxidativo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 BEM ESTAR E ESTRESSE EM PEIXES

O bem-estar em peixes esta relacionado intrinsecamente com a livre opcéo de escolha
do animal de acesso a determinados ambientes, busca por alimentos e luminosidade
(VOLPATO, 2007). O estresse pode ser definido como a resposta fisioldgica de um organismo
a uma ameaca, iniciada com a percepcdo de um estimulo estressor, sendo essencial para a
manutencdo da homeostase e manutencao da vida do organismo (SCHRECK & TORT, 2016).

As respostas ao estresse em peixes podem ser classificadas como um conjunto integrado
de reaces, as quais podem ser divididas em respostas primarias, secundarias e terciarias. A
primaria, também conhecida como neuroendocrina, esta relacionada a ativacdo dos eixos
hipotdlamo-sistema nervoso simpatico-células cromafins (HSC) e hipotadlamo-hipofise-
interrenal (HHI), além da liberacdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e
corticosteroides (cortisol) na corrente sanguinea. (WENDELAAR BONGA, 1997).

As respostas secundarias sao caracterizadas pelos efeitos causados pela acdo desses
horménios (cortisol e catecolaminas), tais como, aumento dos batimentos cardiacos, aumento
do consumo de oxigénio (frequéncia respiratoria), alteragdes no balanco osmotico, mobilizagédo
energética rapida e diminuicdo de numero de linfocitos. J4, a resposta terciaria consiste nas
alteracdes oriundas das respostas primarias e secundarias, como: quedas nas taxas de
crescimento, capacidade reprodutiva e imunossupressao, os efeitos estao atrelados ao tempo de
exposicdo ao agente estressor (BARTON, 2002; BALASCH & TORT, 2019).

Segundo PERRY e CAPALDO (2011) com a liberagdo de catecolaminas, ocorre o
aumento da ventilacdo branquial e consequentemente a passagem mais rapida da agua pelas
branquias. Isso aumenta as trocas i6nicas com o ambiente e os peixes de agua doce que séo
hiperosmoticos em relacdo ao meio, aumentam a perda de ions e ganho de agua.
(ZEPPENFELD et al., 2014; SALBEGO et al., 2015).

2.2 ESTRESSE OXIDATIVO

Em condigdes fisioldgicas normais, a célula produz espécies reativas ao 0xigénio
(EROs), em concentragdes baixas ¢ fundamental para o bom funcionamento das células
(AKBARIAN et al., 2016), porém em concentracdes altas ha um estado de desequilibrio entre
as EROs, (quebra de homeostase), gerando um declinio no sistema de defesa antioxidante,

resultando em danos aos componentes celulares (proteinas, carboidratos e lipidios). Este efeito



12

é denominado como estresse oxidativo (POLI et al., 2012). Segundo ALY et al. (2010) o
estresse oxidativo é resultado de trés causas: aumento na formacdo de EROs, (através de
acumulo de substancias reativas), danos ao sistema de defesa antioxidante (inibicdo de enzimas
responsaveis) e a incapacidade de reparar o dano do estresse oxidativo.

O sistema de defesa antioxidante pode ser dividido em mecanismos enzimaticos e nao
enzimaticos. O mecanismo enzimatico antioxidante envolve as enzimas de protecdo priméria:
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa-S-
transferase (GST) e 0 mecanismo antioxidante ndo enzimatica a glutationa reduzida (GSH),
presentes em abundéancia nos tecidos de organismos aquaticos. (WENDELAAR BONGA,
2011; AKBARIAN et al., 2016; BIRNIE-GAUVIN et al., 2017).

A SOD, é uma importante enzima responsavel pela eliminacdo das EROS produzidas
nas células (CHEESEMAN e SLATER, 1994). Essa enzima transforma o radical superdxido
(O2") em peroxido de hidrogénio (H20.) e 4gua (H20), a CAT converte de H.0, em H20 e O
(LI et al., 2009; VELISEK et al., 2011). A glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reducdo dos
perdxidos inorganicos e organicos, que ddo origem a formacdo de EROs. A enzima glutationa
S-transferase (GST) é uma enzima envolvida nas rea¢fes de conjugacédo entre GSH e moléculas
oxidadas, além da remocdo de compostos enddgenos e exdgenos (xenobidticos) que sao toxicos
(FROVA, 2006). A GSH ¢é o mais abundante antioxidante, sendo rapidamente oxidado em
situacOGes em que ocorre aumento na producéo celular de EROs. (OHARA, 2006)

2.3 ANESTESIA E SEDACAO DE PEIXES

Os peixes apresentam nociceptores semelhantes aos encontrados em mamiferos,
evidenciando a sensibilidade desses animais a dor e susceptividade a manejos que causam
estresse (agente estressor). Diante disso é fundamental a utilizacdo de produtos que minimizem
a cascata de respostas ao estresse (SNEDDON, 2012). A anestesia dos peixes pode ser realizada
de trés maneiras: inalacdo, aspercdo branquial e injecdo. De forma geral, a anestesia por
inalacdo é o método mais usual em propriedades aquicolas, realizada por meio de banhos de
imersdo, sendo o anestésico adicionado a agua e absorvido pelas branquias, onde entra na
corrente sanguinea e atinge o sistema nervoso central (ZAHL et al., 2012).

Nos protocolos de indugéo anestésica, os peixes apresentam diferentes estagios, que
sdo estabelecidos de acordo com respostas comportamentais. Na Tabela 1, alguns desses
estagios podem ser observados como a reducédo de respostas aos estimulos externos, frequéncia

respiratdria, alteracdes na natacéo e perda de equilibrio (SMALL, 2003).
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Tabela 1. Estagios de indugdo a anestesia em peixes

Estagio Descricao Caracteristicas

I Sedacdo leve Perda parcial a resposta a
estimulos externos

I Sedacdo profunda Perda parcial do equilibrio,
natacdo erratica e lenta

i Anestesia profunda Perda total do tdbnus muscular
e reflexos; ventilacdo lenta

v Colapso medular Sem movimentos

respiratorios; peixe morre

Fonte: SMALL (2003).

Os tempos de inducgdo e recuperacdo devem nortear a escolha de qual anestésico que
sera empregado. O anestésico ideal deve produzir anestesia rapida, ndo excedendo 3 minutos
(rapida acao) e proporcionar recuperacdo rapida em no maximo 10 minutos, além de ser eficaz
em baixas concentrac@es, ser de baixo custo e pratico para uso, além de ser ausente de residuos
e seguro para humanos, animais e meio ambiente (TRUSHENSKI et al., 2013; PURBOSARI
etal., 2019).

A concentracdo e 0 tempo necessario para inducdo e recuperacdo dos animais pode
variar em funcdo de fatores inerentes ao farmaco utilizado (OSTRENSKY et al., 2016), a
espécie a ser anestesiada (FERNANDES et al., 2016), estagio de vida, tamanho e peso dos
animais (RIBEIRO et al., 2019; TARKHANI et al., 2017). Contudo, a escolha do anestésico
deve ser feita de forma criteriosa e partir do conhecimento de sua farmacodinamica.
(BALDISSEROTTO et al., 2017).

Os anestésicos empregados em peixes sdo divididos em produtos sintéticos ou naturais.
As substancias anestésicas mais utilizadas na aquicultura so a tricaina metano sulfonato (MS-
222), a benzocaina, o metomidato e o 2-fenoxietanol, todos sintéticos (ZAHL et al., 2012).
Dentre os citados acima o anestésico mais utilizado no mundo e Unico aprovado nos Estados
Unidos € o MS-222, o qual ndo é produzido no Brasil, e tem alto custo para aquisicao
(READMAN et al., 2013; TRUSHENSKI et al., 2013). No entanto, o uso de produtos sintéticos
apresentam resultados variaveis e podem causar efeitos adversos em peixes, tais como perda de
muco, irritagdo e danos em tecidos branquiais e olhos (INOUE et al., 2011; FERNANDEZ-

PARRA et al., 2017), além de problemas inerentes ao descarte no meio ambiente e acimulo de



14

residuos em peixes ou humanos (PURBOSARI et al., 2019).

2.4 USO DE OLEOS ESSENCIAIS

A busca por substancias alternativas, tem se intensificado na aquicultura, ampliando
assim, as opcdes de produtos naturais derivados de plantas para uso como anestésicos em peixes
(HOSEINI et al., 2018; SOUZA et al., 2019). Muitos estudos recentes recomendaram 0leos
essenciais de plantas medicinais como anestésicos, pois apresentaram uma alternativa para
manejos rotineiros como a biometria em piscicultura. Outras substancias foram testadas como
redutores do estresse no transporte e, se mostraram como uma alternativa segura e viavel,
contribuindo para melhorar o bem-estar dos peixes (SACCOL et al. 2016; SACCOL et al. 2017;
LIMMA-NETTO et al. 2018; AYDIN e BARBAS 2020; HE et al. 2020; HOSEINI et al. 2022;
MIRZARGAR et al. 2022; YOUSEFI et al. 2022; BRANDAO et al. 2022). Isto se d4 em razéo
dos componentes dos 6leos essenciais de algumas plantas apresentarem caracteristicas sedativas
e/ou anestésicas, que podem estar ligadas aos seus compostos majoritarios e/ou da sinergismo
entre seus compostos quimicos (BATISTA et al., 2018; SOUZA et al., 2019; SPANGHERO et
al., 2019). Os componentes bioativos dos 06leos essenciais podem reduzir o metabolismo dos
peixes, consumo de oxigénio e manter a qualidade da dgua durante transporte (BECKER et al.,
2017; JEREZ-CEPA et al., 2019). Desta forma, favorecendo a condi¢cdo de bem-estar dos
peixes, durante e apos as praticas de manejo. (BARBAS et al., 2017; BIANCHINI et al., 2017).

O transporte de juvenis de varias espécies de peixes na Amazbnia como tambaqui
(Colossoma macropomum), pacu (Piaractus mesopotamicus), matrinxa@ (Brycon amazonicus),
entre outros, sdo geralmente realizados em sacos plasticos ou em caixas de transporte contendo
aeracdo ou injecdo de oxigénio comprimido. Durante o transporte pode ocorrer a deterioracdo
da agua, devido a respiracdo e excrecdo de amonia pelos animais (GOMES, 2003).

Segundo Grottum et al. (1997), o principal fator determinante de sucesso do transporte
é manter a maior densidade de carga em um menor volume de agua possivel, sem que haja
mortalidade, perda da qualidade da dgua, minimizando assim o estresse. O uso do anestésico
ao longo do transporte pode dimuinuir o estresse e a agitacdo dos animais, evitando danos
fisicos e permitindo o uso de densidades mais elevadas (PURBOSARI et al., 2019).

Para o transporte de peixes, 0s anestésicos devem ser usados em estagio pré-anestesia
(sedacdo leve), por contribuir para a reducdo da atividade metabdlica, reduzindo os efeitos
causados pelo transporte (ROSS e ROSS, 2008). Neste sentido, 0s compostos naturais, eugenol
e mentol (SALBEGO et al., 2017; FACANHA e GOMES 2005), presentes em 0leos essenciais
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isolados de plantas (SAYDMOHAMMED e PAL, 2009), mostraram-se eficientes como
anestésicos em diferentes espécies de interesse comercial (RIBEIRO et al., 2019). Estes
diferentes estudos com a utilizacdo de outros 6leos essenciais, como o de Lippia alba para
jundia (Rhamdia quelen) (BECKER et al., 2012; SALBEGO et al., 2017), matrinxa (Brycon
amazonicus) (SACCOL et al., 2017) e 6leo essencial de Curcuma longa (SACCOL et al., 2016)
e Cymbopogon nardus (BARBAS et al., 2017) para tambaqui, também se mostraram eficientes

COmo anestésicos.

