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Resumo

ALMEIDA, R.G.S. Avaliacdo do 06leo essencial de Lippia origanoides na dieta,
manejo e transporte de pacus Piaractus mesopotamicus. 2024. 100 f. Tese (Doutorado)
- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2024.

A constante busca por aditivos fitoterapicos que funcionem como sedativos, anestésicos e
imunoestimulantes, pode funcionar como alternativa a utilizacdo de produtos quimioterapicos
e antimicrobianos, que podem aumentar os custos da producdo, com possivel contaminacao da
carne, do meio ambiente e ocasionar o surgimento de pat6genos resistentes. Sendo assim, este
estudo objetivou avaliar os efeitos no desempenho zootécnico, anestésicos e como sedativo do
Oleo essencial de Lippia origanoides para o pacu Piaractus mesopotamicus uma espécie de
importancia comercial para a aquicultura brasileira, mediante avaliagdo do crescimento, da taxa
de sobrevivéncia acumulada, hematolédgica, imunoldgica, bioguimica, deposicdo residual e
alteraces histologicas das branquias. No capitulo 2 foi avaliado o efeito imunoestimulante do
0leo essencial de Lippia origanoides na taxa de sobrevivéncia acumulada pos desafio térmico
de juvenis de pacu P. mesopotamicus. Nao foram observadas diferencas (p>0,05) para o
desempenho zootécnico entre os tratamentos. Apos o desafio ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) na taxa de sobrevivéncia acumulada, no entanto com variacdo dos
valores médio para 1,5 e 2,0 mL kg™ do 6leo essencial de Lippia origanoides (OELO). O OELO
entre 1,0 e 2,0 ml kg ndo afeta desempenho zootécnico, porém 2,0 mL kg? de OELO
demonstrou potencial de reducdo da taxa de mortalidade absoluta. No capitulo 3 foram
determinados os efeitos hematoldgicos e modulacao da frequéncia ventilatéria do 6leo essencial
de L. origanoides como anestésico para pacus. Foram determinados os tempos de inducgéo e
recuperacdo anestésica e a frequéncia ventilatoria (FV) dos peixes (n= 48; 29,94+6,69 g) em
diferentes concentragdes de EOLO (0, 25, 50, 100, 200 e 400 pL L™). De acordo com os
resultados do primeiro ensaio experimental foi realizada um novo ensaio (n= 36; 29,25 + 5,90
g), foram avaliados os efeitos de 0, 50 e 200 pL L™ nos tempos (1 hora e 24 horas p6s-inducéo).
A maioria das variaveis sanguineas retornaram a niveis considerados normais para a espécie 24
horas ap0s a anestesia. Portanto, uma concentragdo EOLO de 200 uL L™ pode ser considerada
segura para uso antes do manejo biométrico de P. mesopotamicus. No capitulo 4 foram
avaliados os efeitos do EOLO (0, 5, 10, 15 e 20 puL."1) na &gua do transporte (4 horas) de pacu
P. mesopotamicus, sob as variaveis hematologicas, imunoldgicas, bioquimica, de deplecdo
residual e avaliacdo histologica das branquias. Nao foram observadas diferencas (p>0,05) paraa
maioria dos parametros hematol6gicos entre os peixes transportados em relacédo aos peixes ndo
transportados, os eritrocitos foram diferentes (p<0,05), entre 5 pL* de EOLO em relagdo ao 0
puL? de EOLO. Leucdcitos foram mais elevados nos tratamentos 10 e 20 pL? (p<0,05) e
trombocitos 15 e 20 uL L. Na andlise residual foi identificado o carvacrol (ug kg™) nos
tratamentos com a inclusdo do EOLO, ap6s 48 horas do transporte ndo foi detectado carvacrol
em nenhum dos tratamentos estudados. Ndo foram observadas diferencas (p> 0,05) entre os
tratamentos para alteracdes histologicas nas branquias.

Palavras-chave: Carvacrol; deplecéo residual; desempenho; estresse; hematologia; sedacéo
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Abstract

ALMEIDA, R.G.S. Evaluation of Lippia origanoides essential oil in the diet, transport
and management of pacus Piaractus mesopotamicus. 2024. 100 f. Tese(Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, Campo Grande, MS, 2024.

