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Introducdo Geral

Tambaqui

O tambaqui [Colossoma macropomum (Cuvier 1816)] pertence a familia
Serrasalmidae, ordem Characiformes, e € nativo das bacias Amazonica e Orinoco. No Brasil,
o tambaqui é cultivado em todo o territdrio, sendo uma das espécies de peixe mais exportadas
para 0 mercado mundial (EMBRAPA, 2024). Ele possui uma expectativa de vida de até 17
anos e atinge maturidade sexual em torno de 3 a 4 anos de idade (Santos et al., 2006; Val &
Oliveira, 2021).

E uma espécie que apresenta modificacbes na estrutura corporal e no padrdo de
coloracgéo ao longo de seu desenvolvimento (Val & Oliveira, 2021). Apresenta um formato
ovoide na fase juvenil, romboide na fase pré-adulta e alongado na fase adulta (Goulding &
Carvalho, 1982). Quando juvenil, apresenta coloracdo prateada e uma mancha preta em
formato circular, enquanto o adulto apresenta coloragédo escura de acordo com o ambiente
onde vive (Santos et al., 2006). Na fase adulta pode chegar a pesar 30 kg e atingir até 1 m de
comprimento (Val & Oliveira, 2021).

A alimentacdo dos tambaquis é preferencialmente onivora, incluindo zooplancton,
sementes e frutas, facilitando sua criacdo em cativeiro por se adaptarem facilmente a
alimentacdo comercial, além de terem boa absor¢do de nutrientes e performance reprodutora
(Valladdo et al., 2018; Felix e Silva et al., 2020). Na natureza, a sua reproducdo ocorre de
maneira sazonal, durante os periodos de enchente, de forma que os tambaquis migram até os
rios para desovarem nas raizes presentes nas margens (Aradjo-Lima & Goulding, 1998).

A espécie apresenta uma alta resisténcia a hipdxia, principalmente devido a
capacidade de promover a expansdo do labio inferior pelo acimulo de fluido linfatico na
regido, promovendo o surgimento de um edema que pode variar de tamanho de acordo com
0 grau de exposicdo a hipoxia (Braum & Junk, 1982; Val & Oliveira, 2021). A expansdo
labial auxilia na captura da camada de agua na superficie que esta em contato direto com o

ar, estando assim mais oxigenada (Neves et al., 2020).

Uso de anestésicos em peixes
O principal foco para o uso de anestésicos em peixes € minimizar a mortalidade e o
impacto negativo do estresse gerado pelo processo de captura, transporte e manuseio

(Torgersen, 2020). Secundariamente, anestésicos também sdo utilizados para eutanasia e



realizacdo de procedimentos cirlrgicos, apesar de terem prognostico reservado em peixes
(Wildgoose, 2000).

De maneira geral, 0s anestésicos a serem considerados para 0 uso em peixes devem
ter as seguintes propriedades: promover um rapido efeito de anestesia (1-3 min); ter rapida
recuperacdo (< 5 ou 10 min); ndo ser toxico para peixes e humanos; ser de facil manuseio;
ter margem de seguranga adequada; ndo promover efeitos persistentes no comportamento e
fisiologia dos peixes; promover uma reducdo do consumo de oxigénio; ser rapidamente
excretado; ndo deixar residuos em tecidos e ser economicamente viavel em sua utilizacdo
(Marking & Meyer, 1985; Oliveira et al., 2022; Simbes-Bueno et al., 2024).

Os anestésicos podem ser classificados como sintéticos ou naturais (originados a
partir de plantas), sendo que os naturais tém se apresentado como uma alternativa segura e
econémica em relacdo aos sintéticos (Balamurugan et al., 2016; Taheri Mirghaed et al.,
2018). Estudos realizados com anestésicos sintéticos apontam efeitos colaterais como
hiperatividade, alteracdes do sistema cardiovascular e enddcrino, alteragdo nos niveis de
glicose, lactato e secrecdo excessiva de muco, dano a cérnea e irritacdo na pele e branquias
(Carter et al., 2011; Purbosari et al., 2019; Aydin & Barbas, 2020; Ouyang et al., 2020).
Portanto, deve-se evitar 0 seu uso em produtos para peixes destinados ao consumo humano,
impedindo que residuos dessas substancias cheguem ao consumidor (Aydin & Barbas,
2020).

Principais anestésicos utilizados em peixes

Em peixes, comumente sdo utilizados eugenol ou anestésicos sintéticos. O eugenol é
o principal constituinte do 6leo essencial (OE) de cravo (Syzygium aromaticum), oriundo da
destilacdo de folhas, caule e flores. Seu uso como anestésico em peixes tem sido o0 mais
estudado dentre os diferentes compostos presentes em OE (Hoseini et al., 2018). Trata-se de
um liquido de coloracdo escura altamente lipofilico, sendo rapidamente absorvido pelos
tecidos uma vez que estd em circulacdo no sangue, (Priborsky & Velisek, 2018). Em paises
como Australia, Chile, Finlandia, Nova Zelandia e ilhas Faroe, um derivado do eugenol, o
iso-eugenol, é comercializado como o principio ativo do AQUI-S para uso em peixes
destinados ao consumo, ndo sendo necessario um tempo de caréncia até o abate (Hoskonen
& Pirhonen, 2004).

Em peixes, o eugenol é rapidamente absorvido pelas branquias e disperso pelo corpo
através da corrente sanguinea, devido a seu cardter lipofilico, promovendo uma acgdo

sistémica no organismo (Javahery et al., 2012). A concentracdo ideal de eugenol para



sedacdo e anestesia varia de acordo com a espécie estudada. Em estudo realizado com
peixes-palhaco (Amphiprion sebae) foi identificado que a concentracdo de 17,5 mg L™ é
ideal para anestesia, sendo analisados o comportamento do animal e a mortalidade pés
experimental (Balamurugan et al., 2016). De maneira similar, verificou-se que
concentragdes de eugenol de 30-40 mg L ndo causaram mortalidade e sdo recomendadas
para anestesia de juvenis de molinésias (Mollinesia sp.) (Santos et al., 2016), enquanto em
panga (Pangasius hypophthalmus) com peso entre 2-20 g, as concentracGes de 53,8 e 81,5
mg L ! sdo adequadas para anestesia e concentra¢des de 20-40 mg L™* sdo adequadas para
sedacdo, respectivamente (Hoiseni et al., 2015). A concentragdo necessaria para atingir a
anestesia varia de acordo com diversos fatores, dentre eles, o fluxo de anestésico através das
branquias, que esta relacionado a ventilacdo branquial, perfusdo e area efetiva de trocas
gasosas, além de sofrer influéncia da temperatura por consequente aumento da taxa opercular
(Javahery et al., 2012).

Dentre os anestésicos sintéticos, a tricaina metanosulfato (MS-222) é um dos mais
utilizados mundialmente em peixes (Aydin & Barbas, 2020; Luz & Favero, 2024). Nos
Estados Unidos, 0 MS-222 € o Unico sintético permitido pela Food and Drug Administration
(FDA) para 0 uso em peixes destinados ao consumo humano, sendo necessario um periodo
de caréncia de 21 dias apds exposicdo (FDA, 2024). Sua principal vantagem € a solubilidade
em agua, além da répida inducdo e recuperacdo, sendo utilizado para reduzir o estresse
durante o transporte de peixes (Priborsky & Velisek, 2018). Apesar das vantagens relatadas,
os efeitos adversos ao uso de MS-222 sdo bem-documentados e incluem: alteragOes
comportamentais e danos em tecidos e 6rgdos como cérnea e branquias (Aydin & Barbas,
2020).

A benzocaina é uma solucdo padrdo insolivel em &gua, comercializada também na
forma de pé ou cristal para o preparo de solucdo anestésica, sendo normalmente utilizada em
peixes na concentragdo de 50-100 mg L™ (Brown, 2011). O uso de benzocaina em acara-
bandeira (Pterophyllum scalare [Schultze, 1823]) se mostrou ndo toxico para 0s animais até
a concentracdo de 160 mg L%, promovendo anestesia induzida em 3 min e um tempo de
recuperacdo de 5 min sem causar mortalidade ou apresentar sinais patoldgicos (Romaneli et
al., 2018). Entretanto, em experimento realizado com barbo (Puntius filamentosus), foi
verificado um aumento da mortalidade e do cortisol plasmatico dos peixes sob efeito de
benzocaina em relacdo ao uso de MS-222, embora ambos 0s anestésicos tenham sido

considerados eficazes como anestésicos (Pramod et al., 2010b).



O propofol é uma substancia com propriedades anestésicas caracterizado pelo rapido
tempo de recuperacdo e por ser biodegradavel, ndo acumulando nos tecidos dos animais
(GholipourKanani & Ahadizadeh, 2013). Em dourado (Carassius auratus), a concentracao
de 7 mg L™ de propofol é considerada segura e eficaz, com tempo de recuperacio semelhante
ao de anestesia com eugenol (GholipourKanani & Ahadizadeh 2013). O uso de propofol foi
avaliado para anestesia de carpas (Cyprinus carpio) através da observagdo comportamental,
frequéncia cardiaca e respiratdria, concluindo que a concentragio de 5 mg L™ é satisfatoria
para anestesia para procedimentos de rapida duracao (Oda et al., 2014).