2.5 OLEO ESSENCIAL de Cymbopogon citratus

O Cymbopogon citratus é uma planta nativa de regiGes tropicais do continente asiatico,
especialmente da india, pertencente a familia Poaceae, é uma herbacea, conhecida
popularmente como capim-cheiroso, capim cidreira, capim-limé&o, capim de cheiro ou cana de
cheiro. A espécie apresenta bom desenvolvimento em regiGes de clima quente, alta umidade,
temperatura e pluviosidade ao longo do ano, apresentando longas folhas aromaticas, estreitas,
e habito de crescimento estolonifero (ORTIZ et al., 2002; SANTOS et al., 2009; OLADEJI et
al., 2019) (Figura 2). E uma planta muito utilizada na medicina popular, sendo o 6leo essencial
extraido da folhas amplamente utilizado na industria famacéutica, cosméticos e alimentacéo
(PINTO et al., 2013), bem como para obtengdo de seus compostos quimicos que apresentam
propriedades antiinflamatorias, antissépticas, antibactericidas, antifingicas, diuréticos,
tranquilizantes (DEVI et al., 2011; AL SAGHEER et al., 2018; SOUZA et al., 2019) e de
combate a parasitas em tambaqui (60 pg/L) (PEREIRA et al., 2020; GONZALES et al., 2020)

Alguns estudos prévios mostraram que o OECC pode ser usado como anestésico em
peixes (KIZAK et al., 2018) uma vez que, os 0leos essenciais de L. alba e A. triphylla, que
também tém o citral como composto majoritario, foram eficazes como anestésicos em jundias
Rhamdia quelen (BECKER et al., 2018; SOUZA et al., 2018) e juvenis de tambaqui (SILVA et
al., 2019).
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Fig. 1 . Exemplar da planta capim limdo (Cymbopogon citratus)Fonte: https://www.pha-tad-

ke.com/plant/cymbopogon-citratus/

Além do citral outros componentes monoterpenos como geraniol e citroneloll estdo
presentes no 6leo essencial de C. nardus, Cymbopogon citratus e Cymbopogon winterianus
(BASTOS et al.,, 2010; CASTRO et al., 2010). Os o6leos essenciais dessas plantas tém se
destacado por suas propriedades farmacoldgicas apresentando agdo anticonvulsivante,
antinociceptiva, antibacteriana e efeitos anestésicos (BASTOS et al., 2010; DE MENEZES-
FILHO et al., 2014; LOPEZ- ROMERO et al., 2015), além da rapida recuperagdo da funcdo
cardiaca pos anestesia (ARAUJO et al., 2023).

2.6 TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

O tambaqui Colossoma macropomum é uma espécie reofilica nativa da Amazonia e
bacias dos rios Orinoco (ARAUJO-LIMA e GOULDING 1998; REIS 2003) seu consumo é
apreciado no Brasil e diversos paises da América latina (WOYNAROVICH e ANROOY 2019).
Ocupa 0 2° lugar na produgdo de peixes do Brasil, ficando atras apenas da tilapia do Nilo
(PEIXE BR 2023). O tambaqui é caracterizado pela rusticidade (ARAUJO-DAIRIKI et al.
2018), resisténcia a doencas (ARAUJO-LIMA e GOULDING 1998), e tolera alteracdes na
qualidade de agua como mudanca de temperatura, pH, aménia e oxigénio (VALENTI et al.,

2021) o que o tornou uma espécie propicia para piscicultura (GOMES, 2003), sobretudo na
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regido Norte e Centro Oeste (Figura 3).

—

Fig 2. Exemplar de tambaqui (Colossoma macropomum) Fonte: LAQUA

Essa espécie tem sido utilizada como modelo experimental para novos candidatos a
anestésicos naturais por (FACANHA e GOMES, 2005; ROUBACH et al., 2005; INOUE et
al., 2011; PADUA et al, 2013; BARBAS et al, 2017;SACCOL et al,
2016; BALDISSEROTTO et al., 2018). Com o emprego do Gleo essencial de L. alba
(quimioatipo citral), juvenis de tambaqui foram anestesiados com 100 uL/L com peso de 1,4 +
0,5 g e em 200 a 300 mg/L para tambaquis pesando 70,4 +1,9 g (BATISTA etal., 2018; SILVA
et al., 2019). Outras plantas que foram estudadas quanto a inducdo anestésica de tambaqui sdo
as espécies A. rosaeodora, A. parviflora, C. longa, C. nardus, M. sylvatica, N. cataria, O.
gratissimum e P. divaricatum (BALDISSEROTTO et al., 2018; SACCOL et al., 2017;
BARBAS et al., 2017; SACCOL et al., 2019; BONINK et al., 2016; VILHENA et al., 2019)

Com isso, tendo em vista que anestésicos naturais alternativos sdo necessarios para
promover maior seguranga e minimizar o estresse durante os diversos manejos de peixes
(rapidos) e transporte (longos), buscou-se investigar os potenciais do OECC como anestésico e
sedativo, uma vez que o presente estudo é o primeiro a investigar as alteragdes fisiologicas e

bioquimicas referente aos efeitos do OECC na espécie tambaqui.
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3. POTENCIAL ANESTESICO DO OLEO ESSENCIAL DE Cymbopogon citratus EM
JUVENIS DE TAMBAQUI Colossoma macropomum

Resumo: O estudo teve como objetivo avaliar diferentes concentracdes do Oleo
essencial de Cymbopogon citratus (OECC) para inducéo e recuperagao anestésica em tambaqui
Colossoma macropomum e verificar seus efeitos sobre pardmetros bioquimicos e de estresse
oxidativo. Foram conduzidos dois experimentos. No experimento 1, os peixes (10,06 + 0,31cm
e 9,9 + 0,38 g) foram expostos a diferentes concentragdes do OECC (60, 80, 100, 120 mg/L),
além do controle alcool ( &gua + 1173 pL/L etanol). O OECC foi diluido em etanol (1:10). Para
a avaliacdo, os animais foram induzidos individualmente. Nos testes foram utilizados 10 peixes
para cada concentracdo de OECC avaliada e os peixes foram utilizados apenas uma vez. A
inducdo anestésica foi realizada em recipientes contendo 1L de agua + as diferentes
concentra¢fes do OECC e a recuperacdo em recipientes com 2L de dgua. Todos os animais
submetidos ao teste de indugdo anestésica com o OECC atingiram o0 estadgio de anestesia e
se recuperaram. No experimento 2, os juvenis de tambaqui (N=48, 10,06 £ 0,31cme 9,9 £ 0,38
g), foram submetidos a biometria sob anestesia profunda na melhor concentracdo obtida no
experimento 1 (100 mg/L OECC - N=24) e grupo controle agua (N=24). Apds 0, 30, 60 e 120
minutos de recuperacdo, foi realizada a eutanasia de todos os peixes por seccdo da medula
espinhal. Amostras de tecidos (figado, musculo e branquias) foram coletadas, congeladas e
armazenadas a -20 °C para as analises bioquimicas e de estresse oxidativo. No experimento 1,
os dados mostraram que a concentracdo crescente de Oleo essencial diminuiu
proporcionalmente o tempo para a inducdo anestésica. Nao houve diferenca significativa no
tempo de recuperacéo entre as concentrac@es de 6leo utilizadas. As concentragfes de 100 mg/L
e 120 mg/L de OECC mostraram melhores tempos para a inducdo anestésica em juvenis de
tambaqui (161 segundos = 2,68 minutos e 170,5s = 2,84 minutos), respectivamente. O controle
alcool n&do produziu efeito anestésico e nem sedativo. O OECC ndo provocou mortalidade
nos animais expostos ao 6leo essencial nos testes de inducdo anestésica. No experimento 2, 0s
resultados indicam que o uso do OECC de maneira geral melhorou os pardmetros metabdlicos
e de estresse oxidativo, estimulou a atividade antioxidante de substancias como SOD e GSH
nos tecidos, com menores danos ao metabolismo lipidico (TBARS). Portanto o uso do OECC
na concentracdo 100 mg/L pode ser recomendado para anestesiar juvenis de tambaqui em
atividades de manejos répidos, reduzindo as alteraces fisioldgicas decorrentes do estresse da
biometria.

Palavras-chave: produtos naturais, inducdo anestésica, recuperacgao, estresse oxidativo
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ANESTHETIC POTENTIAL OF THE ESSENTIAL OIL Cymbopogon citratus IN
JUVENILES OF TAMBAQUI Colossoma macropomum

Abstract: The study aimed to evaluate different concentrations of Cymbopogon citratus
essential oil (EOCC) for anesthetic induction and recovery in tambaqui Colossoma
macropomum and verify its effects on biochemical and oxidative stress parameters. Two
experiments were conducted. In experiment 1, fish (10.06 £ 0.31cm and 9.9 + 0.38 g) were
exposed to different concentrations of EOCC (60, 80, 100, 120 mg/L), in addition to the alcohol
control (water + 1173 pL/L ethanol). EOCC was diluted in ethanol (1:10). For evaluation, the
animals were induced individually. In the tests, 10 fish were used for each EOCC concentration
evaluated and the fish were used only once. Anesthetic induction was carried out in containers
containing 1L of water + different concentrations of EOCC and recovery in containers with 2L
of water. All animals submitted to the anesthetic induction test with the EOCC reached the
anesthesia stage and recovered. In experiment 2, tambaqui juveniles (N= 48, 10.06 + 0.31cm
and 9.9 = 0.38 g) were subjected to biometry under deep anesthesia at the best concentration
obtained in experiment 1 (100 mg/L EOCC - N=24) and water control group (N=24). After 0,
30, 60 and 120 minutes of recovery, all fish were euthanized by sectioning the spinal cord.
Tissue samples (liver, muscle and gills) were collected, frozen and stored at -20 °C for
biochemical and oxidative stress analyses. In experiment 1, the data showed that the increasing
concentration of essential oil proportionally decreased the time for anesthetic induction. There
was no significant difference in recovery time between the oil concentrations used.
Concentrations of 100 mg/L and 120 mg/L of EOCC showed better times for anesthetic
induction in tambaqui juveniles (161 seconds = 2.68 minutes and 170.5s = 2.84 minutes),
respectively. The alcohol control did not produce an anesthetic or sedative effect. EOCC did
not cause mortality in animals exposed to essential oil in anesthetic induction tests. In
experiment 2, the results indicate that the use of EOCC generally improved metabolic and
oxidative stress parameters, stimulated the antioxidant activity of substances such as SOD and
GSH in tissues, with less damage to lipid metabolism (TBARS). Therefore, the use of EOCC
at a concentration of 100 mg/L can be recommended to anesthetize juvenile tambaqui in rapid

handling activities, reducing physiological changes resulting from biometric stress.

Keywords: natural products, anesthetic induction, recovery, oxidative stress
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3.1 INTRODUCAO

A investigacdo de substancias naturais alternativas, que apresentam principios ativos
com func@es bioldgicas variadas tem se intensificado na aquicultura ampliando as opc¢des de
produtos para uso como anestésicos em peixes (HOSEINI et al., 2018; SOUZA et al., 2019).
Nesse contexto, as utilizagbes de anestésicos naturais tém aumentado, e os produtos oriundos
de plantas como os 6leos essenciais, extratos vegetais ou seus compostos isolados tem sido
empregados em diferentes espécies de peixes (BALDISSEROTTO et al., 2018; SOUZA et al.,
2019; AYDIN & BARBAS, 2020). Na aquicultura intensificou-se os estudos com produtos
naturais extraidos de plantas como os dleos essenciais, extratos vegetais ou seus compostos
isolados quanto a sua potencial atividade anestésica, em diferentes espécies de peixes
(BOWJINK et al., 2016; BALDISSEROTTO et al., 2018), um deles é 0 OECC, planta nativa de
regides tropicais do continente asiatico, especialmente da india, pertencente a familia Poaceae
(OLADEJI et al., 2019) que j& foi estudada em pesquisa com peixes ornamentais, como: acara
bandeira, Pterophyllum scallare (OLIVEIRA et al., 2022), electric blue hap (Sciaenochromis
fryeri) e labido yellow (Labidochromis caeruleus) (KIZAK et al.,2018). O citral que também é
0 composto majoritario do Cymbopogon flexuosos e A. triphylla, induziram a anestesia em
juvenis de tilapia do Nilo Oreochromis niloticus (NETTO et al., (2017) e Rhamdia quelen
(SANTOS et al., 2017). Esses resultados sugerem que os componentes do citral (geranial e
neral) possuem propriedades anestésicas em diferentes espécies de peixes.