The constant search for phytotherapeutic additives that function as immunostimulants,
improving the resistance of fish to health and management challenges and resulting in greater
zootechnical performance of the animals, can function as an alternative to the use of
chemotherapeutic and antimicrobial products. Chemotherapy drugs can increase production
costs, with possible contamination of meat and water that is released into the environment
and lead to the emergence of pathogens resistant to these drugs. Therefore, this study aimed
to evaluate the effects on zootechnical performance, anesthetics and as a sedative of Lippia
origanoides essential oil for the pacu Piaractus mesopotamicus, a species of commercial
importance for Brazilian aquaculture, by evaluating growth, accumulated survival rate,
hematological, immunological, biochemical, residual deposition and histological changes of
the gills. Chapter 2 evaluated the zootechnical performance and cumulative survival rate after
thermal challenge of juvenile pacu P. mesopotamicus. No differences (p>0.05) were observed
for zootechnical performance between treatments. After the challenge, no significant
differences (p>0.05) were observed in the cumulative survival rate, only in the absolute
values for 1.5 and 2.0 mL kg? of Lippia origanoides essential oil (OELO). The OELO
between 1.0 and 2.0 ml kg does not affect zootechnical performance, however 2.0 mL kg
of OELO demonstrated potential to reduce the absolute mortality rate. In chapter 3, the
hematological effects and modulation of the ventilatory frequency of the OELO as an
anesthetic for pacus were determined. The anesthetic induction and recovery times and the
ventilatory frequency (VF) of the fish (n = 48; 29.94 + 6.69 g) were determined at different
concentrations of OELO (0, 25, 50, 100, 200 and 400 pL L™). According to the results of the
first experimental trial, a new trial was carried out (n = 36; 29.25 + 5.90 g), evaluating the
effects of 0, 50 and 200 pL L* at different times (1 hour and 24 hours post-induction). Most
blood variables returned to levels considered normal for the species 24 hours after anesthesia.
Therefore, an OELO concentration of 200 puL L™ can be considered safe for use before
biometric handling of P. mesopotamicus. In chapter 4, the effects of OELO (0, 5, 10, 15 and
20 pL-1) in the transport water (4 hours) of pacu P. mesopotamicus were evaluated on
hematological, immunological, biochemical, residual depletion and histological evaluation
of the gills variables. No differences (p>0.05) were observed for hematological parameters
between treated fish in relation to non-transported fish, erythrocytes were different (p<0.05)
between 5 yL L™ of OELO in relation to 0 uL L of OELO. Leukocytes were higher in
treatments 10 and 20 pL L™ (p<0.05) and thrombocytes 15 and 20 pL L. In the residual
analysis, carvacrol was identified (ug kg?); after 48 hours of transport, carvacrol was not
detected in any of the treatments studied. No differences (p>0.05) were observed between
treatments for histological changes in the gills.

Keywords: Carvacrol; stress; hematology; residual depletion; performance; sedation
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1- CAPITULO 1 - INTRODUGCAO

1.1 Panorama produtivo da aquicultura mundial e nacional

No cenario agropecuério global, a producdo de peixes se destaca por sua crescente
importancia e desenvolvimento continuo, no intuito de atender a demanda das populagdes, visto
que, 0 pescado é a proteina de origem animal mais produzida no planeta, sendo produzidos
aproximadamente 182 milhdes de toneladas no ano de 2021, 45% de incremento produtivo
desde 0 ano 2000 (FAO, 2023), provenientes de produc¢des aquicolas e da pesca de captura.

Do total produzido, cerca de 50% foi proveniente da aquicultura, com um incremente
produtivo de cerca de 5% ao ano, entre 2000 e 2021. Esse total produzido pelo setor, mostra a
importancia dessa fonte de nutrientes de alto valor bioldgico, sendo fonte de renda e meio de
subsisténcia para centenas de milhdes de pessoas (Brabo et al., 2016). Estimativas mostram
também, que até 2025 a producdo global de peixes de cultivo ultrapassara a producéo de peixes
de captura (Peixe BR, 2024).

Em ambito global, o Brasil encontra-se entre os 15 maiores produtores de peixes criados
em sistemas aquicolas, produzindo em 2021 cerca de 0,650 milhdes de toneladas (FAO, 2023).
De acordo com dados recentes, o Brasil produziu 655.302,607 toneladas de peixes de cultivo,
com crescimento de 5,49% em relacdo ao ano anterior (IBGE: 2022; 2023). No entanto, mesmo
com posicao de destaque, o pais possui potencial e condi¢cGes para ampliar ainda mais sua
producdo, por apresentar extensa disponibilidade hidrica para producédo nos diferentes sistemas
de cultivo como o intensivo, clima favoravel, boa producédo de grdos, boa demanda interna e
espécies nacionais com potencial zootécnico favoravel (Brabo et al., 2016).

Dentre as regides brasileiras, o Centro-Oeste produziu em 2023 cerca de 110.850
toneladas de peixes de cultivo, com aproximadamente 12,49% da producéo nacional (Peixe Br,
2023), com perspectivas positivas de crescimento e incremento produtivo. Com relacdo aos
Estados brasileiros, o Mato Grosso do Sul se destaca como oitavo maior produtor aquicola, com
aproximadamente 34.100 toneladas da producdo nacional (Peixe Br, 2024), apresentando
estimativas positivas de crescimento e incremento produtivo, principalmente de espécies
nativas (Brabo et al., 2016; Peixe Br, 2023), com possibilidade de producdo em sistemas
intensivos, uma vez que, com o0 incremento da demanda por peixes torna-se necessario a
utilizacdo de novas técnicas e tecnologias que permitem o incremento da producao.