O fenoxietanol é uma substancia oleosa e incolor utilizada tanto em procedimentos
de aquicultura, quanto para o transporte de peixes (Priborsky & Velisek, 2018). E
considerado um anestésico de baixo custo, facil preparo e rapida acdo (Priborsky & Velisek,
2018). Apesar disso, é necessaria uma alta concentracdo do produto para que a anestesia seja
eficaz, podendo ocasionar sindromes neurofisioldgicas nos peixes e ser irritante para 0s

olhos e pele dos aplicadores (Brown, 2011).

Oleos essenciais

Oleos essenciais (OE) s&o compostos volateis caracterizados pelo forte aroma, sendo
resultado do metabolismo secundario de plantas aromaéticas e podem ser sintetizados a partir
de qualquer 6rgdo vegetal, sendo posteriormente armazenados (Bakkali et al., 2008). Dentre
os principais usos dos OE, podemos citar seu potencial antibacteriano, anti-inflamatorio,
imunomodulador, anti-tumoral e antiangiogénico, além de funcionarem como antialérgicos,
antimutagénicos, antivirais e repelente de certos insetos (Saad et al., 2013). Seu uso tem seus
primeiros registros datados do século IX, quando povos do oriente médio os levaram para a
Europa, entretanto, sua fundamentacdo e métodos de extracdo s6 se tornaram bem
documentados por volta do século XVI1 (Hanif et al., 2019).

A maior parte de um OE corresponde a sua fracdo volatil, enquanto uma pequena
parte (1-10%) corresponde a um residuo ndo-volatil, composto por acidos graxos,
hidrocarbonetos, esterois, ceras, flavonoides e carotenoides (Hanif et al.,, 2019). O
constituinte majoritario dos OE sdo 0s terpenos, podendo se apresentar principalmente na
forma de monoterpenos (90% dos casos) ou de sesquiterpeno (Bakkali et al., 2008). A partir
das ligacbes quimicas feitas com os terpenos constituintes do OE, eles podem assumir
diferentes funcbes orgéanicas como: hidrocarbonetos; alcoois; aldeidos; &cidos; ésteres;
cetonas e lactonas (Bakkali et al., 2008; Hanif et al., 2019).



A composicéo dos OE varia de acordo com fatores fisico-quimicos do cultivo das
plantas, sendo seus compostos classificados de acordo com sua porcentagem presente na
mistura em primario, secundario e demais constituintes, seu efeito pode ser resultado de
componentes isolados ou de um conjunto atuando de maneira interativa (Cunha et al., 2017;
Hoseini et al., 2019). Além da variacdo natural da composicéo dos OE, apds serem extraidos
de plantas, eles passam a estar vulnerdveis a oxidacdo, transformacdo quimica ou
polimerizacdo (Turek & Stintzing, 2013). Devido a essa natureza variavel, os OE podem ser
prejudiciais caso sejam aplicados em quantidades incorretas, apresentem um tempo de
exposicdo longo ou o animal tenha intolerancia a algum componente particular do OE em
questdo (Cunha et al., 2017). Para evitar a degradacdo de tais OE, os principais fatores a
serem levados em consideracdo quando se trata da estabilidade dos mesmos sédo: luz;
temperatura; oxigenacdo; contaminantes metalicos; porcentagem de &gua; estrutura e
composicdo quimica e sua forma de armazenamento (Turek & Stintzing, 2013).

Devido a grande variedade de compostos quimicos presentes em um OE, um mesmo
composto pode ser encontrado em diferentes espéecies de plantas, como € o caso do mirceno
e do linalol, terpenos que podem ser encontrados por exemplo nos OEs de Thymus sp. ou
lavanda (Lavandula sp.) (Taheri Mirghaed et al., 2016). Outro tipo de variagdo na
composi¢do de um OE é quando a planta apresenta diferentes quimiotipos a depender de
diferentes fatores bidticos e abioticos de seu desenvolvimento. Por exemplo, em Lippia alba,
0s OEs com os quimiotipos linalol e citrato podem ocorrer em diferentes cultivares, e sdo 0s
mais comumente utilizados para anestesia de peixes com tal OE (Souza et al., 2018).

O uso de OE como anestésicos surge como uma alternativa para o uso de substancias
sintéticas, buscando amenizar o impacto negativo e os efeitos colaterais através do uso de
compostos naturais derivados de plantas (Taheri Mirghaed et al., 2018). Além de eficazes,
os OE tém como vantagens seu baixo custo, facil acesso, baixa toxicidade e sua capacidade
de ser biodegradavel (Taheri Mirghaed et al., 2018). Dentre as espécies de plantas cujos OE
extraidos sdo mais estudados, pode-se destacar: Syzygium aromaticum; L. alba; Aloysia
citrodora (sinonimia Aloysia triphylla) e Ocimum basilicum, enquanto os componentes mais

estudados séo: eugenol, mentol, linalol e 1,8-cineol (Aydin & Barbas, 2020).

Sedacdo e transporte

Existem dois principais grupos de fatores de estresse no comércio de peixes, 0

primeiro deles séo os inatos do processo de captura, transporte e comercializacdo do animal



até o aquario do criador, enquanto o segundo grupo se refere aos problemas com o ambiente
e alimentacdo no aquério final de criacdo, onde o0 peixe ira passar a maior parte de sua vida
(Torgersen, 2020). Como consequéncia, cada etapa no processo de producao ird adicionar
um fator de estresse para estes animais, principalmente nas etapas de transporte e manuseio
(Stevens et al., 2017).

O transporte de peixes advindos de cativeiro € comumente realizado através de sacos
plasticos, com ou sem adicdo de oxigénio puro (Mazandarani et al., 2017). Neste sentido, o
uso de anestésicos pode contribuir para a melhoria do bem-estar destes peixes durante
atividades rotineiras de pisciculturas, como manejo e transporte (Cooke et al., 2004).
Durante o transporte, deve ser utilizada uma concentragéo de OE suficiente para promover
sedacdo, sem comprometer a capacidade de equilibrio e nado dos peixes (Santos et al., 2020).
Tal sedacdo pode contribuir para reducdo do metabolismo dos animais, minimizando o
consumo de oxigénio, producdo de residuos nitrogenados como nitrito e amonia e evitando
lesGes por coliséo entre os animais (Becker et al., 2016; Sampaio & Freire, 2016).

Em alternativa ao transporte real dos animais, em condi¢Ges experimentais, pode ser
realizada uma simulagdo do procedimento de transporte, denominado transporte simulado.
O transporte simulado visa replicar as condi¢fes do transporte convencional de peixes, de
forma que os animais sdo acondicionados em sacos plasticos e colocados juntos em um
mesmo recipiente (Figura 1). Durante o periodo do transporte simulado, tais recipientes sao
movimentados horizontalmente, em seguida, cada embalagem também é agitada
individualmente. A movimentagdo do recipiente e das embalagens é realizada com forca
suficiente para promover a agitacdo da dgua nos sacos plasticos sem que 0s peixes percam o
equilibrio na coluna d’agua. Este processo ¢ repetido a cada 30 min para simular as condigdes
de transporte em um veiculo convencional (Pramod et al., 2010b; Silva et al., 2018; He et
al., 2020; Vanderzwalmen et al., 2020).



Figura 1. Recipientes onde sdo acondicionados 0s sacos com peixes durante o

transporte simulado. Fonte: Autor
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RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar a eficiéncia do uso do 6leo essencial de Aloysia
citrodora (OEAC) (48% citral e 19% limoneno) na anestesia e no transporte de tambaqui
(Colossoma macropomum) em duas diferentes densidades de carga (DC). Para inducgéo e
recuperacdo anestésica foram testadas as concentragdes 0, 10, 25, 50, 100, 150, 200 e
250 uL OEAC L% Para avaliacdo do transporte simulado (6 h), foram testadas as
concentragdes de 0 e 20 pL OEAC L ! em DC baixa (DCB, 65 g L ™) e DC padrio (DCP,
130 g L™). Também foi avaliada a frequéncia ventilatoria (FV) por 6 h com as mesmas
concentragcdes usadas no transporte simulado. Os peixes foram anestesiados a partir da
concentragio de 50 puL OEAC L' e, abaixo desta concentracdo, ocorreram apenas 0s
estagios de sedacdo leve e profunda. Os melhores tempos para anestesia (141,83+13,21 s) e
recuperacdo parcial (82,17+17,71 s) e total (160,00+13,48 s) foram obtidos na concentracao
de 250 uL OEAC L1, O uso de 20 uL OEAC L durante o transporte promoveu uma menor
alteracdo dos parametros hematoldgicos (concentracdo de hemécias, hemoglobina,
hematocrito, leucocitos totais) e uma reducédo da atividade de aspartato aminotransferase no
figado em ambas as DC. Adicionalmente, o transporte em DCP (independente de usar
OEAC) promoveu um aumento nos valores de glicose sanguinea e de glicogénio hepético,
enguanto em DCB houve uma reducdo da atividade de alanina aminotransferase em relagéo
a DCP. Nesta mesma concentracdo, o uso de OEAC promoveu uma maior FV a partir de 1
h. Em conclusao, apesar de acarretar um aumento na FV, a concentracdo de 20 uL OEAC
L ! pode ser utilizada no transporte de tambaqui por até 6 h por causar menos alteracdes nos

parametros hematol6gicos e bioquimicos destes animais durante o transporte.