Apesar de serem utilizados para minimizar os efeitos do estresse apds 0 manuseio, 0s
anestésicos naturais também podem induzir algumas respostas indesejaveis (KANANI et al.,
2013), como as bioquimicas (PARODI et al. 2014; SOUZA et al., 2018), a exemplo do aumento
nas concentracdes de glicose (PARK et al., 2008). Além disso, também foi observado dano
tecidual oxidativo em truta arco-iris (VELISEK et al., 2011) e Rhamdia quelen (SOUZA et al.,
2018).

O tambaqui Colossoma macropomum € uma especie nativa da regido amazonica, que
vem sendo utilizada como modelo experimental para novos candidatos a anestésicos naturais
(FACANHA e GOMES, 2005; ROUBACH et al., 2005; INOUE et al., 2011; PADUA et al.,
2013, BARBAS et al., 2017; SACCOL et al., 2016; BALDISSEROTTO et al., 2018). Sendo
essas principais caracteristicas que a elegem como adequada a rusticidade (ARAUJO-DAIRIKI
et al. 2018) resisténcia a doengas e a alteragdes na qualidade de 4gua como mudanca de
temperatura, pH, amonia e oxigénio (BALDISSEROTTO, 2020).

Deste modo, considerando o destaque da producdo de tambaqui, e a escassez de
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informacdes sobre os efeitos do OECC nos pardmetros bioquimicos e de estresse oxidativo nos
tecidos do tambaqui, este estudo teve o objetivo de avaliar diferentes concentragfes do OECC
para inducdo e recuperacdo anestésica em tambaqui e verificar seus efeitos sobre parametros

bioquimicos e de estresse oxidativo nos diferentes tecidos.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Obtencdo do 6leo essencial Cymbopogon citratus e composic¢ao quimica

A parte aérea de Cymbopogon citratus foi coletada em Belterra, no estado do Par4, norte
do Brasil, e o 6leo essencial foi extraido no Laboratério de Bioprospeccdo e Biologia
experimental (LABBEX-UFOPA) (Santarém- Para — Brasil) por hidrodestilacdo em aparelho
tipo Clevenger (Marca Vidrolabor) e tempo de extragéo foi fixado por 2 h (MING et al. 1996).
Apbs a extracdo do OECC, este foi acondicionado em recipiente de vidro ambar, identificado
com etiquetas e armazenadas a temperatura de 5° C, para posteriormente realizacao dos testes
de inducdo anestésica. Uma aliquota do OE foi coletada para caracterizacdo quimica que
ocorreu por meio de cromatografia gasosa (Cromatografo Agilent Technologies, acoplado a um
detector seletivo de massa Agilent Technologies), sendo os dados analisados no programa
GCMS Prostrun Analysis.

3.2.2 Peixes

Juvenis de tambaqui (10,06 £ 0,31cm e 9,9 + 0,38 g) foram obtidos de piscicultura
comercial em Santarém, PA, Brasil. Os experimentos foram realizados no Laboratorio Multiplo
de Producédo de Organismos Aquaticos da UFOPA, onde os animais foram aclimatados em
tanques de 1000 L com recirculacdo de agua e aeragdo constante por 30 dias, sendo que durante
este periodo receberam ragdo comercial onivora Presence® Nutripiscis com 32% de proteina
bruta e 3.500 kcal kg™ de energia bruta, trés vezes ao dia até a saciedade aparente. Foram
monitorados os parametros de qualidade de agua diariamente (temperatura 25,9 £ 0,1 °C, pH
7,63 £ 0,06, oxigénio dissolvido 5,50 + 0,10 mg/L, e condutividade elétrica 420,00 + 10,05
uS.cm), com suspensao da alimentacdo 24h antes do inicio dos experimentos.

Esta pesquisa foi realizada com a aprovacio de seu protocolo pela Comissio de Etica
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no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Oeste do Paréa sob o nimero de registro
1120210126.

3.2.3 Experimento 1. Inducéo anestésica e recuperacdo de Colossoma macropomum exposto a

diferentes concentragdes do dleo essencial de Cymbopogon citratus

Os peixes (10,06 + 0,31cm e 9,9 £ 0,38 g) foram expostos a diferentes concentragdes
do oleo essencial 60, 80, 100 e 120 mg/L, (testes anteriores demonstraram que concentracdes
inferiores a 60 mg/L ndo anestesiavam tambaquis) além do controle alcool ( &gua + 1173 pL
etanol /L). Os animais foram induzidos a anestesia individualmente, sendo que o OE foi diluido
em etanol (1:10). Nos testes foram utilizados 10 peixes para cada concentracdo de OE avaliada.
Os peixes, foram utilizados apenas uma vez, onde cada peixe foi considerado uma unidade
experimental. A inducdo anestesica foi realizada individualmente em recipientes de 2L
(contendo 1L de &gua + OECC ) e a recuperacdo em recipientes de 3L ( contendo 2L de agua
sem anestésico). Todos 0os animais submetidos ao teste de inducdo anestésica com o OECC
atingiram o estagio de anestesia e recuperacdo da anestesia.

Os tempos de inducdo anestésica foram verificados em segundos utilizando cronémetro,
e 0s estagios foram baseados em observacdes comportamentais estabelecidos por SMALL
(2003). Estagio 1 (perda parcial da reacdo aos estimulos externos- sedacdo leve). Estagio 2
(perda parcial do equilibrio e natacdo erratica- sedacédo profunda) e Estagio 3 (perda total do
equilibrio e sem resposta a estimulos tateis - anestesia profunda). O tempo méaximo de
observacdo para inducgdo anestésica foi de 30 min. Apds os testes de inducdo anestésica, 0s
peixes foram transferidos para recipientes sem anestésicos (somente agua) para avaliacdo do
tempo de recuperacdo em segundos, que foi caracterizado pelo retorno a natacdo normal e
reacdo a estimulos externos com uso de bastdo de vidro ao tocar os animais. Ap0s a recuperacao
0s animais foram transportados para caixas de agua de 500L com areacao constante, separados
por tratamentos e avaliada a sobrevivéncia apos 24h.

3.2.4 Experimento 2. Respostas fisioldgicas do Colossoma macropomum durante

diferentes tempos de recuperacdo apds anestesia com 6leo essencial Cymbopogon citratus.

Juvenis de tambaqui (N= 48, 10,06 + 0,31cm e 9,9 + 0,38 g), foram submetidos a
biometria sob anestesia profunda na melhor concentragdo obtida no experimento 1 (100 mg/L
OECC, Tabela 1) e grupo controle 4gua (somente agua). Apos 0, 30, 60 e 120 minutos de
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recuperacgdo, (N= 24 peixes testados com OECC e N= 24 com grupo controle) foi realizada a
eutandsia de todos 0s peixes por meio de atordoamento seguido de sec¢do medular de acordo
com a Diretriz da Préatica de Eutanasia do Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo
Animal (2013). Amostras de tecidos (figado, musculo e branquias) foram coletadas e
acondicionadas em tubos de 1,5 mL, congeladas e armazenadas a -20 °C para as analises

bioguimicas e de estresse oxidativo.

3.2.5 Parametros bioquimicos

Para avaliar os niveis de metabdlitos, amostras de tecidos (figado, branquias e musculo)
foram fragmentadas individualmente em uma placa de Petri gelada e posteriormente
homogeneizado com Ultra-Turrax®, T25basic com uma ferramenta de dispersdo S25N-8G,
IKA®-Werke, com 7,5 vol. (p/v) de &cido percldrico 0,6 N gelado e neutralizado com 0 mesmo
volume de 1 M KHCOs. Posteriormente, os homogeneizados foram centrifugados (30 min,
4000 x g, 4 °C), e os sobrenadantes foram recuperados em aliquotas e armazenados a -20 °C.
Os parametros bioquimicos (glicose, lactato, proteina total e triglicerideos) foram determinados
com kit comercial Labtest® (Belo Horizonte — MG Brasil) (Glicose PAP Liquiform Ref. 84;
Lactato Enzimético Ref. 138; Proteinas Totais Ref. 99; Triglicerideos Liquiform Ref. 87) com
adaptacdes para leitura em microplacas de 96 pocos. A amdnia tecidual foi determinada pelo
método do salicilato-hipoclorito, de acordo com (VERDOUW et al., 1978). Todos 0s ensaios
foram executados na Microplate Reader (Diatek DR-200B, DiaTek Instruments) usando o
software KCjunior™,

A outra por¢ao das amostras de tecidos foi homogeneizada com tampao fosfato de sédio
0,3M + KCI 140 mM pH 7,4 na proporcdo de 1:10 para anélise do estresse oxidativo. Os niveis
de peroxidacao lipidica (LPO) foram estimados de acordo com o ensaio de substancias reativas
ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) segundo Ohkawa et al. (1979) adaptado por BALDISSERA
et al. (2016), sendo os resultados expressos em nmol de MDA g tecido. O ensaio da atividade
da SOD foi baseado pela inibigdo da oxidacéo do pirogalol pela SOD conforme descrito por
MISRA e FRIDOVICH (1972) e expressa como Unidade SOD mg proteina. Os niveis de GSH
foram determinados como SEDLAKE e LINDSAY (1968) pela reacéo de &cido 5,5'-ditiobis-
2-nitrobenzoico (DTNB) e cisteina como curva padréo e valores (expresso como pmol mg de

proteina).



33

3.2.6 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste Shapiro Wilk para normalidade e de Levene para
homocedasticidade. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) One way e analise de
regressao poténcia (Experimento 1) e ANOVA two way (Experimento 2 - tempo e tratamento).
Os dados foram submetidos ao teste de Tukey para comparacdo de médias (p<0,05) por meio

do software Sigma Plot v.11.

3.3 Resultados

O OECC apresentou rendimento superior a 1%. Os constituintes quimicos majoritarios

foram (geranial, neral, mirceno e geraniol) (Tabela 1).
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Tabela 1. Rendimento e componentes quimicos majoritarios do 6leo essencial de Cymbopogon
citratus

Constituintes Rlcaic RlLit Rendimento %
Geranial 1274 1264 45,17
Neral 1244 1235 34,44
Mirceno 991 988 9,7
Geraniol 1255 1249 2,96
Isogeranial 1182 1178 1,94
Z- isocitral 1164 1160 1,3
Linalool 1100 1095 0,71
6-metil-5-Hepten-2-
ona 985 981 0,47
E-B-Ocimeno 1047 1036 0,42
Acetato de geranila 1384 1379 0,33
Citronelool 1229 1223 0,29
E- isocitral 1144 1177 0,29
Perileno 1102 1102 0,23
2-Undecanona 1294 1293 0,22
Citronelal 1152 1148 0,21
Trans-chrysanthemol 1149 1143 0,18
Isopinocampheol 1195 1192 0,16
Total 99,02%

Rlcalc = tempo de retenc¢éo calculado; RIlit = tempo de retencdo da literatura

3.3.1 Experimento 1- Inducéo anestésica e recuperacao

O controle alcool ndo apresentou efeito anestésico e nem sedativo. As concentracdes de
100 e 120 mg/L de OECC apresentaram melhores tempos para a inducdo anestésica (Tabela 2)
em juvenis de tambaqui (161 segundos = 2,68 minutos e 170,55 = 2,84 minutos),
respectivamente, ndo apresentando diferencas significativas entre essas concentracoes
(p>0,05). Nao houve diferenca significativa nos tempos de recuperacao entre as concentracoes

de OECC testadas (p>0,05). Nao houve mortalidade de peixes durante a anestesia, recuperagéo
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e 24 horas ap0s 0s testes.

Tabela 2. Tempo de inducdo anestésica e recuperacdo (em segundos) de juvenis de
tambaqui (Colossoma  macropomum) com  Oleo essencial de Cymbopogon citratus
(OECC) em diferentes concentragdes na agua.

Inducdo Anestésica Recuperacéo
Total recuperagédo do
OECC (mg/L)  Sedacéo Sedacgéo Anestesia equilibrio e capacidade
leve profunda profunda de nado

OECC 60 42,60+£7,33%  109,2+6,76* 400,1+50,67%°  156,7+25,68?
OECC 80 25,9045,17°  90,20+4,78%  229,90+12,63°  139,4+23,46°
OECC 100 27,86+2,66°  58,70+2,69°  161,00+4,44° 113,1+24,012
OECC 120 32,60+2,28%°  48,20+2,45°  170,5046,43° 126,9+18,61%

Letra mindscula diferenca significativa entre linhas da mesma coluna; ANOVA ONE WAY, p<0.05
teste de Tukey.

Os dados mostraram que concentracdes crescentes de 6leo essencial de C. citratus diminuiu

proporcionalmente o tempo para a inducgédo anestésica (Figura 1).

500 ~

Y= a*exp(-b*x)
R’ = 0,804

400 ~

300 +

200

100 -

Tempo de inducdo anestésica (segundos)

0 T T T T
60 80 100 120
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Figura 1. Tempo de inducdo anestésica dos juvenis de tambaqui Colossoma macropomum
expostos a diferentes concentracoes de 6leo essencial de Cymbopogon citratus.

3.3.2 Experimento 2- Parametros Bioquimicos
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Nos pardmetros bioquimicos hepaticos, houve um aumento de glicose ao longo do
tempo nos peixes ndo anestesiados, apresentando pico em 60 minutos. J& os peixes submetidos
ao OECC essa reducdo dos niveis ocorreu a partir dos 60 min, onde foi menor
significativamente em comparagédo ao grupo controle. Os niveis de triglicerideos hepéatico foram
menores em 120 min de recuperagdo em comparacao ao tempo 0 min nos peixes anestesiados,
enquanto nos peixes do controle ndo houve mudangas significativas ao longo do tempo de
recuperacao (Tabela 3).

N&o houve diferenca significativa nos niveis de proteina hepatica nos peixes
anestesiados, j& para peixes ndo anestesiados houve reducao dos niveis a partir de 60 minutos
(p<0,05). Foi observado aumento significativo nos niveis de amonia tecidual no figado em O,
30 e 120 min para anestesiados em comparacdo com peixes ndo anestesiados. Os niveis de
lactato hepatico ndo alteraram significativamente nos tempos de recuperagdo para 0s peixes nao
anestesiados, no entando para os peixes anestesiados foi menor o nivel de lactato no tempo 0
min em comparagdo ao grupo controle e foi maior em 120 minutos dentro do tratamento
(Tabela 3).

Os niveis de glicose e triglicerideos muscular foram significativamente menores em 30
min de recuperacdo nos peixes anestesiados em comparagdo ao grupo controle (ndo
anestesiado) no mesmo tempo de recuperacdo. N&o foi observada diferenca significativa da
proteina muscular nos peixes anestesiados, no entanto no tempo 0 min de recuperacéao foi menor
significativamente que o grupo controle (p<0,05). Foi observado aumento significativo dos
niveis de aménia no tecido muscular nos tempos 60 e 120 min para peixes anestesiados em
compracao ao grupo controle. No entanto em 0 min de recuperacao, 0s niveis em peixes com
emprego do OECC foi significativamente menor comparado ao controle. Para os valores de
lactato no musculo ndo houve mudancas ao longo do tempo tanto para peixes anestesiado,
guanto ndo anestesiados, contudo menores niveis deste parametro foram registrados em 30, 60
e 120 min de recuperacao nos peixes anestesiados, comparados ao grupo controle (Tabela 3).

No tecido branquial, os niveis de glicose foram maiores nos tempos 0 e 30 min de
recuperacgao no peixes anestesiados em comparagao com o grupo controle, no entanto em peixes
anestesiados ndo houve diferenca significativamente ao longo do tempo de 120 min de
recuperacdo. Valores de triglicerideos e proteina branquial foram maiores em 30 min de
recuperacdo em comparacdo ao grupo controle. Quanto aos niveis de amonia nas branquias foi
observado menores valores em 30 e 60 min de recuperacdo em peixes anestesiados em

comparacéo ao controle (Tabela 3).
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Tabela 3. Metabdlitos em tecidos de tambaqui, Colossoma macropomum, ap0os inducdo anestésica com 0Oleo essencial de Cymbopogon citratus
(OECC) 100 mg/L adicionado na agua ( Anestesiado) e grupo controle (N&o anestesiado), com diferentes tempos de recuperacao.

Grupo Glicose Triglicerideos Proteina Ambnia tecidual Lactato

N&o anestesiado Figado

0 min 268,75+34,99°¢ 10,72+3,50? 14,44+1,182 543,75125,65b 9,35+0,92¢2

30 min 262,72+20,69°¢ 12,28+3,132 11,9711,90ab 423,94172,43b 6,68+1,502

60 min 499,18+72,162 10,61+2,932 10,8412,63b 491,46165,67b 6,70+2 472

120 min 358,79+57,36 b 10,49+1,982 9,9411,81b 849 59+122 312 6,02+1,072

Anestesiado

0 min 377,99+50,57%" 10,30+2,29° 12,12+1,35%" 930,33+119,18" 6,58+2,13""

30 min 420,81+25,90%" 16,68+4,28%" 13,93+1,83? 530,97+99,75¢" 8,79+2,91°

60 min 331,37+47,17° 14,46+5,592 14,51+1,24%" 399,12+41,79¢ 9,69+3,57"

120 min 316,82151,40b 8,48+0,74° 11,97+1,60?2 1138,28+36,64%" 10,7442,25%"
Musculo

Nao anestesiado

0 min 9,91+5,26°¢ 8,9611,76b 17,81+4,822 1252,39+33,512 65,75+14,932

30 min 26,17+6,85% 18,33+1,25? 12,9211,23'“ 260,26+46,46° 71,57+4,322

60 min 7,18+1,76° 9,81+2,50° 11,5142,27° 648,58+65,79° 67,54+11 692

120 min 17,02+2,65° 10,38+2,95° 12,12+3,50° 216,42+34,36% 69,86+4,922

Anestesiado



0 min
30 min

60 min
120 min

N&o anestesiado

0 min
30 min
60 min

120 min

Anestesiado
0 min

30 min

60 min

120 min

16,85+4,64%"
8,50+0,45"

11,38+2,99°
12,67+3,08°

5,67+1,59¢
18,24+4,86°
23,4942 40P

35,467+8,67°

24,61+4,26%"
26,09+4,49%"
25,64+4,88?
33,338,572

8,65+1,58°
9,17+1,97%"

12,62+4,2802
14,2442 21"

11,45+2,30°
17,56+2,98?
20,19+4,662

17,50+5,54%

17,667+6,84°

15,513+2,38°
23,275+2,622
16,803+5,32°

13,75+3,58%"
9,92+2,09?
12,89+1,752
12,55+1,042

Branquias

10,56+3,60%
11,97+2,75%
11,94+2,93%

10,65+2,34%

13,685+2,31%"
11,545+1 682

9,070+1,91°
9,237+2,36°

485,18+73,43°"
340,22+76,23¢

1325,96+199,64%"
943,89+88,69""

450,69+61,02°
634,13+73,59°
587,61+106,72%

590,71+93,10%

737,05+50,22%"
439,33+44,62"
465,07+77,05°
491,77+57,45°

38

56,78+2,84°
50,94+4,85%

45,28+4,41%
56,58+7,98""

Valores estdo expressados em médias + desvio padrdo. Letras diferentes nas colunas indicam diferengas significativas entre os tempos de recuperacdo dentro do mesmo
tratamento; * indica diferencas significativas entre animais ndo anestesiado (grupo controle) e submetidos a anestesia no mesmo tempo de recuperacdo. ANOVA TWO WAY
teste de tukey p<0.05. Glicose, lactato e triglicerideos, sédo expressos em pmol/g de tecido. Amdnia tecidual é expressa em pM/ g de tecido e proteina mg de proteina/ g de

tecido.
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3.3.3 Parametros de Estresse Oxidativo

Ambos os tratamentos ( anestesiado e ndo anestesiado) apresentaram menores niveis de
TBARS no figado em 120 min comparado ao tempo de 0 min de recuperacdo. No entanto no
tempo de O min foi observado menores niveis de TBARS nos peixes anestesiados, quando
comparados ao grupo néo anestesiado (Figura 2).

Ndo houve diferenca significativa nas atividades de SOD e GSH no figado ao longo do
tempo de recuperacao e entre os tratamentos no mesmo tempo de avaliacdo, com médias SOD
ao longo de 120 min (1,95 + 0,17) ( U SOD/ mg de proteina) e GSH ao longo de 120 min (2,31
+0,18) (umol GSH/ mg de proteina).
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Figura 2. Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), no figado de tambaqui aos 0, 30, 60 e
120 minutos apods a recuperagdo da anestesia com 100 mg/L do OECC ( Anestesiado) e grupo controle
(Nao anestesiado). Letras mailsculas indicam diferencas significativas entre os tempos no mesmo
tratamento. Letras minGsculas indicam diferencas significativas entre os tratamentos dentro do mesmo

tempo por ANOVA two-way e teste de Tukey, p<0,05.

No musculo os niveis de TBARS foram menores em 60 min de recuperagdo para ambos
0s tratamentos, em comparacao ao tempo 0 min de recuperagéo, contudo foi maior em 30 min
para peixes anestesiados comparados ao controle (Fig 3. I). A atividade de SOD no musculo foi
maior nos tempos de 0 e 30 min de recuperacdo para peixes anestesiados em comparagéo ao
grupo controle, porém menor em 120 min em comparagdo aos peixes ndo anestesiados (Fig 3.

).

Para a atividade de GSH no musculo foram menores em 120 min de recuperacgéo para
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ambos os tratamentos, em comparacao ao tempo 0 min de recuperacdo. N&o foram observadas

diferencas entre os tratamentos dentro dos tempos de recuperacao avaliados (Fig 3. 111).
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Figura 3. Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico TBARS (1), atividade da superdxido dismutase
SOD (1) e niveis de glutationa reduzida GSH (111), no musculo de tambaqui aos 0, 30, 60 e 120 minutos
apo6s a recuperacdo da anestesia com 100 mg/L do OECC (Anestesiado) e grupo controle (Nao
anestesiado). Letras maitsculas indicam diferencas significativas entre os tempos no mesmo tratamento.
Letras minusculas indicam diferengas significativas entre os tratamentos dentro do mesmo tempo por
ANOVA two-way e teste de Tukey, p<0,05.

Os niveis de TBARS nas branquias foram maiores significativamente a partir de 60 min



41

nos peixes ndo anestesiados em comparagdo ao tempo de 0 min de recuperacdo. N&o houve
diferenca significativa ao longo de duas horas de recuperacdo nos peixes anestesiados, no
entanto em todos os tempos avaliados 0s peixes anestesiados apresentaram menores niveis de
TBARS em comparac¢do aos ndo anestesiados (Fig 4 1).

Para a atividade de SOD nas branquias, ndo houve diferenca significativa ao longo de
duas horas de recuperagdo nos peixes ndo anestesiados, no entando nos peixes submetidos a
anestesia houve maior atividade de SOD a partir de 60 min em comparacao ao tempo 0 e 30
min de recuperacdo (Fig 4 11). Quanto a atividade de GSH n&o houve diferenca significativa ao
longo de 2 horas de recuperacdo em ambos 0s tratamentos, porém houve maior atividade de
GSH nos peixes ndo anestesiados no tempo O min de recuperagdo, comparados ao grupo

anestesiado (Fig 4 I11).
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Figura 4. Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico TBARS (1), atividade da superdxido dismutase
SOD (I1) e niveis de glutationa reduzida GSH (111) na branquia de tambaqui aos 0, 30, 60 e 120 minutos
apos a recuperacdo da anestesia com 100 mg/L do OECC ( Anestesiado) e grupo controle (Nao
anestesiado). Letras maitsculas indicam diferencas significativas entre os tempos no mesmo tratamento.
Letras minusculas indicam diferencas significativas entre os tratamentos dentro do mesmo tempo por
ANOVA two-way e teste de Tukey, p<0,05.
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3.4 Discussao

No presente estudo identificou-se a composicdo quimica do OECC, composto
majoritariamente pelo citral (79,61 %), em outros estudos como (OLIVEIRA et al., 2022)
também encontraram o citral (73,56 %) e (KIZAK et al., 2018) citral (75,74%). Os 6leos
essenciais de L. alba e A. triphylla, que também sdo compostos marjoritariamente por citral,
foram eficazes como anestésicos em jundia Rhamdia quelen (BECKER et al., 2018; SOUZA et
al., 2018) e tambaqui (SILVA et al., 2019, MAIA et al. 2019), suas propriedades podem ser
atribuidas ao mecanismo de agdo, que através da inibicdo do sistema receptor GABA,
demontrou efeitos sedativos e ansioliticos em camundongos e zebrafish (COSTA et al., 2011,
HACKE et al., 2020).