Palavras-chave: anestesia, frequéncia ventilatéria, glicose, glicogénio, sedacéo.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effectiveness of using the essential oil from
Aloysia citrodora (EOAC) (48% citral and 19% limonene) in the anesthesia and
transportation of tambaqui (Colossoma macropomum) at two different cargo densities (CD).
The concentrations of 0, 10, 25, 50, 100, 150, 200, and 250 uL. EOAC L were tested for
anesthesia induction and recovery. For the assessment of simulated transportation (6 h),
concentrations of 0 and 20 uL EOAC L were tested at low CD (LCD, 65 g L) and
standard CD (SCD, 130 g L™%). The ventilatory frequency (VF) was also evaluated over 6 h
using the same concentrations as in the simulated transportation. The fish were anesthetized
at concentrations of 50 uL EOAC L and above, while at concentrations below this level,
only the stages of light and deep sedation occurred. The best times for anesthesia
(141.83+13.21 s) and partial (82.17+17.71 s) and total recovery (160.00£13.48 s) were
obtained at a concentration of 250 pL EOAC L1 The use of 20 uL EOAC L during
transportation resulted in less alteration of hematological parameters (erythrocyte count,
hemoglobin, hematocrit, total leukocytes) and a reduction in aspartate aminotransferase
activity in the liver at both CD. Additionally, transportation at SCD (regardless of EOAC
use) led to increased blood glucose and hepatic glycogen levels, while in LCD, there was a
reduction in alanine transaminase activity compared to SCD. At this same concentration,
using EOAC led to a higher VF starting from 1 h. In conclusion, although it caused an
increase in VF, the concentration of 20 uL EOAC L™ can be used in the transportation of
tambaqui for up to 6 h as it resulted in less impact on the hematological and biochemical

parameters of these animals during transportation.

Keywords: anesthesia; ventilatory frequency; glucose; glycogen; sedation.
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Introducéo

O tambaqui [Colossoma macropomum (Cuvier 1816)] pertence a familia
Serrasalmidae, ordem Characiformes, e € nativo das bacias Amazonica e Orinoco. No Brasil,
o tambaqui foi a segunda espécie mais exportada (total de 79 ton) no ano de 2023, perdendo
apenas para tilapia do Nilo [Oreochormis niloticus (L. 1758)] (EMBRAPA, 2024). E uma
espécie onivora que possui caracteristicas que facilitam sua criacdo em cativeiro como a boa
absorcéo de nutrientes, boa performance reprodutora e alta resisténcia a hipdxia, devido a
presenca de expansdes labiais que auxiliam na captacdo de oxigénio na superficie da agua
(Valladao et al., 2018; Felix e Silva et al., 2020; Neves et al., 2020).

A producéo e a comercializacdo de peixes comerciais, como o tambaqui, adicionam
fatores de estresse, principalmente decorrente do transporte e do manuseio dos mesmos
(Stevens et al., 2017). Durante o transporte, é priorizada uma maior densidade de carga (DC)
em vista de um maior proveito econdmico, entretanto, o estresse fisiolégico e a mortalidade
advindos da maior DC podem ser prejudiciais ao bem-estar animal (Sampaio & Freire,
2016). A DC durante o transporte ¢ um fator que afeta tanto os parametros de qualidade da
agua, como o consumo de oxigénio e producdo e acumulo de residuos nitrogenados nas
embalagens, quanto a fisiologia e 0 metabolismo dos animais (Hong et al., 2019; Limaet al.,
2020). Portanto, uma menor DC durante o transporte poderia ser benéfica para o bem-estar
e sobrevivéncia dos peixes.

Dentre os métodos adotados para reducgdo do estresse proveniente dos procedimentos
rotineiros em pisciculturas, o uso de 6leos essenciais (OE) como anestésicos em peixes tem
se mostrado uma alternativa vidvel devido ao seu baixo custo, facil obtencdo e
biodegradabilidade, capaz de promover uma reducdo do estresse dos animais durante
atividades rotineiras de pisciculturas (Taheri Mirghaed et al., 2018; Aydin & Barbas, 2020;
Copatti et al., 2024). Em adicdo, durante o transporte, o uso de OE para promover seda¢ao
tem mostrado beneficios para a manutencdo dos parametros de qualidade da dgua (Becker
et al., 2016; Oliveira et al., 2019) e para a saude dos peixes (Sena et al., 2016; Oliveira et al.,
2022).

Dentre as espeécies de plantas cujo OE é estudado para anestesia de peixes, destaca-
se Aloysia citrodora Palau (sinonimia de Aloysia tryphilla), popularmente utilizada na
medicina tradicional devido a seu potencial anestésico, ansiolitico, neuroprotetor e
antimicrobial. O OE de A. citrodora (OEAC) geralmente contém citral, limoneno ou 1,8-

cineol como compostos quimicos majoritarios (Bahramsoltani et al., 2018). O OEAC tem
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apresentado resultados promissores para anestesia e manejo de peixes como tilapia do Nilo,
tambaqui, jundia [Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard 1824)] e carpa capim
[Ctenopharyngodon idella (Valenciennes 1844)] (Teixeira et al., 2017; Brandéo et al., 2021,
Santos et al., 2022) e para sedacao durante o transporte de tilapia do Nilo (Teixeira et al.,
2018) e jundia (Parodi et al., 2014; Zeppenfeld et al., 2014)

Diante disto, no presente estudo foi avaliado o OEAC e seu potencial anestésico, bem
como seu efeito na frequéncia ventilatoria (FV) e em pardmetros bioquimicos e

hematoldgicos durante o transporte simulado de tambaqui em duas diferentes DC.

Material e métodos

Aquisicdo e composi¢do do 6leo essencial

O OEAC (Tabela 1) foi extraido das folhas de plantas cultivadas na Universidade
Federal de Santa Maria, campus Frederico Westphalen, RS, Brasil. A extracdo foi feita por
meio de hidrodestilacdo por 2 h utilizando aparato de Clevenger, seguida de andlise
cromatografica para determinacdo da composicdo quimica. A analise foi realizada por um
cromatografo a gas GC-MS TIC com um detector de ioniza¢do por chama. Os constituintes
do OE foram identificados com base no indice de retencdo e nos modelos de fragmentacao
do espectro de massa através do programa Agilent ChemStation e do banco de dados NIST
(Burgess et al., 2016). O OEAC foi armazenado em frascos ambar e mantidos em freezer (-

20 °C) até o seu uso.

Tabela 1. Composicdo quimica (%) do 6leo essencial de Aloysia citrodora (OEAC).
Componente quimico OEAC

Limoneno 19,00
B-Cis-ocimeno 0,46
B-Linalol 0,17
Mirtenol 0,49
2-Pinen-10-ol 1,17
Cis-citral 20,68
Trans-geraniol 0,34
B-Citral 27,66
Acetato de geraniol 2,10
Cariofileno 7,32
a-Curcumeno 5,47
Cis-a-bisaboleno 1,88
Zingibereno 0,86
5-Cadineno 0,11
Espatulenol 2,46
Oxido de cariofileno 5,78
5-Cadinol 1,07

Total identificado 96,65




13

Aquisicao e condic¢des de manutencao dos animais

Os peixes (n = 193) utilizados nos experimentos foram adquiridos da Estacdo de
Piscicultura Bahia Pesca, Camacari, BA, Brasil. Os animais foram mantidos em aclimatacao
por duas semanas em trés tanques de 250 L em sistema semi-estatico com aera¢do constante,
filtros fisicos e bioldgicos e trocas de agua periddicas no Laboratdrio de Estudo e Fisiologia
da Fauna Aquética (LEFFA) do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia
(IBIO-UFBA). Durante a aclimatacdo eles foram alimentados diariamente com racédo
comercial (36.0% proteina bruta; 3,042 kcal kg™ energia digestivel; Nutripiscis TR -
Presence, Brazil).