Nenhuma mortalidade foi observada durante e 24 h ap6s os procedimentos. A inducao
e recuperacdo anestésica com OECC em juvenis de tambaqui foram melhores nas concentraces
100 e 120 mg/L (160,8 segundos e 170,4 segundos e recuperacdo 112,8 segundos e 127,2
segundos), respectivamente. Durante a anestesia, as maiores concentracdes de OECC induziram
a anestesia mais rapidamente, corroborando com resultados observados por (TONI et al., 2014),
que estudaram o efeito anestésico do 6leo essencial de Lippia alba em Rhamdia quelen, ja com
uso de 6leo essencial de C. flexusous a 300 pl/L proporcionou anestesia profunda para tambacu
e jundida (LIMMA-NETTO et al., 2016; SANTOS et al., 2017), e 600 ul/L para juvenis de tilapia
do Nilo (LIMMA-NETTO et al., 2017). As diferencas nas concentracdes efetivas dos 6leos
essencias (quimiotipo citral) podem ser explicadas pelas diferencas de espécie e idade dos
peixes ( BRANDAO et al., 2021).

A recuperacdo é geralmente mais rapida para concentragdes mais baixas de anestésico,
e torna-se mais longa a medida que aumentam as concentracfes (HOSEINI et al., 2021).
Entretanto, curiosamente as diferentes concentraces de OECC avaliadas néo afetaram o tempo
de recuperagdo, corroborando com registrados com juvenis de tambaqui por (MAIA et al.,
2019), e com o uso de OE de Lippia alba na concentragdo de 200-500 pL L ! ( SACCOL et
al., 2017) e L. alba (citral 42%) 50-300 uL L ' ( BATISTA et al., 2018), respectivamente,
para a mesma espécie de peixe.

Alteracdes do metabolismo bioguimico plasmatico e tecidual como ( glicose, lactato e
triglicerideos) podem ser desencadeadas por uma resposta secundaria ao estresse, para
restabelecer a homeostase, durante e apOs procedimentos estressantes (BARTON, 2002;
PANKHURST 2011). Com foco nos parametros bioquimicos teciduais em peixes, associados

a anestesia a literatura ainda é escassa.
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No presente estudo a redugdo dos niveis de glicose hepética a partir de 60 min de
recuperagdo, comparada ao grupo controle, corroboram com resultados encontrados por
(ZEPPENFELD et al., 2014), em que a adicdo do OE de A. triphylla ( citral 72,3%) reduziu os
niveis de glicose do figado e musculo em peixes Rhandia quelen anestesiados. O aumento dos
niveis de glicose ocorrida no grupo controle aos 60 min de recuperacao, pode ser explicado pelo
estresse causado aos animais sem anestesia, que geram processos metabdlicos para atender a
demanda energética do manuseio biométrico (VELISEK et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2019)

No tecido muscular também foi observado menores valores de glicose, associados a
maiores niveis de triglicerideos em peixes anestesiados, isso sugere que o metabolismo de
carboidratos pode ter sido a principal fonte de energia. Esta situacédo foi relatada a seguir por
outros autores com uso de Oleos essenciais em diferentes espécieis de peixes. Entre eles,
BOAVENTURA et al., (2022) avaliaram o uso de 6leo essencial Thymus vulgaris (quimiotipo
timol) como anestésico para tambaqui, e observaram que aqueles anestesiados apresentaram o
maior nivel de triglicerideos. FENG et al. (2011) estudaram os efeitos do uso de diferentes
concentracdes de Gleo de cravo e MS-222 como anestésicos durante o manejo de juvenis de
Acipenser baerii e também observaram um aumento nos niveis de triglicerideos apds inducéo
anestésica para juvenis anestesiados com 180 mg/L de éleo de cravo e com 140 mg/L e 160
mg/L de MS-222.

Por outro lado, menores niveis de triglicerideos hepatico foram observados em peixes
anestesiados no presente estudo, resultado semelhante ao encontrado com o uso de 6leo
essencial de Hesperozygis ringens como anestésico para tambaqui durante manipulacédo
biométrica (FERREIRA et al., 2023), também em peixes anestesiados com 06leo essencial de
manjericdo 800 uL.L™? (VENTURA etal. 2021) . Isso demonstra uma modulacéo lipidica entre
o figado e a sintese de outras fontes lipidicas metabolizaveis como fosfolipidios e colesterol
(JUN et al., 2015), com isso pode-se sugerir que o metabolismo dos triglicerideos podem ter
sido preservados na mobilizacao energética (VELISEK et al., 2005).

Em situacdes onde ocorre hipdxia transitdria pela exposi¢cdo prolongada ao anestésico,
os niveis de lactato resultante das reagdes anaerdbicas da glicose é elevado (OMLIM e WEBER,
2010), isso pode explicar os niveis mais elevados de lactato hepéatico nos tempos de 120 min
em relacdo a 0 min de recuperacdo, nesse sentido (IVERSEN et al., 2003; INOUE et al., 2011),
também observaram maiores niveis de lactato (metabolismo anaerébico) em tambaqui e salméo
do Atlantico (Salmo salar) com uso de eugenol e 6leo de cravo, respectivamente, em
comparagdo ao grupo controle (sem anestésico). Resultados semelhantes, também foram

encontrados em truta arco-iris usando 6leo de cravo (WAGNER et al., 2003) e jundias (


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/triglyceride
https://www-sciencedirect.ez89.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/clove-oil
https://www-sciencedirect.ez89.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/acipenser-baerii

45

Rhamdia quelen ) anestesiado com o6leo essencial de Lippia alba (TONI et al., 2014),
demonstrando que a inducdo anestésica pode levar a hipoxia transitoria (SOUZA et al., 2017).

O estresse pode afetar o metabolismo das proteinas, inibindo a producédo e promovendo
atividade catabolica nas proteinas (MOMMSEN et al., 1999, VAN DER BOON et al., 1991)
usando as proteinas como fonte de energia (ALURU e VIJAYAN, 2009; RIBEIRO et al., 2019).
No presente estudo houve deplecdo do metabolismo protéico nos peixes do grupo controle,
comparados aos peixes anestesiados com OECC tanto no figado quanto no mdsculo, o que
corroborou com resultados de (ZEPPENFELD et al, 2014), em que jundias do grupo controle
apresentaram baixos niveis de proteina no figado em comparagdo com uso de 40 uL./L de EO
de A. triphylla ( citral 72%), demonstrando a funcéo protetora do 6leo essencial na preservagdo
das proteinas. A manutencao dos niveis de proteinas nos peixes anestesiados em até 120 min
sugere que estas foram preservadas para outras finalidades vitais do organismo (BECKER et
al., 2016), haja vista que as vias do metabolismo da glicose foram suficientes para atender a
demanda energética na recuperacdo pds manejo biométrico.

Nas branquias a dindmica do metabolismo da proteina foi o inverso, enquanto nédo
tivemos alteracdes significativas nos niveis de proteina no grupo controle, houve reducéo dos
niveis de proteinas nos peixes anestesiados, associados a baixos niveis de aménia nas branquias.
Durante a anestesia profunda os peixes passam por condicdo analoga a hipoxia devido a
diminuicdo da taxa de ventilagdo. A reoxigenacdo dos tecidos ocorre somente na recuperacgéo,
gue geralmente é acompanhada por danos oxidativos (GRESSLER et al., 2014 ; VELISEK et
al., 2011). Isto €, alteracbes nos batimentos operculares e na frequéncia cardiaca podem
prejudicar a passagem de agua e sangue pelas branquias e a excrecdo de amoénia ( INOUE et
al., 2011 ; RIBEIRO et al., 2016 ). Assim pode-se sugerir que a reducdo dos niveis de proteina
nas branquias deve-se ao uso para atender a demanda energética, e os niveis baixos de amonia
nos peixes anestesiados com OECC, indicam altas taxas de transaminacdo em resposta as
condicdes de estresse. Infelizmente, ndo foi possivel avaliar outros parametros bioquimicos
importantes, como niveis plasmaticos de cortisol e glicogénio, devido ao tamanho corporal dos
juvenis utilizados para comercializacdo. No entanto, as andlises de estresse oxidativo e de
avaliacdo do dano lipidico TBARS do presente estudo, contribuiu para uma visdo mais
compreensiva dos resultados.

O aumento dos niveis muscular de TBARS aos 30 min de recuperacao ap0s a anestesia
do tambaqui com OECC seria um indicativo de dano lipidico causado por este anestésico, que
pode causar danos a camada fosfolipidica das células e ao metabolismo das proteinas. No

entanto, houve ativacdo do sistema antioxidante através do aumento significativo da atividade
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da SOD ao mesmo tempo, o que pode-se inferir que 0 aumento da atividade da SOD , é uma
tentativa de minimizar a producédo de radicais livres, condicdo evidenciada pela elevacdo dos
niveis de TBARS. A SOD ¢ uma das primeiras barreiras enzimaticas antioxidantes a combater
EROs (SLANINOVA et al., 2009). Por outro lado os niveis de TBARS no figado no tempo 0
min foi menor nos peixes anestesiados que o grupo controle, enquanto que ndo houve diferengas
significativas nas atividade de SOD e GSH hepético, demonstrando um status oxidativo
equilibrado, ndo estimulando o sistema antioxidante. Niveis mais baixos de TBARS também
foram vistos no figado de jundias com o 6leo essencial de L. alba (AZAMBUJA et al., 2011)
figado e musculo de jundias com OE de A. triphylla. (ZEPPENFELD et al., 2014) e jundias
anestesiado com 300 pL L-1 de OE dos quimiotipos L. alba citral e linalol (SOUZA et al.,
2018).

As branqguias estdo mais expostas ao meio ambiente, portanto, sdo as primeiras a ter
contato com substancias presentes na dgua. Em condic¢Oes de manuseio ou transporte que geram
estresse, as branquias também podem sofrer alteracdes para adaptar-se as novas condi¢des do
ambiente, garantindo a manutencio de suas funcdes (BRANDAO et al., 2021). No presente
estudo, peixes anestesiados tiveram menores niveis de TBARS nas branquias em todos os
tempos avaliados de recuperacdo, comparados ao grupo controle. J4, BALDISSERA etal., 2019
estudaram o desequilibrio bioenergético branquial de L. alexandri submetido a condicdo de
hipoxia seguida de reoxigenagdo e encontraram niveis mais elevados de EROs nas branquias
durante a reoxigenacao, 0 que nao ocorreu no presente estudo.

YOUSEFI et al., (2022) demonstraram que a anestesia de O. niloticus com timol e
eugenol (30 e 80 mg L-1) mostrou menores 0s niveis de GSH comparados com grupo controle
(sem anestésico), evidenciando sua funcdo como antioxidante. O aumento significativo da
atividade do GSH no muasculo em 0 e 30 min de recuperacao, esta relacionado com a atividade
de SOD no mesmo tempo avaliado, uma vez que a fungdo do GSH é neutralizar e remover

substancias citotoxicas produzidos por SOD a partir de 0 min de exposi¢éo.