Foram mantidos estaveis os seguintes parametros de qualidade da agua (kit da
Alfatecnoquimica, Florianopolis, SC, Brazil): oxigénio dissolvido (> 6,0 mg O, L); amonia
total (0,15 mg N-NHs L™); temperatura (28,0 °C); pH (7,0); nitrito (0,02 mg N-NO, L™);
dureza (120 mg CaCOs LY) e alcalinidade (40 mg CaCOs L1). O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais do IBIO (CEUA-IBIO) sob registro 01/2024.

Inducdo e recuperacdo anestésica

Foram testadas as concentragdes de 10, 25, 50, 100, 150, 200 e 250 uL OEAC L1,
diluido em etanol (99,8%) na proporcdo 1:10 para facilitar a solubilizacdo em agua. Foram
realizados dois tratamentos controle, um contendo apenas dgua e outro contendo agua e
etanol na maior concentragdo utilizada na diluicdo (2.250 pL L™). Para cada tratamento
foram utilizados 6 exemplares de tambaqui (4,32 + 0,619, 6,62 + 0,30 cm; n = 54).

Foram colocados dois peixes por vez em aquarios de 2 L. Os animais permaneceram
nos aquarios até serem considerados anestesiados ou ter decorrido o tempo de 30 min. Os
animais foram considerados em estagio de sedacdo leve ao apresentarem a reducdo de
resposta a estimulos e em sedacdo profunda ao apresentarem perda parcial de equilibrio e
natacdo erratica; anestesiados ao apresentarem perda total de equilibrio e auséncia de
resposta a estimulos (adaptado de Small, 2003). Os peixes do grupo controle foram
submetidos aos mesmos procedimentos.

Ap0s esta etapa, 0s animais que alcangaram o estagio de anestesia foram transferidos
para aquarios de 4 L contendo apenas agua, livre de OEAC, para avaliagdo da recuperacao
anestésica. Os animais foram considerados parcialmente recuperados ao apresentarem
equilibrio similar aos grupos controle e, totalmente recuperados ao apresentarem natagado

similar aos grupos controle (adaptado de Hikasa et al., 1986). Em seguida, todos o0s animais
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de um mesmo tratamento foram acondicionados em aquarios de 20 L com aeragdo constante

para avaliacdo da sobrevivéncia até 72 h apds a recuperacao da indugdo anestésica.

Transporte simulado

Com base nos resultados do experimento de inducdo e recuperacao anestésica, além
de testes pilotos testando a exposicéo de outros peixes néo utilizados anteriormente por 6 h
com niveis de 10, 15, 20 e 25 uL OEAC L (n = 6 por concentragdo; n total = 24), foi
estabelecida a concentragdo de 20 uL OEAC L™ para o experimento de transporte simulado.
Esta concentracdo foi capaz de promover sedacdo leve sem causar sedagdo profunda ou
anestesia nos peixes por um periodo de 6 h. Neste experimento, onde foram utilizados
animais ndo utilizados nos experimentos anteriores, os peixes foram distribuidos em
embalagens plasticas (100 x 45 cm) contendo 5 L de dgua e o restante sendo preenchido com
oxigénio (20 L) com ou sem adicdo de 20 uL OEAC L1,

Neste experimento, foram avaliadas duas densidades de carga. Estudos prévios com
uso de OE para o transporte de peixes em embalagens plasticas tém utilizado DC entre 100
e 170 g L (Becker et al., 2012; Sena et al., 2016; Hohlenwerger et al., 2016; Teixeira et al.,
2018). Para o transporte de tambaqui, Gomes et al. (2003) avaliaram DC entre 78 e 312 g L°
1 e concluiram que para o transporte de até 10 h de duracdo, 78 g L foi a melhor
concentragdo. Assim, este estudo definiu 65 g L (n =5 peixes) como uma DC baixa (DCB)
e 130 g L'* (n = 10 peixes), como uma DC padrio (DCP).

Para cada DC, foi avaliado um tratamento controle contendo apenas agua e outro
contendo 4gua + 20 uL. OEAC L}, totalizando assim 4 tratamentos distintos (denominados
Controle-DCB, Controle-DCP, OEAC-DCB e OEAC-DCP). Os tratamentos foram
realizados em triplicata, totalizando 12 embalagens. Além disto, foram utilizados 9 peixes
que ndo foram transportados para avaliagdo de um controle negativo. Assim, foram
utilizados 99 peixes neste experimento.

Para simular o transporte convencional de peixes, 0s recipientes em que ficaram
acondicionados 0s sacos plasticos com os animais foram movimentados horizontalmente a
cada 20 min. Em seguida, cada embalagem também foi agitada individualmente. A
movimentacdo do recipiente e das embalagens foi com forga suficiente para promover a
agitacdo da agua nos sacos plasticos sem que 0s peixes perdessem o equilibrio na coluna
d’agua (adaptado de Pramod et al., 2010). Ao término do transporte, os peixes foram
transferidos para aquarios de 30 L com &gua pura (sem OEAC) para avaliagdo da

sobrevivéncia por 72 h.
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Foram mensurados parametros de qualidade da agua (oxigénio, amonia total,
temperatura, pH, nitrito, dureza e alcalinidade) antes e ap6s o transporte, com auxilio de kit

de qualidade da 4gua (Alfatecnoquimica).

Coleta de tecidos

No experimento de transporte simulado, foram coletadas duas aliquotas de sangue de
trés peixes por embalagem (n = 9 por tratamento) além de outros 9 peixes ndo transportados.
Amostras de sangue venoso-arterial foram obtidas da veia caudal usando uma seringa de 2,0
mL com 10 pL de heparina 5.000 Ul como anticoagulante. A primeira aliquota de 1,0 mL,
coletada em microtubos de polietileno, foi utilizada para obtencédo de plasma para as analises
bioquimicas, enquanto a segunda aliquota, em microtubos de polipropileno de 0,5 mL
contendo heparina como anticoagulante, para analise hematologica. Apos a coleta de sangue,
0s animais foram eutanasiados por meio de atordoamento seguido de seccdo medular, de
acordo com as diretrizes do CONCEA (2018), e foi realizada a coleta de figado.

Para as analises hematoldgicas, o sangue foi mantido refrigerado a 2 °C, sendo as
analises realizadas imediatamente ap0s a coleta de sangue. Para as analises bioquimicas, o
sangue foi centrifugado a 4000 x g a 4 °C (5 min) para obtencdo do plasma imediatamente
apos a coleta. As amostras de plasma e figado foram refrigeradas (-20 °C) até a realizacdo

das analises.

Anélises hematoldgicas

Os eritracitos foram quantificados em camara de Neubauer (1 x 10° L) com auxilio
de um microscépio Optico binocular (400x). A contagem de hematocrito foi realizada em
duplicata utilizando tubos capilares heparinizados, centrifugados a 12000 x g a 4 °C (5 min).
A concentracdo de hemoglobina foi determinada através do método de
cianometahemoglobina através de espectrofotometria de absor¢do. VCM (Volume
corpuscular médio), HCM (Hemoglobina corpuscular média) e CHCM (Concentracdo de

hemoglobina corpuscular média) foram calculados de acordo com as seguintes formulas:

VCM = (Hematécrito x 10) / N° de Eritrdcitos (x 10° pL™);
HCM = (Taxa de Hemoglobina x 10) / N° de Eritrdcitos (x 10° pL™);

CHCM = (Taxa de concentracdo de Hemoglobina x 100) / Hematdcrito.
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A contagem total de leucdcitos foi realizada por método colorimétrico. Para isso,
foram confeccionadas extensfes sanguineas que foram coradas com May-Grunwald-
Giemsa. Em seguida, de cada extensdo, foram quantificadas 2000 células para contagem
diferencial de leucocitos, definindo a porcentagem de cada componente de interesse
(heterdfilos, eosinofilos, linfécitos e mondcitos). As analises hematoldgicas foram baseadas
em Tavares-Dias (2015).

Analises bioquimicas

Glicose (mg dL™), aspartato aminotransferase (AST) (U L7), alanina
aminotransferase (ALT) (U L), colesterol total (mg dL ), HDL (mg dL™), triglicérides (mg
dL1), proteinas totais (g dL ) e albumina (g dL!) do plasma foram determinados através de
método colorimétrico enzimatico utilizando-se o kit comercial Wiener® (Sdo Paulo, SP,
Brasil). O VLDL e LDL plasmatico foram calculados de acordo com a formula de
Friedewald et al. (1972):

LDL = Colesterol total - HDL — (w).

As amostras de figado (100 mg) foram homogeneizadas em solucdo tampéo (10 mM
fosfato/20 mM tris, pH 7.0 a 4 °C) através de homogeneizador mecanico. Foram utilizados
20 pL da amostra, misturada a 1,0 mL de reagente de Biureto. Os niveis de aspartato
aminotransferase (AST) e proteina total foram determinados através do kit comercial
(Labtest®) e espectrofotdmetro, com comprimento de onda 545 e 340 nm, respectivamente
(Bel Spectro S-2000).

O glicogénio hepatico foi quantificado de acordo com Bidinotto et al. (1997). Foi
adicionado 1,0 mL de KOH (6 N) a 50 mg de tecido hepatico, sendo incubado por 2 min a
100 °C. Apos esta etapa, 250 pL de etanol e 100 pL de K2SOs (10%) foram adicionados a
100 uL da amostra, sendo centrifugada a 2000 g por 3 min a 4 °C. Em seguida, foi realizada
a ressuspensdo do precipitado em 2 mL de agua destilada e 100 pL da amostra foram
transferidos para uma cubeta. Por fim, foram utilizados 250 pL de fenol e 1,0 mL de H2SO4

para parar a reagdo, sendo feita a leitura em espectrofotdometro a 480 nm.

Frequéncia ventilatéria (FV)
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Para avaliacdo da FV, foi realizado um terceiro experimento usando peixes (n = 16)
ndo utilizados nos outros experimentos. Foram utilizados 8 individuos no grupo tratamento
com 20 pL OEAC L%, pois esta foi a concentracio utilizada no experimento de transporte
simulado. Outros 8 peixes foram usados no grupo controle, contendo apenas agua. Foram
colocados dois individuos por aquario de 2 L, onde permaneceram com aera¢do constante, e
foram realizadas filmagens para posterior avaliacdo da FV nos tempos 0; 0,5; 1; 2; 3,4,5¢e€
6 h de exposicdo. A FV foi quantificada por contagem visual de movimentos

operculares/bucais ao decorrer de 1 min (Hohlenwerger et al., 2017).

Andlise estatistica

Os dados estdo expressos em média + erro padréo. Os testes de Levene e Shapiro-
Wilk mostraram a homogeneidade das variancias e a normalidade dos dados,
respectivamente. Os dados do experimento de inducdo e recuperacdo anestésica foram
avaliados através de regressao poténcia entre as concentracbes de OEAC e os estagios de
sedacdo leve, sedacdo profunda, anestesia e recuperacdo anestésica parcial e total. Para 0s
experimentos de transporte e FV foi realizada ANOVA de duas vias (DC x tratamento e
tempo x tratamento, respectivamente). A variacdo significativa foi determinada usando o
teste de intervalo multiplo de Duncan (p <0,05). No experimento de transporte, as
comparagcfes com 0s peixes ndo transportados foram realizadas por meio do teste de

Dunnett. O nivel minimo de significancia foi 95% (p < 0,05).

Resultados

Inducdo e recuperacao anestésica
Os tambaquis expostos a 10 e 25 pL. OEAC L* atingiram apenas os estagios de
sedacdo leve e profunda, sendo registrada anestesia nas concentragdes a partir de 50 uL L*

(Figura 1). Nao houve sedacéo ou anestesia nos grupos controles.

Foi verificada regressdo poténcia nos estagios de sedacéo leve (Figura 1A), sedacédo
profunda (Figura 1B), e anestesia (Figura 1C), na qual quanto maior a concentracdo
utilizada, menor o tempo para ocorrer sedagdo leve, profunda ou anestesia. Ndo foi
verificada regressdo entre os tempos de recuperagéo parcial ou total (Figura 1D e 1E) e as
diferentes concentracdes de OEAC.
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Figura 1. Tempo para sedacdo leve (A), sedacdo profunda (B), anestesia (C) e recuperagdo
anestésica parcial (D) e total (E) de tambaqui (Colossoma macropomum), de acordo com a

concentracao do 6leo essencial de Aloysia citrodora (OEAC) (n = 6 peixes por concentragao).

Transporte simulado - Qualidade da agua

Ap0s o transporte simulado, nas embalagens dos animais expostos ao OEAC (20 uL

L) ou transportados em agua sem OEAC, verificou-se um aumento significativo nos niveis

de oxigénio dissolvido e amdnia total e uma reducdo significativa no valor de pH em relacéo

ao inicio do transporte (p <0,05). Entre os grupos transportados, verificou-se que a

alcalinidade foi significativamente menor no tratamento OEAC-DCB em relagcdo aos

tratamentos Controle-DCB e OEAC-DCP, além da concentragdo de amonia ser
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significativamente menor no grupo OEAC-DCB que no grupo OEAC-DCP (p < 0,05). Nao
houve diferenca significativa para dureza, nitrito e pH entre os tratamentos que foram
transportados (p > 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Pardmetros de qualidade da &gua apds o transporte simulado de 6 h de tambaqui
(Colossoma macropomum) com adicdo ou ndo de 6leo essencial de Aloysia citrodora (OEAC) (20
uL L) em DC baixa (DCB) e padrdo (DCP).

Transporte simulado (6 h)

A Néo
Parédmetros Controle Controle OEAC OEAC
Transportado DCB DCP DCB DCP
oD 4,50+1,22 8,73+0,207%" 8,74+0,22A" 8,71+0,184" 8,75+0,207%"
Alcalinidade 42,50+2,04 45,00+4,08%a 45,00+4,0842 35,00+4,0880 45,00+4,08"2
Dureza 115,00+4,08 120,00£8,16"2 125,00+4,08%a 125,00+4,08%a 115,00+4,08%a
Amonia total 0,13+0,02 2,250,207 2,75+0,207" 2,00+0,4A0* 2,75+0,204"
Nitrito 0,013+0,01 0,013+0,0142 0,025+0,004%2  0,013+0,010%  0,025+0,004A2
Temperatura 28,63+0,10 28,83+0,1442 28,88+0,1072 28,90+0,082 28,85+0,12A2
pH 6,90+0,08 6,20+0,207¢" 6,25+0,157%" 6,21+0,237% 6,13+0,10%"

Oxigénio dissolvido (OD) esta expresso em mg O, L. Alcalinidade e dureza estdo expressas em mg L*
CaCO?. Amonia total esta expressa em mg N-NH; L. Nitrito esta expresso em mg N-NO; L. Temperatura
estd expressa em °C. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (teste de Duncan, p <
0,05). Letras maiusculas distintas indicam diferenga significativa entre os tratamentos numa mesma DC. Letras
minudsculas distintas indicam diferenca significativa entre as densidades de carga para um mesmo tratamento.
* indica diferenca significativa em relacéo ao grupo ndo transportado (teste de Dunnet).

Transporte simulado - Anéalises hematologicas

Todos os tratamentos pos-transporte resultaram em uma reducdo no percentual de
heteréfilos e um aumento no percentual de linfdcitos (p < 0,05) em relagdo ao inicio do
transporte. Adicionalmente, o valor de hemoglobina foi significativamente superior nos
grupos Controle-DCB e Controle-DCP em relacdo ao inicio do transporte (p <0,05). O
Controle-DCP também foi significativamente superior ao inicio do transporte para os valores
de hemécias, hematdcrito e leucdécitos (p < 0,05). Ja o tratamento OEAC-DCB mostrou um
valor de CHCM significativamente maior do que o grupo ndo transportado (p <0,05)
(Tabela 3).

O numero de hemécias foi significativamente maior nos peixes do tratamento
Controle-DCP em relagdo aos demais tratamentos (p < 0,05). Adicionalmente, o nivel de
hemacias no grupo OEAC-DCB foi significativamente menor em relagéo ao grupo Controle-
DCB (p < 0,05). O valor do CHCM foi significativamente inferior no grupo OEAC-DCP do
que no grupo OEAC-DCB (p < 0,05), enquanto os valores de hemoglobina e hematdcrito
nos tratamentos com OEAC foram significativamente menores aos valores encontrados nos
tratamentos Controle-DCB e Controle-DCP (p < 0,05) (Tabela 3).

Independente da DC, o nimero de leucdcitos totais nos grupos com OEAC foi

significativamente menor do que nos grupos Controle-DCB e Controle-DCP (p < 0,05). O
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valor de heterdfilos no tratamento OEAC-DCB foi significativamente menor do que no
Controle-DCB. O valor de linfocitos nos tratamentos OEAC-DCB e Controle-DCP foi

significativamente superior do que no tratamento Controle-DCB (p < 0,05).

Tabela 3. Parametros hematoldgicos apos o transporte simulado de 6 h de tambaqui (Colossoma
macropomum) com adicdo ou ndo de 6leo essencial de Aloysia citrodora (OEAC) (20 uL L) em
densidade de carga baixa (DCB) e padrdo (DCP).