3.5 Concluséo

O uso do OECC 100 mg/L e recomendado para anestesiar juvenis de tambaqui em
atividades de manejos rapidos, uma vez que promoveu anestesia em tempo adequado menos de
3 minutos e recuperagdo em tempo inferior a 10 minutos, ndo provocou mortalidade nos animais

expostos ao 6leo essencial, e de maneira geral melhorou os parametros metabolicos e de estresse
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oxidativo, estimulou a atividade antioxidante de substancias como SOD e GSH nos tecidos,
com menores danos ao metabolismo lipidico (TBARS), portanto reduzindo os efeitos deletérios

da exposicdo ao manejo biomeétrico.
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Artigo intitulado OLEO ESSENCIAL Cymbopogon citratus COMO REDUTOR DE
ESTRESSE EM TRANSPORTE SIMULADO DE JUVENIS DE TAMBAQUI

Colossoma macropomum, que foi submetido na revista Fishes (Qualis capes para Zootecnia/
Recursos Pesqueiros )
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4. OLEO ESSENCIAL Cymbopogon citratus COMO REDUTOR DE ESTRESSE EM
TRANSPORTE SIMULADO DE JUVENIS DE TAMBAQUI Colossoma macropomum

Resumo: O estudo teve como objetivo avaliar o uso de 6leo essencial do Cymbopogon citratus
(OECC) como sedativo em condi¢des simuladas de transporte de juvenis de tambaqui
(Colossoma macropomum) por 17 h. Foram utilizados 300 juvenis de tambaqui (10.06+0.31cm
e 9.94+0.38 g), os quais foram submetidos a um jejum de 24 h antes da simulacdo de transporte.
Os juvenis foram colocados em sacos plasticos de 10 L (10 juvenis/L ou 20 juvenis/saco) e
oxigénio puro, e submetidos as concentracdes de OECC (8, 10 e 12 mg/L ), além dos grupos
controle agua e controle alcool. A diluicdo do OECC foi com etanol (1:10). Amostras de agua
foram coletadas antes e ap0ds o transporte para verificagdo dos parametros fisicos e quimicos da
agua, além da aménia total, fluxo liquido dos ions Na*, K* e CI, bem como verificada a
sobrevivéncia dos peixes logo apds o transporte e apds 24 h. ApGs o transporte 0s animais foram
eutanasiados e foram coletados figado, musculo e branquias para realizacdo das analises
bioquimicas e de estresse oxidativo. Ndo houve diferenca significativa na sobrevivéncia em 0
e 24 h apos o transporte (p>0.05) entre os tratamentos. O emprego de OECC 8 mg/L no
transporte reduziu a excrecdo de amdnia e perda de ions de CI" e K* e apresentou menores
niveis glicémicos muscular, com 12 mg/L reduziu o lactato e triglicerideos. Além disso, foi
possivel observar melhores condicbes antioxidantes com uso do OECC, constatados pela
aumento da atividade da enzima antioxidante SOD, em resposta a0 aumento dos niveis de
TBARS. O uso do OECC na concentracao de 8 mg/L pode ser recomendado para juvenis de
tambaqui para transportes de até 17 h, indicando ser um potencial redutor de estresse,
decorrentes do transporte.

Palavras-chave: produtos naturais, sedativo, fluxo de ions, antioxidantes
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4. ESSENTIAL OIL Cymbopogon citratus AS A STRESS REDUCER IN SIMULATED
TRANSPORT OF TAMBAQUI Colossoma macropomum JUVENILES

Abstract: The study aimed to evaluate the use of Cymbopogon citratus essential oil (EOCC)
as a sedative in simulated conditions of transport of juvenile tambaqui (Colossoma
macropomum) for 17 h. 300 tambaqui juveniles (10.06£0.31cm and 9.9+0.38 g) were used,
which were fasted for 24 hours before transport simulation. The juveniles were placed in 10 L
plastic bags (10 juveniles/L or 20 juveniles/bag) and pure oxygen, and subjected to EOCC
concentrations (8, 10 and 12 mg/L), in addition to the water control and alcohol control groups.
The EOCC was diluted with ethanol (1:10). Water samples were collected before and after
transport to check the physical and chemical parameters of the water, in addition to total
ammonia, net flux of Na+, K+ and CI- ions, as well as checking the survival of the fish
immediately after transport and after 24 H. After transport, the animals were euthanized and the
liver, muscle and gills were collected for biochemical and oxidative stress analyses. There was
no significant difference in survival at 0 and 24 h after transport (p>0.05) between treatments.
The use of EOCC 8 mg/L in transport reduced ammonia excretion and loss of Cl- and K+ ions
and presented lower muscle glycemic levels, with 12 mg/L reducing lactate and triglycerides.
Furthermore, it was possible to observe better antioxidant conditions with the use of OECC,
evidenced by the increase in the activity of the antioxidant enzyme SOD, in response to the
increase in TBARS levels. The use of EOCC at a concentration of 8 mg/L can be recommended
for tambaqui juveniles for transports of up to 17 hours, indicating that it has a potential to reduce

stress resulting from transport.

Keywords: natural products, sedative, ion flow, antioxidants
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4.1 INTRODUCAO

O tambaqui (Colossoma macropomum) € a espécie de peixe mais produzida na regido
amazonica, considerada rustica, apresenta rapido crescimento, boa conversao alimentar e carne
saborosa, dentre outras caracteristicas (VALLADAO et al., 2018). Devido a grande importancia
econdmica da espécie, a busca por alternativas que reduzam o estresse e melhore o bem-estar
dos animais causado por praticas de rotina nas pisciculturas, € fundamental e crescente. Uma
das praticas rotineiras é o transporte de peixes vivos, que pode produzir efeito estressor nos
individuos transportados (VALLADAO et al, 2016; SACCOL et al, 2018;
VANDERZWALMEN et al., 2019; SILVA et al., 2020).

Nesse sentido, 0 uso de sedativo adicionado na agua de transporte pode reduzir os efeitos
deletérios sobre a saude dos animais (HOHLENWERGER et al. 2016; AYDIN e BARBAS
2020). Sobretudo na regido amazonica, onde o transporte desde as pisciculturas de reproducgéo
até as de engorda pode ser de longa duracéo. Isto ocorre, devido a grande distancia geogréfica
entre os municipios, sendo muita das vezes esse transporte obrigatoriamente fluvial. JUNIOR
CARVALHO, et al., 2009).

Nos ultimos anos, 0 uso de 6leos essenciais extraidos de plantas foram investigados,
como anestésicos para melhorar a condi¢do do bem-estar dos peixes em varios processos de
manipulacio, incluindo o transporte (BRANDAO et al., 2021; MIRZARGAR et al., 2022). Um
deles é o OECC, planta nativa de regides tropicais do continente asiatico, especialmente da
india, pertencente a familia Poaceae (OLADEJI et al., 2019). Outros autores ja avaliaram o
efeito anestésico e sedativo do 6leo essencial de C. citratus, em peixes ornamentais como acara
bandeira Pterophyllum scalare (OLIVEIRA et al., 2022), electric blue hap (Sciaenochromis
fryeri) e labido yellow (Labidochromis caeruleus) (KIZAK et al.,2018). Seus compostos ativos
tém se destacado por suas propriedades farmacoldgicas, apresentando a¢fes anticonvulsivante,
antinociceptiva, antibacteriana e anestésicas (BASTOS et al., 2010; DE MENEZES-FILHO et
al., 2014; LOPEZ- ROMERO et al., 2015), ansiolitica (HACKE et al. 2020), além da rapida
recuperacio da funcio cardiaca pos anestesia em peixes (ARAUJO et al., 2023).

Quando em concentragcdes menores, 0s anestésicos tém efeito sedativo de forma eficaz
em manejos de longa duragdo (TEIXEIRA et al., 2018). Ocasionado pela desaceleragdo do
metabolismo dos peixes, resultando em menor consumo de oxigénio e excrecdo de aménia,
consequentemente preservando a qualidade da agua durante o transporte, garantindo o bem-
estar animal (BUCKING, 2017).

O transporte pode desencadear alteracdes fisiologicas como perda de ions, aumento do
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fluxo sanguineo e aumento do consumo de oxigénio (ELLIS et al., 2012) o que pode aumentar
a formacdo de radicais livres espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células (BARBAS et al.
, 2017). Em resposta, 0s organismos podem ativar o sistema antioxidante e produzir enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), além de antioxidantes néo
enzimaticos como glutationa reduzida (GSH), o qual é rapidamente oxidado em situa¢fes nas
quais ocorre aumento na producdo celular de EROs (OHARA, 2006; CHOWDHURY e
SAIKIA , 2020).

Deste modo, considerando a importancia de investigar substancias sedativas que
reduzam o estresse no transporte de peixes na Amazonia, apresentamos este estudo como o
primeiro a investigar os efeitos do OECC como sedativo em tambaqui. Sendo assim, o objetivo
deste estudo foi testar os efeitos de diferentes concentracbes do OECC em transporte simulado
de juvenis tambaqui, avaliando parametros qualidade da agua, bioquimicos e de estresse

oxidativo.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Obtencdo do 6leo essencial Cymbopogon citratus e composi¢do quimica

A parte aérea da planta Cymbopogon citratus foi coletada em Belterra, no estado do
Pard, norte do Brasil, e 0 6leo essencial foi extraido no Laborat6rio de Bioprospeccédo e Biologia
Experimental da Universidade Federal do Oeste do Para (LABBEX-UFOPA) Santarém Para.
A extracdo e caracterizagdo quimica do OECC foram feitas conforme descrito em detalhes por
(PEREIRA et al. 2020).

4.2.3 Peixes

Trezentos juvenis de tambaqui (11.05 £ 0.44cm e 10.9 = 0.52 g) foram obtidos de
Piscicultura Comercial em Santarém, PA, Brasil. A aclimatacdo foi realizada em tanques de
1000 L (15 dias) em sistema de recirculacdo com aeragdo constante. Durante este periodo os
animais foram alimentados com rag&o comercial onivora (Presence® Nutripiscis) com 32% de
proteina bruta e 3.500 kcal kg™ de energia bruta, trés vezes ao dia até a saciedade aparente.

Foram monitorados os parametros de qualidade de 4gua diariamente (temperatura 26,1 + 0,1
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°C, pH 7,71 + 0,06, oxigénio dissolvido 5,40 + 0,10 mg/L, e condutividade elétrica 419,00 £
11,05 pS.cm), com jejum 24h antes do inicio dos experimentos.

Esta pesquisa foi realizada com a aprovacdo de seu protocolo pela Comissio de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Oeste do Para sob o nimero de registro
1120210126.

4.2.4 Procedimento Experimental

Para a realizacdo do experimento simulou-se um transporte de juvenis de tambaqui com
duracdo de 17 h, condicdo de longa duracdo usual para um transporte fluvial de barco do
municipio de Santarém (2°27' 16,45 S, 54° 41’ 57,33” W) até o municipio de Oriximina (01°
45'42,59” S, 55° 51" 49,74” W), ambos no estado do Para, Brasil. Os juvenis foram colocados
em sacos plasticos de 10 L, contendo 2 L de agua (10 juvenis/L ou 20 juvenis/saco) e adicionado
oxigénio puro. Foram testadas trés concentraces do OECC (8, 10 e 12 mg/L ) adicionadas na
agua de transporte, o que corresponde a 10% das concentracBes que induziram anestesia
profunda em menor tempo no tambaqui. Além disso, também foram utilizados mais dois
tratamentos (&4gua e adgua + 117,3 uL etanol/L), todos em triplicata. O OECC foi diluido em
etanol (1:10). Apos acondicionados 0s animais nos diferentes tratamentos, os sacos foram
fechados com tiras de borracha e colocados individualmente em aquarios de vidro vazios. O
procedimento de simulacéo foi conforme descrito por SILVA et al., (2017). Imediatamente apds
o transporte, amostras de musculo, branquias e figado foram coletadas de nove animais (N = 3
de cada saco de transporte) de cada tratamento. Os demais animais de cada repetigdo foram
colocados em aquarios plasticos (7 L) para avaliacdo de recuperacdo, contendo agua limpa (sem
anestésico) e aeracdo constante. Eles permaneceram nestas condi¢des por 24 h para avaliar a

mortalidade apos o transporte, de acordo com protocolo de BECKER et al., (2012).

4.2.5 Andlise de agua e fluxo liquido de ions

A agua foi coletada antes e ap0s o transporte para determinacédo de parametros fisicos e
guimicos. Temperatura, niveis de oxigénio dissolvido, condutividade e pH foram medidos
usando equipamento portatil multiparametro AKSO88, dureza da agua pelo método titulante
com EDTA e alcalinidade conforme (BOYD e TUCKER 1992). O di6xido de carbono segundo
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Summerfelt et al. (2000). A amobnia total foi determinada pelo método do salicilato de
hipoclorito conforme descrito por (VERDOUW et al., 1978) e a amonia ndo ionizada foi
calculada acordo com (COLT e TOMASSO 2002).

Os niveis de CI" na agua foram determinados conforme descrito por (ZALL et al., 1956)
e os niveis de Na* e K* foram determinados com um fotémetro de chama (Benfer Mark, modelo
LB-BFC300). Fluxos liquidos de ions foram calculados de acordo com (GONZALEZ et al.,
1998).