Transporte simulado (6 h)

. Néo
Variaveis Controle Controle OEAC OEAC
Transportado DCB DCP DCB DCP

Hemacias 1,60+0,04 1,7740,05A0 1,96+0,06A%" 1,53+0,0852 1,50+0,0382
Hemoglobina 7,33+0,22 8,40+0,22Aa" 9,01+0,394%" 7,15+0,348Ba 6,90+0,198a
Hematocrito 21,33%0,80 23,33+0,7172 25,50+1,334 19,50+1,188a 20,16+0,6082
VCM 133,83+2,46  131,16+1,93A2 129,50+3,5342 126,83+2,83%2 134,50+1,724a
HCM 46,16+0,65 47,17+0,9442 45,83+0,65"2 46,83+0,70%2 46,00+0,68"2
CHCM 34,66+0,49 36,00+0,5142 35,50+0,6142 37,00+0,814 34,00+0,2540
Leucadcitos totais 2,66+2,49 3,26+2,83A2 3,83+2,167" 2,45+2 31Ba 2,31+9,968
Heterofilos 54,66+2,27 47,17+0,944" 44,33+0,847% 42,00+1,188" 42,17+0,83A%"
Eosinofilos 1,16+0,16 1,330,217 1,16+0,16A2 1,50+0,22A4 1,330,217
Linfocitos 42,83+2,10 50,33+0,88B0" 53,33+0,99A¢" 55,16+0,91A2" 55,16+0,874
Mondcitos 1,33%£0,21 1,16+0,16"2 1,16+0,16A2 1,13+0,21%2 1,33+0,21%2

Concentragdo de hemadcias estd expressa em x10® pL L. Hematdcrito, heterofilos, linfocitos, mondcitos e
eosinofilos estdo expressos em %. Hemoglobina e CHCM (concentragdo de hemoglobina corpuscular média)
estdo expressas em g dL. VCM (volume corpuscular médio) estd expresso em fl. HCM (hemoglobina
corpuscular média) estd expressa em pg. Leucocitos totais estd expresso em x10* uL L. Os dados sdo
apresentados como média * erro padrdo da média (teste de Duncan, p < 0,05). Letras mailsculas distintas
indicam diferenca significativa entre os tratamentos numa mesma densidade de carga. Letras mindsculas
distintas indicam diferenga significativa entre as densidades de carga para um mesmo tratamento. * indica
diferenga significativa em relacdo ao grupo ndo transportado (teste de Dunnet).

Transporte simulado - Analises bioquimicas

No grupo Controle-DCB, o nivel de albumina e a atividade de ALT do plasma foram
significativamente menores do que no grupo nao transportado (p < 0,05), enquanto o nivel
de glicose plasmatica foi significativamente maior nos tratamentos Controle-DCP e OEAC-
DCP (p < 0,05) em relacdo ao antes do transporte. Por fim, o nivel de HDL do plasma dos
peixes transportados com OEAC-DCB foi significativamente maior em relacdo aos peixes
néo transportados (p < 0,05) (Tabela 4).

O nivel de proteina total do plasma foi significativamente superior no tratamento
Controle-DCP em relagdo ao tratamento Controle-DCB (p < 0,05). O nivel de albumina
plasmética foi significativamente inferior no tratamento Controle-DCB em relacdo aos
outros tratamentos (p < 0,05). A atividade plasmatica de ALT foi significativamente inferior
no tratamento Controle-DCB do que no Controle-DCP (p < 0,05), e no OEAC-DCB do que
no OEAC-DCP (p < 0,05). O nivel de glicose foi significativamente maior nos tratamentos
Controle-DCP em relagcdo ao Controle-DCB e em OEAC-DCP em relagdo a OEAC-DCB
(p <0,05) (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros bioguimicos do plasma apds o transporte simulado de 6 h de tambaqui
(Colossoma macropomum) com adi¢do ou ndo de 6leo essencial de Aloysia citrodora (OEAC) (20
uL L) em densidade de carga baixa (DCB) e padrdo (DCP).

Transporte simulado (6 h)

o Nao
Variaveis Controle Controle OEAC OEAC
Transportado DCB DCP DCB DCP
Proteinatotal  2,1840,05  2,10:0,11%° 2,330,087 2,100,027 2,240,067
Albumina 0,60£0,03  0,32+0,08%° 0,500,094 0,500,074 0,500,044
AST 73,70£594  64,30+7,83%  7330£9,66"  5500£4,42%  70,70+11,16
ALT 10,70£0,61  6,40£1,05""  9,50+0,89" 8,300,424 11,901,474
Aa
g‘t);f“em' 101,50+2,60 99,70+392%  111,20+386%  97.40+1266%  0n30¥1085
HDL 4,00£052  580£0,48%  4,8020,79" 6,10£0,4672"  560£0,53"
VLDL 11,90£053  10,60£0,29%  9,30+1,25% 9,101,127 9,60+1,3%
LDL 85,60+2,02  83,20+3,68%  97,00:4,05%  82,20+1151%  79,10+9,69"
Triglicérides ~ 59,3042,67  53,00£146%  46,50£6,25%  4560+561% 48,106,542
Glicose 73,80£2,57  77,808,80%°  127,70+7,81°"  74,90+9,82° 107,305,885

Glicose, triglicérides, colesterol total, HDL e LDL est&o expressos em mg dL%. Proteina total e aloumina estdo
expressas em g dL. AST e ALT estdo expressas em U L1 Os dados sdo apresentados como média * erro
padrdo da média (teste de Duncan, p < 0,05). Letras maiusculas distintas indicam diferenca significativa entre
0s tratamentos numa mesma densidade de carga. Letras minusculas distintas indicam diferenca significativa
entre as densidades de carga para um mesmo tratamento. * indica diferenca significativa em relacéo ao grupo
ndo transportado (teste de Dunnet).

A atividade da enzima AST hepatica nos grupos transportados (com exce¢do do
Controle-DCP) foi significativamente menor em relacdo ao grupo nao transportado
(p <0,05). Em todos os grupos transportados, o nivel de proteina total do figado foi
significativamente maior em relacdo ao grupo ndo transportado (p < 0,05). Por fim, o nivel
do glicogénio hepético foi significativamente maior nos tratamentos Controle-DCP e
OEAC-DCP do que no grupo néo transportado (p < 0,05) (Tabela 5).

A atividade da enzima AST hepaética foi significativamente menor nos tratamentos
com OEAC em relagéo aos tratamentos controle (independente da DC) (p < 0,05). O valor
de proteina total do figado foi significativamente maior no grupo OEAC-DCP do que nos
demais tratamentos (p <0,05), no grupo OEAC-DCB do que no grupo Controle-DCB
(p <0,05) e menor no grupo Controle-DCP do que nos demais tratamentos. O valor do
glicogénio hepético foi significativamente inferior no tratamento Controle-DCB em relacéo

aos outros tratamentos (p < 0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Pardmetros bioquimicos do figado apds o transporte simulado de 6 h de tambaqui
(Colossoma macropomum) com adi¢do ou ndo de 6leo essencial de Aloysia citrodora (OEAC) (20
uL L) em densidade de carga baixa (DCB) e padrdo (DCP).

Transporte simulado (6 h)

Néo

Variaveis Controle Controle OEAC OEAC
Transportado DCB DCP DCB DCP
AST 54,75+2,88 34,45+3,66%" 40,92+3,9842 22,08+1,63B 18,74+1,518¢
Proteina total 0,48+0,03 0,760,068 0,62+0,0780" 1,10+0,0670* 1,31+0,07A¢
Glicogénio 16,90+1,17 15,83+1,798° 25,542 004" 23,28+2,26"2 30,44+3,787"

Proteina total esta expressa em g dL*. AST esta expressa em U mg proteina™. Glicogénio esta expresso em
nmol glicose g tecido™. Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos numa
mesma densidade de carga. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média (teste de Duncan,
p < 0,05). Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre os tratamentos numa mesma
densidade de carga. Letras minGsculas distintas indicam diferenca significativa entre as densidades de carga
para um mesmo tratamento. * indica diferenca significativa em relacdo ao grupo ndo transportado (teste de
Dunnet).

Frequéncia ventilatoria (FV)

Os valores registrados para FV foram significativamente maiores no grupo sedado
com OEAC em relagéo ao grupo controle (exceto nos tempos 0,5 e 1 h) (p < 0,05). No grupo
controle, a FV no tempo 0 h foi superior significativamente a todos 0s outros tempos, exceto
6 h, que por sua vez foi superior a todos os demais tempos (com exce¢do do tempo 1 h) (p <
0,05). Ainda para o grupo controle, a FV no tempo 1 h foi superior significativamente ao
tempo 2 h (p < 0,05) (Figura 2).

160

E Controle
3 20 yL oEAC L

1 4Aa

140

HAa

HAb

120

—Ac

100

Ad

[04]
o

)]
o

FV (batidas min ')

Ae
Bed
Bab

iy
o

Bcd
Bcd

Bd

N
o

0,0 05 10 2,0 3,0 4,0 50 6,0
Tempo (h)

Figura 2. Frequéncia ventilatéria de tambaqui (Colossoma macropomum) ao longo de 6 h com adi¢do ou néo
de dleo essencial de Aloysia citrodora (OEAC) (20 uL L*). Os dados séo apresentados como média + erro
padrdo da média (teste de Duncan, p < 0,05). Letras mailsculas distintas indicam diferenca significativa entre
os tratamentos. Letras minGsculas distintas indicam diferenga significativa entre os tempos para um mesmo
tratamento.
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A FV do tratamento OEAC (FV-OEAC) nos tempos 5 e 6 h foi superior
significativamente a todos os outros tempos (p < 0,05). No tempo 4 h, a FV-OEAC foi
significativamente superior aos tempos entre 0 e 3 h (p < 0,05). No tempo 3 h, a FV-OEAC
foi significativamente superior aos tempos entre 0 e 2 h (p < 0,05). No tempo 0 h, a FV-
OEAC foi significativamente maior do que o verificado nos tempos 0,5; 1 e 2 h (sendo este

ultimo significativamente superior ao tempo 1 h) (p < 0,05) (Figura 2).