4.2.6 Parametros bioquimicos e estresse oxidativo

Para avaliar os niveis de metabdlitos, os tecidos (figado, musculo e branquias) foram
fragmentados individualmente em uma placa de Petri gelada e posteriormente homogeneizado
com Ultra-Turrax®, T25basic com uma ferramenta de dispersdo S25N-8G, IKA®-Werke, com
7,5 vol. (p/v) de acido percldrico 0,6 N gelado e neutralizado com o0 mesmo volume de 1 M
KHCO3. Posteriormente, os homogeneizados foram centrifugados (30 min, 4000 x g, 4 °C), e
os sobrenadantes foram recuperados em aliquotas e armazenados a -20 °C. Os parametros
bioquimicos (glicose, lactato, proteina total e triglicerideos) foram determinados com Kit
comercial Labtest® (Belo Horizonte -MG Brasil) (Glicose PAP Liquiform Ref. 84; Lactato
Enziméatico Ref. 138; Proteinas Totais Ref. 99; Triglicerideos Liquiform Ref. 87) com
adaptacdes para leitura em microplacas de 96 pocos. A amonia tecidual foi determinada pelo
método do salicilato-hipoclorito, de acordo com (VERDOUW et al., 1978). Todos 0s ensaios
foram executados na Microplate Reader (Diatek DR-200B, DiaTek Instruments) usando o
software KCjunior™,

A outra porcao das amostras de tecidos foram homogeneizadas com tampéo fosfato de
sodio 0,3 M + KCI 140 mM pH 7,4 na proporc¢éo de 1:10 para analise do estresse oxidativo. Os
niveis de peroxidacéo lipidica (LPO) foram estimados de acordo com o ensaio de substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) segundo (OHKAWA et al. 1979) adaptado por
Baldissera et al. (2016), sendo os resultados expressos em nmol de MDA g tecido. O ensaio da
atividade da SOD foi baseado pela inibicdo da oxidacdo do pirogalol pela SOD conforme
descrito por (MISRA e FRIDOVICH 1972) e expressa como Unidade de SOD/ mg proteina.
Os niveis de GSH foram determinados de acordo com (SEDLAKE e LINDSAY 1968) pela
reacdo de acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB) e cisteina como curva padréo e valores

foram expressos como pumol/ mg de proteina.
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4.2.7 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste Shapiro Wilk para normalidade e de Levene para
homocedasticidade. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) One way. Os dados foram
submetidos ao teste de Tukey para comparacdo de médias (p<0,05) e teste de Dunnet para
comparar simultaneamente a média de tratamentos com 6leo essencial com a média do grupo

controle agua por meio do software Sigma Plot v.11.

4.3 Resultados

N&o houve mortalidade dos peixes (p > 0,05). Houve diferenca significativa entre os
valores antes e ap0s o transporte para oxigénio dissolvido, didéxido de carbono, pH,
condutividade, amdnia total e am6nia ndo ionizada, no entanto para temperatura e dureza da

agua ndo houve diferenca antes e depois do transporte ( Tabela 1).

Tabela 1. Pardmetros de qualidade da &gua antes e depois do transporte simulado, em sacos plasticos (17 h) de
juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) em sacos plasticos com 6leo essencial de Cymbopogon citratus
(OECC) adicionado na agua.

Parametrosda  Antesdo  Depois do transporte (17h)

agua transporte Controle Controle OECC OECC OECC
agua alcool 8mg/L 10mg/L 12mg/L
Oxigénio 5,50+0,00 9,83+0,95%" 7,90+1,10%" 8,50+0,70%" 7,86+0,65%" 10,60+0,70%
dissolvido

Dioxido de 0,94+0,00 63,80+1,46%" 60,01+4,01%° 48,19+3,67%"  64,72+3,42%" 51,05+5,220"
carbono
Temperatura  25,90+0,00 25,66+0,05% 25,73+0,052 26,06+0,152 26,16+0,052 26,26+0,052

pH 7,63+0,00 6,18+0,02%" 6,15+0,05%" 6,18+0,02%" 6,13+0,08% 6,16+0,01%
Condutividade 420,00+0,00 672,66+10,50*° 666,66+9,07*" 622,00+2,00° 655,66+11,67%" 625,00+8,00""

Alcalinidade  20,26+0,00 47,29+1,01%"  42,78+2,25% 36,78+1,30®" 43,53+3,44*  38,28+3,90”"
Dureza 58,37+0,00 58,63+2,30? 57,30+2,30*  57,30+1,15%  56,30+1,152 56,63+2,302
Aménia Total  1,38+0,00 15,89+0,84%"  12,72+2,00°"  11,20+0,13°"  14,17+1,48%  12,19+1,05"
Amoéniando  0,03+0,00  0,01+0,00" 0,009+0,00°"  0,009+0,00°"  0,01+0,00° 0,01+0,00""
ionizada

Valores estdo expressos em médias + desvio padrdo. Asteriscos indicam diferencas significativas quando comparados com valores antes
do transporte (P < 0,05) teste de Dunnet. Letras diferentes, nas linhas, indicam diferencas entre os tratamentos apds o transporte (P < 0,05).
ANOVA p<0.05 teste de tukey. Oxigénio dissolvido, diéxido de carbono e aménia total estdo expressos em (mg/L). Amonia n-ionizada
pmol/L, condutividade elétrica (uS.cm), alcalinidade, dureza (mg CaCO3 /L) e temperatura em °C.
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N&o houve efeito (p>005) dos tratamentos apos o transporte para oxigénio dissolvido,
pH e amodnia ndo ionizada. Entretanto, os niveis de CO2 reduziram significativamente em peixes
transportados com adicéo de 8 e 12 mg/L de OECC comparado ao grupo controle (somente
agua). Também, os valores de condutividade elétrica, alcalinidade e amoénia total foram
menores significativamente com uso de OECC 8 e 12 mg/L comparado ao grupo controle
(Tabela 1).

Houve menor perda de ions de CI- em peixes transportados na concentracéo de 8 mg/L
de OECC, comparado ao grupo controle. No fluxo iénico de potassio o uso de OECC e CALc
reduziu a perda de ions comparado ao grupo controle. Em sodio houve influxo de ions em todos

o0s tratamentos, com maior absor¢do na concentracdo de OECC 10 mg/L comparado ao controle
(Fig 1).
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Figura 1. Fluxo idnico de sodio (Na*), potéssio (K*) e cloreto (CI), apds o transporte simulado de 17h,
com controle agua (C.A), controle alcool (CALc) e concentragdes de OECC em 8, 10, e 12 mg/L. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos. ANOVA ONE WAY, p <0,05 teste
tukey.

Nos parametros bioquimicos, os niveis de lactato hepatico foram significativamente
menores com uso do OECC na concentragdo 12 mg/L comparado aos outros tratamentos (p <
0,05). Maiores valores de amdnia hepatica foram encontrados em peixes transportados com uso

de 10 e 12 mg/L de OECC comparado aos outros tratamentos. Nao foram observadas diferencas
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significativa nos niveis de glicose e triglicerideos hepéticos entre os tratamentos (Tabela 2).

Tabela 2. Metabdlitos em tecidos de tambaqui, Colossoma macropomum, apos o transporte simulado (17 h)

com 6leo essencial de Cymbopogon citratus (OECC) adicionado na agua.

Tecido Tratamentos
Metabolitos Controle Controle OECC OECC OECC
Agua Alcool 8 mg/L 10 mg/L 12mg/L

Figado
Glicose 219,24+50,982 274,14+41,952 279,40+47,562 200,78+ 43,83  171,93+41,012
Lactato 3,80+1,05? 3,23+1,142 3,21+1,432 4,70+1,512 0,39+0,12""
Triglicerideos 14,54+3,70% 17,1845,78% 22,39+8,46% 20,04+7,30? 18,2045,42%
Proteina 11,75+0,942 11,09+2,082 11,23+0,802 11,67+2,232 11,04+1,072
Amonia 268,25+72,88° 371,47425,37%  238,46+82,99° 697,41+10,77%"  481,33+30,24""
Tecidual
Musculo
Glicose 4,71+1,562 5,791,172 2,49+0,920 4,69+1,122 4,44+0,68%
Lactato 16,59+3,702 17,14+3,582 13,855,062 24,24+7,942 4,82+1 52
Triglicerideos 9,79+2,73? 11,44+4,792 13,66+6,83% 9,95+4,55% 4,72+1,50"
Proteina 8,02+1,842 8,48+1,48? 9,06+3,19? 9,03+2,362 6,29+2,01?
Amonia 170,51+52,172 227,36+98,912 317,34+83,342 185,52+31,21%  67,64+20,67"
Tecidual
Branquias
Glicose 11,05+3,832 13,40+3,142 17,4442 252 14,03+4,152 15,84+4,002
Triglicerideos 14,62+3,11% 9,97+0,83"" 19,11+7,002 18,13+4,88?2 25,79+6,022
Proteina 8,72+1,63? 9,28+2,64? 11,63+2,66% 11,87+3,082 10,00+1,23?2
Amonia 1316,22+235,61% 1122,49+221,64% 1280,02+400,41% 847,68+106,29°" 1448,08+165,412
Tecidual

Valores estdo expressos em médias + desvio padrdo. Letras minudsculas apresentam diferencas significativas na mesma linha entre
diferentes tratamentos; * indica diferenca significativa com o grupo controle. ANOVA one-way p<0.05 teste de Dunnet. Glicose,
lactato e triglicerideos, sdo expressos em umol/g de tecido. Amonia tecidual é expressa em pM/ g de tecido e proteina mg de proteina/
g de tecido.

Dos metabolitos analisados no musculo, houve menores niveis de glicose (p<0,05) com
uso de 8mg/L de OECC comparado aos demais tratamentos. Peixes transportados com 12 mg/L
de OECC apresentaram menores niveis de lactato, triglicerideos e amdnia muscular ao final do
transporte, comparado aos demais tratamentos (Tabela 2). Para 0os metabolitos analisados nas
branquias, ndo foram observadas diferenca nos niveis de glicose entre os tratamentos. Os niveis
de triglicerideos foram menores significativamente no controle alcool (p<0.05). Os niveis de
amonia branquial foram menores significativamente no tratamento com 10mg/L de OECC
p<0.05 . Os niveis de proteinas totais ndo foram afetados pelo transporte ou tratamentos nos
tecidos avaliados (Tabela 2).

Houve maiores niveis de TBARS hepéatico em peixes transportados com 10mg/L de

OECC (Fig 2A), no entanto quando transportados na concentracdo de 8 mg/L e 10 mg/L de
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OECC estimulou a atividade hepética de SOD (Fig 2B). Os niveis hepaticos de GSH nao foram
afetados pelo transporte ou tratamentos (Fig. 2C) (P > 0,05)
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Figura 2. Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico TBARS (A), atividade da superéxido dismutase
SOD (B) e niveis de glutationa reduzida GSH (C) no figado de tambaqui ap6s o transporte simulado de
17h, com controle agua (C.A), controle alcool (CALCc) e concentracGes de OECC em 8, 10, e 12 mg/L.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos. *indica diferenca significativa
com o grupo controle. ANOVA ONE WAY, p <0,05 teste tukey.



64

Menores niveis de TBARS no musculo foram observados em peixes transportados com
8mg/L de OECC (Fig 3A). Peixes transportados com 12 mg/L de OECC tiveram maior
atividade de SOD e GSH muscular que os demais tratamentos. (Fig 3 B e C)
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Figura 3. Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico TBARS (A), atividade da superdéxido dismutase

SOD (B) e niveis de glutationa reduzida GSH (C) no musculo de tambaqui apds o transporte simulado
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de 17h, com controle agua (C.A), controle alcool (CALc) e concentracdes de OECC em 8, 10, e 12
mg/L. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos.*indica diferenca
significativa com o grupo controle. ANOVA ONE WAY, p <0,05 teste tukey.