Discussao

O OEAC utilizado neste estudo é constituido majoritariamente por citral (48,34%),
sendo seguido por limoneno (19,00%). Ambos 0s compostos sao comumente encontrados
em OE de diferentes espécies de plantas, como Lippia alba ((Mill.) N.E.Br. ex Britton &
P.Wilson), Cymbopogon flexuosus ((Nees) Will.Watson) e Citrus aurantium (L.), havendo
estudos em relacdo ao seu potencial uso como anestésicos em peixes (Santos et al., 2017;
Lopes et al., 2018; Silva et al., 2019). Em adic¢&o, estudos prévios ja relataram a importancia
de citral como constituinte majoritario de OE extraidos de plantas dos géneros Lippia e
Cymbopogon que possuem capacidade anestésica relatada em tambaqui (100 pL L) (Silva
et al., 2019), jundia (150 pL L) (Santos et al., 2017) e tambacu (Piaractus mesopotamicus
(Holmberg 1887) x Colossoma macropomum) (300 pL L) (Limma-Netto et al., 2016).

O efeito anestésico de OEAC pode ser devido a sua acdo nos neurotransmissores. Em
estudo com camundongos swiss (Mus musculus), o OE de C. citratus (71,29% citral) exerceu
efeito sobre o sistema GABAérgico (se refere a acdo do acido gama-aminobutirico - GABA),
ligando-se a receptores GABAA de maneira a potencializar o efeito anticonvulsivante,
ansiolitico e anestésico do GABA (Costa et al., 2011). Este efeito poderia ser associado ao
potencial anestésico do citral, o principal composto quimico do OEAC utilizado no presente
estudo. Isto ocorre por que os receptores GABA sdo os principais alvos da agdo de
anestésicos em animais, resultando na inibicdo do sistema nervoso central (Johnston et al.,
2006; Nesterkina & Kravchenko, 2016). Assim, o citral poderia atuar como um modulador
alostérico positivo dos receptores GABA em tambaqui.

O limoneno, por sua vez, é comumente encontrado como constituinte dos OEs de
plantas dos géneros Lippia, Cymbopogon e Citrus, comumente utilizadas na medicina
tradicional pelo seu efeito calmante e para tratamento de problemas de origem



24

gastrointestinal (Vale et al., 1999; Bassolé et al., 2011). Em peixes, o efeito anestésico do
OE de Citrus ja foi demonstrado em jundia (500 pL L) (Lopes et al., 2018) e betta [Betta
splendens (Regan 1910)] (300 pL L) (Silva et al., 2023). Além disso, estudos acerca do
mecanismo de acao do limoneno apontam que o composto possivelmente atua na regulacao
da funcdo neuronal dopaminérgica e GABAérgica por meio da ativagdo dos receptores de
adenosina A2A. Isto induz consequentemente a liberacdo de GABA, resultando em um
efeito ansiolitico (Song et al., 2021). Desta forma, o limoneno atuaria de maneira
complementar a acdo do citral, estimulando a liberacdo de GABA e potencializando seu
efeito em células receptoras.

Para ser considerado adequado para 0 uso em peixes, 0 anestésico deve ser capaz de
promover um rapido efeito de anestesia (< 180 s) e ter rapida recuperacdo (< 600s) (Oliveira
et al., 2022; Simdes-Bueno et al., 2024). Portanto, no corrente estudo, a concentracao de 250
UL OEAC L foi a concentragdo cujos tempos de inducdo (141,83 s) e recuperagio
anestésica (160,00 s) melhor atenderam os pressupostos de tempo de inducéo e recuperacdo
anestésica indicados.

Em estudos com OE cujo constituinte majoritario também é o citral, foram encontrados
resultados similares que reforcam a eficiéncia do citral como anestésico. O OE de L. alba
(55,28% citral) foi eficaz em promover anestesia na concentracdo de 100 pL L™ ao ser
testado em tambaqui (Silva et al., 2019). Em jundia, os OE de A. citrodora (50,19% citral)
e C. flexuosus (86,37% citral) promoveram anestesia na concentragio de 300 pL L (Santos
et al., 2017). Para tilapia do Nilo, a concentragdo de 600 puL L de OE de C. flexuosus
(90,45% citral) foi considerada adequada para anestesia (Limma-Netto et al., 2017). A
variacdo observada na concentracdo de OE entre 0 nosso estudo e os estudos acima citados,
que foi considerada eficaz para promover anestesia, pode ser explicada por fatores como a
espécie e tamanho dos animais, condi¢des experimentais, proporcdo dos compostos nos OE,
entre outros, o que pode influenciar na concentragcdo necessaria de OE para promover a
anestesia dos peixes (Tarkhani et al., 2017).

Além de anestesia, 0 OE pode contribuir para o transporte de peixes, onde deve-se
buscar uma concentragéo capaz de promover um efeito sedativo, sem impedir a manuteng¢ao
do equilibrio, natacdo e respiracdo (Cooke et al., 2004; Santos et al., 2020). Portanto, com
base nos resultados do presente estudo, uma concentragéo até 25 uL OEAC L™ poderia ser
utilizada para sedagéo durante o transporte de tambaqui. Este achado avaliado em conjunto
a um experimento piloto conduzido neste estudo encontrou a concentragao de 20 uL OEAC

L como aquela indicada para avaliagio de transporte simulado por 6 h nestes peixes.
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Em estudos prévios onde foi avaliada a sedagdo durante o transporte, com espécies
de peixes como tilapia do Nilo, a concentracdo recomendada de OE de A. citrodora (45,09%
citral) para sedago foi de 30 puL L™ (Teixeira et al., 2018). Em tambacu, verificou-se que a
concentracio de 25 puL L de OE de C. flexuosus (90,45% citral) foi recomendada para
sedacdo (Limma-Netto et al., 2016). Desta forma, os resultados observados no presente
estudo para a concentracédo utilizada para o transporte se aproximam ao relatado na literatura
acima citada. Em adi¢@o aos nossos achados, para pesquisas futuras, recomenda-se testar o
potencial anestésico do citral e do limoneno de maneira isolada e associados a diferentes
outros compostos, a fim de verificar se sua eficiéncia se da por conta de um efeito sinérgico
com os demais compostos.

Apbs o transporte, é usualmente esperado que sejam observadas variacfes nos
parametros de qualidade da agua, como a reducdo do oxigénio dissolvido e 0 aumento na
concentracdo de compostos nitrogenados (Sena et al., 2016; Teixeira et al., 2018), devido as
atividades fisioldgicas realizadas pelos peixes, como respiracdo e excre¢do. Neste caso, 0
uso de anestésicos poderia promover uma reducao no metabolismo e, consequentemente, na
FV destes animais (Becker et al., 2012) e, assim, contribuir para reducdo no consumo de
oxigénio (Hohlenwerger et al., 2017) e na produgdo de amonia e nitrito, mantendo os
parametros de qualidade da agua estaveis por um maior periodo (He et al., 2020). Achados
similares ja foram relatados em estudos prévios que avaliaram o uso de OE de L. alba no
transporte de tilapia do Nilo (Hohlenwerger et al., 2017) e tambacu (Sena et al., 2016).

Os 0leos essenciais podem ter um efeito vasodilatador e afetarem a osmorregulacao
em peixes, desencadeando uma hiperventilacdo que tende a se estabilizar com o tempo de
exposicdo (Toni et al., 2014). Ao contrario do que era pressuposto, foi verificado um
aumento da FV nos tambaquis anestesiados com OEAC mesmo 6 h apds a sedacdo. Isto deve
ter acontecido como uma reacdo dos animais a exposicdo ao OEAC. Similarmente, uma
aumento na FV ja foi relatado para jundia com utilizacdo de eugenol (Becker et al., 2012),
OE de L. alba (Becker et al.,, 2012) e OE de Citrus (Lopes et al., 2018), pacama
[Lophiosilurus alexandri (Steindachner 1876)] com uso de OE de Ocimum gratissimum
(Boaventura et al., 2020), carpa com OE de Mentha spicata (Roohi & Imanpoor, 2015),
tilapia do Nilo com eugenol e OE de O. basilicum (Ventura et al., 2020), e robalo-peva
[Centropomus parallelus (Poey 1860)] com OE de L. alba (Simdes-Bueno et al., 2024).

O aumento da FV pode estar relacionado a uma agitacéo dos peixes (Boaventura et al.,
2020) como uma resposta a um estresse transitorio induzido pela presenca do

anestésico/sedativo na agua (Simdes-Bueno et al., 2024). A FV ¢é influenciada pela espécie
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e fase de desenvolvimento do peixe, bem como por caracteristicas do OE, como composic¢éo,
concentragdo e tempo de uso, sendo dificil estabelecer um modelo de resposta geral (Roohi
& Imanpoor, 2015; Ventura et al., 2020). O aumento da FV indicaria um maior consumo de
oxigénio durante o transporte dos peixes. Contudo, isso ndo aconteceu no corrente ensaio,
uma vez que os niveis de oxigénio dissolvido ao final do transporte ndo diferiu entre os
tratamentos.

Por outro lado, o pH da agua nas embalagens de todos os peixes transportados foi
reduzida. Isto pode ter ocorrido por um acumulo de CO> produzido pelos animais através da
respiracdo, o qual influenciou na acidificacdo da dgua de transporte (Luz & Favero, 2024).
O tambaqui é uma espécie com boa capacidade de adaptacdo a varia¢fes no pH da agua, de
maneira que a reducdo relatada ndo causa impacto negativo nestes animais (Aride et al.,
2007). Na verdade, uma leve reducdo no pH da agua de transporte pode até ser benéfica aos
peixes, pois promove uma reducdo na quantidade de amodnia ndo ionizada (NHs3) e um
aumento da aménia ionizada (NH4"), o que facilita a excrecdo de amdnia (Baldisserotto,
2017).

O aumento de amonia nas embalagens pos transporte pode ser atribuido ao seu
acumulo ao longo das 6 h. E interessante relatar que o tratamento OEAC-DCB resultou em
um menor acumulo de aménia quando comparado ao grupo OEAC-DCP, sendo este
resultado relacionado positivamente ao transporte em uma menor DC (Hohlenwerger et al.,
2017; Hong et al., 2019; Lima et al., 2020). Por fim, variacdes na alcalinidade que ocorreram
no tratamento OEAC-DCB podem ser atribuidas a uma a¢do conjunta do acumulo de COz e
de decomposicdo da matéria organica presentes nas embalagens (Copatti et al., 2024).
Assim, este menor nivel de alcalinidade pode estar associado a uma menor regurgitacédo de
matéria organica por parte dos peixes, 0 que seria vantajoso aos animais deste tratamento
(OEAC-DCB) (Becker et al., 2012; Parodi et al., 2014).

Além da avaliacdo da qualidade de agua, a analise dos parametros hematol6gicos em
peixes & uma ferramenta comumente utilizada como um método nédo-letal de detectar
alteracoes fisioldgicas e de diagnosticar doencas (Fazio, 2019). O perfil hematolégico pode
sofrer alteragdes rapidamente em funcdo de mudancas na qualidade da 4gua ou em resposta
a um evento de estresse, fornecendo informagdes importantes em relagdo a capacidade de
transporte de oxigénio, potencial imune e estado de bem-estar dos peixes (Tavares-Dias &
Moraes, 2006; Fazio, 2019). Dentre as analises hematoldgicas, a contagem diferencial de
leucdcitos € uma analise simples e capaz de elucidar acerca do quadro de satde dos peixes

(Witeska et al., 2022). Os linfdcitos sédo a célula de defesa mais abundante dentre os
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leucocitos totais, estando relacionados a producdo de imunoglobulina e modulagdo da
resposta imune (Davis et al., 2008). Frente a um estimulo estressor, existe uma tendéncia a
ocorrer a diminuicao da concentracdo de linfécitos na corrente sanguinea, acompanhada do
aumento no namero de heterdfilos, células envolvidas no processo de resposta inflamatoria
(Dinesh et al., 2021; Witeska et al., 2022).

No corrente estudo, o grupo Controle-DCP apresentou as maiores variagcdes em relagdo
aos parametros hematoldgicos avaliados quando comparado ao grupo ndo transportado. No
Controle-DCP houve aumento na quantidade de hemacias, hemoglobina, hematdcrito e
leucdcitos totais, o que pode indicar um aumento do gasto energético em decorréncia da
resposta de “luta ¢ fuga” induzida pelo estresse de transporte (Witeska et al., 2022).
Adicionalmente, foi verificada uma mudanca no perfil da contagem diferencial de leucdcitos
de todos os grupos transportados. Houve uma reducéo no percentual relativo de heteréfilos,
e um aumento de linfocitos, sem alteracdes no nimero total de leucdcitos, exceto no grupo
Controle-DCP, no qual houve um aumento. Esta reducdo na razdo entre a concentracéo de
heterofilos e linfocitos € um indicativo de que o estimulo estressor do transporte ndo teve
um grande impacto na resposta imune dos animais (Davis et al., 2008). Vale ressaltar que,
apesar de néo terem diferencas significativas entre os tratamentos, tal raz&o foi menor nos
tratamentos com OEAC. Portanto, o uso de OEAC, em ambas as DC, promoveu uma maior
estabilidade nos parametros hematoldgicos. Por outro lado, os peixes transportados sem
OEAC tiveram mais alteraces fisioldgicas na comparacao com 0s peixes ndo transportados.

Aliado aos parametros hematoldgicos, a analise dos parametros bioquimicos também
é de grande relevancia para avaliacdo da saude de peixes. Sob estresse de transporte, 0s
peixes tendem a gastar mais energia para manter a homeostase, havendo assim um aumento
da demanda energética (Teixeira et al, 2017). No corrente estudo, isto deve ter ocorrido nos
peixes transportados em DCP (com ou sem OEAC), pois houve uma resposta
hiperglicemiante (glicose acima de 103 mg dL™) nestes animais (Tavares-Dias, 2015; Souza
et al., 2021). Esta hiperglicemia poderia ser explicada pela liberacdo de catecolaminas na
corrente sanguinea em decorréncia de um estimulo estressor externo (transporte) (Taheri
Mirghaed et al., 2018). As catecolaminas promovem o aumento dos niveis de glicose
plasmatica através do processo de glicogendlise, que em peixes ocorre principalmente no
figado através da quebra do glicogénio hepatico, fornecendo energia para atender a maior
demanda energética dos animais frente a uma situacao de estresse (Wendelaar-Bonga, 1997;
Hohlenwerger et al., 2017). Entretanto, o nivel do glicogénio hepatico dos animais dos

grupos Controle-DCP e OEAC-DCP também foi maior em relacdo aos outros tratamentos,
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0 que sugere que o aumento da glicose plasmatica e do glicogénio hepatico sdo efeitos
provenientes dos processos de gliconeogénese e glicogendlise atuando em conjunto, que sao
respostas secundarias ao estresse em peixes (Souza et al., 2019).

Para lidar com situacGes de estresse, o principal substrato utilizado como fonte de
energia sdo carboidratos como a glicose e, em seguida, sdo utilizadas moléculas lipidicas
(Javed & Usmani, 2015). Em peixes, a sintese de colesterol ocorre principalmente no figado,
entretanto, no presente estudo ndo houve variacdo no colesterol total ou nos triglicérides
plasmaticos, apenas um aumento do HDL do Controle-DCB, o que indica a homeostase no
funcionamento dos hepatdcitos (Chung et al., 2021).

O aumento da atividade das enzimas ALT e AST pode ser relacionado a danos no
tecido hepatico (Chung et al., 2021) ou a uma hiperatividade hepatica (Copatti et al., 2019).
O tratamento OEAC-DCB contribuiu para a reducéo da atividade plasmatica e hepética das
transaminases, o que pode ser interpretado como uma melhora do estado anabdlico do tecido
hepético destes animais. Além disso, neste grupo e principalmente no grupo OEAC-DCP
houve um aumento nos niveis de proteina total no figado, o que poderia indicar que este
substrato estaria mais disponivel para outras funcdes corporais (Becker et al., 2016). Por fim,
a reducdo dos niveis de albumina plasmética no tratamento Controle-DCB também é um
indicativo de reducdo do metabolismo hepético apos o transporte (Javed & Usmani, 2015).
Desta forma, nas condicBes testadas neste estudo, considerando nossos achados para
parametros bioquimicos plasmaticos e hepaticos, uma melhora no metabolismo dos
tambaquis deve ocorrer usando OEAC em DCB, mostrando que mesmo sob um aumento da

FV ndo deve ter ocorrido comprometimento das reservas energéticas dos peixes.

Concluséao

Para inducdo anestésica de tambaqui, verificou-se que a concentracdo de 250 uL
OEAC L foi eficaz em promover anestesia. Na avaliagdo do uso de 20 uL OEAC L™ como
sedativo para o transporte dos peixes, especialmente quando os peixes foram mantidos em
DCB (65 g L%), promoveu uma melhora nos pardmetros hematoldgicos (hemaécias,
hemoglobina, hematdcrito e leucdcitos totais) e bioquimicos (glicose e ALT do plasma e
AST e glicogénio hepatico), sem causar alteracdes prejudiciais para a qualidade de agua.
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