Os niveis de TBARS nas branquias foi maior em peixes transportados com 12 mg/L
(Fig 4A), no entanto a atividade de SOD nas brénquias nédo foi afetada pelo transporte ou
tratamentos. (Fig. 4B) (P > 0,05). A atividade branquial de GSH foi menor em 10 mg/L OECC
(P < 0,05) do que o grupo controle e demais tratamentos. (Fig. 4C)
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Figura 4. Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico TBARS (A), atividade da superoxido dismutase
SOD (B) e niveis de glutationa reduzida GSH (C) nas branquias de tambaqui apés o transporte simulado
de 17h, com controle &gua (C.A), controle alcool (CALc) e concentragdes de OECC em 8, 10, e 12
mg/L. Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos.*indica diferenca
significativa com o grupo controle. ANOVA ONE WAY, p <0,05 teste tukey.
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4.4 Discussao

Apbs o transporte de tambaqui por 17 h, foram registrados altos niveis de oxigénio
dissolvido na agua. Quando se adiciona oxigénio puro no saco ocorre supersaturacdo do
oxigénio dissolvido, causada pela presséo interna do saco (MAZANDARANI et al., 2017), isso
esclarece os elevados niveis de oxigénio dissolvido observados no presente estudo,
corroborando com resultados reportados por (OLIVEIRA et al., 2022) no transporte de
Pterophyllum scalare. O aumento de CO, e reducgdo do pH neste estudo corroborou com o
estudo de (SILVA et al., 2017) no transporte com o hidrolato de L. alba e (COSTA et al. 2021)
com hidrolato de Myrcia silvatica, ambos simularam o transporte de juvenis de tambaqui por
17h.

A respiracdo aumenta a formacao de &cido carbdnico pelos peixes e reduz o pH na agua
de transporte (BALDISSEROTTO et al., 2008; SALBEGO et al. 2015), o que justifica a
diminuigéo de pH apresentado no presente estudo, no entanto ndo interfere no crescimento ou
sobrevivéncia do tambaqui, pois individuos dessa espécie toleram pH 4,0 sem mudancas no seu
desenvolvimento (ARIDE et al., 2007), constatados pela auséncia de mortalidade durante e apds
24h de transporte. Com uso de OE de O. gratissimum (0, 5 e 10 mg L™ 1) em L. alexandri,
(BOAVENTURA et al., 2021) também ndo observaram mortalidade durante e apds 24 h de
transporte em sacos plasticos. Os valores de alguns parametros da agua estdo dentro da faixa
apropriada para a criacdo de peixes de agua doce, que geralmente variam de pH de 6,0a 9,0 e
temperatura de 26°C a 29°C, bem como niveis de alcalinidade e dureza variando de 20 a 300
mg.Lt e 0a 75 (mg.L?) CaCO3, respectivamente (ARANA 2010; FARIA et al. 2013; LEIRA
et al. 2017). Os niveis mais elevados da alcalinidade pds transporte pode ser explicado pela
regurgitacao de alimento consumido (ra¢do comercial que contém calcério calcitico), indicando
tempo insuficiente na depuracdo dos peixes. Resultados similares foram encontrados por
(GOLOMBIESKI et al., 2003; BECKER et al., 2012; 2013; 2016).

Os efluxos liquidos de K™ foram reduzidos em peixes transportados nos tratamentos
com controle alcool (CALc), 8, 10 e 12 mg/L de OECC, assim como menor efluxo de CI" com
uso de OECC 8mg/L. Esses resultados, somados aos menores valores de alcalinidade em 8 e 12
mg/L de OECC, pode ter contribuido para a reducdo da condutividade elétrica na dgua de
transporte, sugerindo menor perda de ions. Similarmente ao presente estudo, o uso do OE de
Aloysia triphylla (quimiotipo citral 72%) no transporte de juvenis de Rhamdia quelen, reduziu
o efluxo de ions (PARODI et al., 2014; ZEPPENFELD et al., 2014), resultados semelhantes
com L. alba (quimiotipo citral) BECKER et al., (2013) e em tambaqui com hidrolato ( SILVA
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etal., 2017; COSTA et al., 2021). O influxo de Na* ocorreu em todos os tratamentos, isso pode
estar ligado a acdo do cortisol, que estimula a diferenciacdo de células branquiais para a
captacdo de ions, entre eles 0 Na* para a corrente sanguinea.

O aumento na amonia (ionizada e ndo ionizada) sdo esperados durante o transporte de
peixes (SENA et al., 2016; HOHLENWERGER et al., 2017; MAZANDARANI et al., 2017)
corroborando com o presente estudo onde houve aumento nos niveis de amonia total ao final
do transporte, porém com menor excre¢do na concentracao de 8mg/L de OECC comparado ao
grupo controle, isso indica uma reducdo do metabolismo de nitrogénio dos peixes. Resultados
similares com reducdo dos niveis de amonia foram relatados no transporte de tambacu e tilapia
do Nilo com dleo essencial de L. alba por (SENA et al., 2016; HOHLENWERGER et
al., 2017; MIRZARGAR et al., 2022) e Pterophyllum scalare com eugenol (OLIVEIRA et
al., 2019) adicionados a agua. Os niveis de amonia ndo ionizada ao final do transporte em todos
os tratamentos foram significativamente menores que os iniciais (antes do transporte), devido
a reducdo do pH da agua, como resultado, a toxicidade da fracdo ndo ionizada foi muito baixa
para o tambaqui (BOYD, 1982).

Em condicBes estressantes, como o transporte, ha a producdo de catecolaminas e
cortisol, que aumenta o fluxo sanguineo, transporte de oxigénio e a permeabilidade do tecido
branquial, com isso aumentam a demanda de energia para responder a acdo do estresse
(McDONALD e MILLIGAN, 1997) e reservas energeticas sdo mobilizadas como resposta
adaptativa ao estresse (IVERSEN et al., 2005; IVERSEN et al., 2009). Em razdo dessa
mobilizacdo, o aumento dos niveis glicémicos tem sido utilizado como um indicador de estresse
em peixes (VELISEK et al., 2011; PANKHURST 2011). Os juvenis de tambaqui transportados
com OECC apresentaram niveis hepaticos de glicose similares, no entanto observou-se baixos
niveis de lactato hepatico com 12 mg/L de OECC, indicando que o metabolismo aerdbico foi a
principal fonte de energia necessaria durante o transporte, e que o uso do OECC néo estimulou
a hiperglicemia. Resultados similares foram relatados por (ZEPPENFELD et al., 2014) que
encontrou redugéo dos niveis de lactato no figado com uso de 6leo essencial A. triphylla no
transporte de jundias.

Os peixes transportados com uso de 10 e 12 mg/L apresentaram maiores niveis de
amonia hepatica. Altos niveis de amonia estdo associados a atividade das enzimas
transaminases (INOUE et al., 2011 ; GRESSLER et al., 2015) envolvidos na mobilizacdo de
aminoacidos via gliconeogénese para a producédo de glicose (CHATTERJEE et al., 2006). No
entanto ndo € possivel constatar que houve catabolismo de proteinas para suprir a demanda de

energia glicosidica do estresse, haja vista que nesse estudo ndo houve alteracfes nos niveis de


https://link.springer.com/article/10.1007/s10695-022-01075-3#ref-CR64
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proteina total em nenhum dos tecidos avaliados. A producéo de albumina pode ser influenciada
pelas condigdes do figado e pelas alteracdes do estresse (McDONALD e MILLIGAN, 1992 )
que também influenciam alteracbes na frequéncia ventilatoria e fluxo de sangue pelas
branquias, dificultando a excrecdo de composto nitrogenados (RIBEIRO et al., 2016;
HOHLENWERGER et al., 2017 ), isso pode explicar o acimulo de aménia nos tecidos
hepaticos, e 0 niveis baixos nas branquias com uso de 10 mg/L de OECC.

No mausculo, o uso de 8mg/L do OECC reduziu os niveis de glicose, e em 12 mg/L
observou-se menores niveis de triglicerideos e lactato, associados a menores niveis de aménia
muscular. Isso indica que o catabolismo desse metabdlito (triglicerideos) e metabolismo
anaerdbico (lactato) podem ter sido preservados (VELISEK et al., 2005), e o metabolismo de
carboidratos foi suficiente para suprir a demanda aumentada de energia durante o transporte.

Em condicGes normais (homeostase), o organismo mantém um equilibrio entre agentes
oxidantes e pro-oxidantes (POLI et al., 2012). No entanto, situaces de estresse como
transporte, e condi¢des hiperdxicas (BARBAS et al., 2017), podem causar desequilibrio na
célula, aumentando a producédo de EROs.

Neste estudo avaliou-se as atividades de agentes antioxidantes como a SOD, que é uma
importante enzima responsavel pela eliminacdo das EROS produzidas nas ceélulas
(CHEESEMAN e SLATER, 1994). Essa enzima transforma o radical superdxido (O2 - ) em
peroxido de hidrogénio (H202) e agua (H20). A GSH é o mais abundante antioxidante, é
rapidamente oxidado em situacfes nas quais ocorre aumento na producdo celular de EROs.
(OHARA, 2006). A presenca de altas concentracfes de EROs nas células pode causar diversos
tipos de danos teciduais, como a oxidacao de lipidios TBARS (STADTMAN e LEVINE, 2003
SEVGILER et al., 2004). Neste estudo, foram observados maiores niveis de TBARS em peixes
transportados com 10 mg/L de OECC no figado, 12 mg/L no musculo e 12 mg/L nas branquias.
No entanto, os efeitos da peroxidacao das substancias (formacgdo de EROS) podem estimular a
producéo de substancias antioxidantes (AHMAD et al., 2000), como a SOD que aumentou a
sua atividade antioxidante com uso de 8 mg/L de OECC no figado e no mdsculo com 12mg/L
de OECC, associada a aumento da atividade de GSH muscular, esse aumento da atividade
antioxidante possivelmente contribuiu para prevenir a oxidacéao lipidica no tecido muscular.
Resultados similares foram reportados em juvenis de Rhamdia quelen por (BRAUN et al.,
2008) que observaram elevacdo dos niveis de TBARS no figado e musculo, que estimulou a
maior atividade SOD nos mesmos tecidos.

As brénquias estdo em contato direto com o meio ambiente e, portanto, sdo o principal
alvo de substancias presentes na 4gua (BRANDAO et al. 2021). (BALDISSERA et al., 2019)
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investigaram alteragdes no metabolismo energético nas branquias de L. alexandri submetido ao
estresse e observaram maiores danos celulares causados por EROs, isso explica 0s niveis mais
elevados de TBARS em peixes transportados com 12mg/L nas branquias.

No presente estudo, houve reducdo dos niveis de peroxidacgéo lipidica no musculo de
peixes transportados com 8mg/L de OECC, outros autores relataram resultados similares como
menores niveis de TBARS no masculo de jundiés transportados com OE de A. triphylla (
ZEPPENFELD et al., 2014) e com o6leo essencial de L. alba (AZAMBUJA et al., 2011).

4.5 Conclusdo

Portanto, recomenda-se 0 uso de 8 mg/L de OECC como sedativo no transporte de
juvenis de tambaqui, uma vez que reduziu a excrecdo de amonia, perda de ions de Cl" e K'e
apresentou menores niveis glicémicos no musculo. Além disso, foi possivel observar melhores
condigOes antioxidantes com uso do OECC, constatados pelo aumento da atividade da SOD,

em resposta ao aumento da lipoperoxidacdo , melhorando o status oxidativo dos peixes.
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4.8 Conclusdes e Consideracgdes Finais

O uso do bleo essencial de OECC 100 mg/L é recomendado para anestesiar juvenis de
tambaqui em atividades de manejos rapidos, uma vez que promoveu anestesia (<3 minutos) e
recuperacdo em tempo inferior a 10 minutos. Além disso, ndo houveram mortalidade nos
animais expostos ao OECC, e de maneira geral melhorou os pardmetros metabdlicos e de
estresse oxidativo, estimulou a atividade antioxidante de substancias como SOD e GSH nos
tecidos, com menores danos ao metabolismo lipidico (TBARS), portanto reduzindo os efeitos
deletérios causados pela manuseio biométrico.

No transporte de juvenis de tambaqui recomenda-se 0 uso de 8 mg/L de OECC como
sedativo, uma vez que reduziu a excrecdo de amodnia e perda de ions de Cl- e K*. Além disso,
foi possivel observar melhores condicdes antioxidantes com uso do OECC, constatados pelo
aumento da atividade de enzimas antioxidantes, em resposta as substancias oxidantes do
estresse, minimizando os efeitos deletérios decorrentes do transporte. No entanto sdo
necessarios mais estudos investigativos sobre o emprego do OECC na fisiologia do tambaqui,
como a avaliacdo dos parametros plasmaticos, histopatoldgicos branquial e genéticos

envolvidos no estresse.