Com relacdo aos sistemas de producdo, foram desenvolvidos diversos modelos, técnicas
e regimes para gerenciar o incremento da producdo aliado a manutencdo do meio natural
reduzindo os impactos negativos da producdo (Morales et al., 2022). Sendo empregados

diferentes tipos de sistemas produtivos (intensivo, semi-intensivo e extensivo). Dentre o0s
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regimes de producdo na producdo piscicola o intensivo é um dos que proporciona maior

produtividade, uma vez que, sdo empregados diferentes tipos de manejos e adogdo de
tecnologias como, mensuracdo e manutencdo da qualidade de &gua do meio (Utilizacdo de
aeradores), a alimentacdo é proveniente principalmente por racGes artificiais balanceadas, maior

investimento em mao-de-obra e elevacdo da densidade de estocagem (Rodrigues et al., 2013).

1.2 Espécie alvo da pesquisa — Piaractus mesopotamicus

Dentre as espécies nativas produzidas no pais, o pacu (Piaractus mesopotamicus)
pertence a superordem Ostariophysi, que incluem os peixes com elevado valor comercial para
a piscicultura (Urbinati et al., 2013). E uma espécie nativa com ampla distribuicdo na América
do Sul, na bacia dos rios Parana, Paraguai e Uruguai (Urbinati et al., 2013). No Brasil sua
distribuicdo ocorre principalmente nas planicies alagadas da regido Centro-Oeste, no pantanal
do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Urbinati et al., 2013). O pacu possui extenso potencial
para producéo piscicola, pela sua distribuicdo geografica no pais, rusticidade, facil adaptacéo
as condicdes de cultivo e aceitagdo no mercado consumidor (Signor et al., 2010). E uma das
principais espécies nativas da piscicultura nocional, no ano de 2023 sua produg&o foi cerca de
7.744,018 toneladas juntamente com o patinga (IBGE, 2023).

Como principais caracteristicas, apresenta corpo robusto com formato arredondado,
dorso alto e corpo comprido podendo alcancar 50 cm ou mais de porte, com uma quilha pre-
ventral com espinhos possibilitando bons cortes para a inddstria (Britsky et al. 2007; Maria et
al., 2004; Moro et al., 2013). A porcao dorsal é geralmente castanho ou cinza escuro com
manchas mais escuras, quando em fase inicial de crescimento a parte ventral é mais clara
(Britsky et al. 2007). No ambiente natural seu comportamento alimentar é variavel sofrendo
flutuacbes de acordo com as variagdes ambientais que influencia na disponibilidade de
alimento, seu habito alimentar € onivoro que se alimentando principalmente de folhas, caules,
flores, frutos, sementes e de acordo com a oportunidade podem se alimentar de pequenos
insetos, aracnideos, moluscos e peixes. Possui intestino longo, permitindo a permanéncia do
alimento por mais tempo em contato com as enzimas digestivas (Rotta, 2003; Urbinati et al.,
2013).

A boca dessa espécie possui dentes molariformes e mandibulas adaptadas para triturar
alimentos, possuem rastros branqueais desenvolvidos permitindo a captura do plancton (Moro
et al., 2013). E um peixe de ambientes I6ticos e semi l6ticos com desova apds uma longa
migracdo durante a estacdo chuvosa com a cheia dos rios o categorizando como peixe reofilico
e atinge a maturidade sexual com cerca de 3 anos, dessa forma, é necessario a indugdo hormonal

para sua reproducgdo em piscicultura para cultivo (Agostinho et al., 2004; Maria et al., 2004;
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Iseki etal.,2008; Urbinati et al., 2013).

Em pesquisas de efeitos de 6leo essenciais em peixes, 0 pacu ja foi estudado em trabalhos
com diferentes 6leos essenciais, como o 6leo essencial de Lippia sidoides onde Ventura et al.
(2019) avaliaram as respostas fisioldgicas e farmacocinéticas do peixe durante procedimento
de manejo ao dleo essencial como anestésico, e observaram que as concentragdes 20 e 70 mg
L foram eficientes em induzir sedacdo e anestesia nos peixes e os parametros fisioldgicos
retornaram aos valores basais ap6s 24 horas do procedimento.

Ventura et al. (2021) avaliaram o 6leo essencial de Ocimum basilicum como anestesico
(100, 350 e 600 mg L) dinamica térmica e fisioldgica de pacus apds estresse de captura, foi
observado efeito quadratico na contagem de linfocitos com pico maximo a 350 mg L™ do dleo
essencial. Durante o0 experimento a temperatura dos peixes variaram entre 25,9 e 29,9 °C e 0s
peixes com menores temperaturas da superficie corporea foram os anestesiados com 100 mg L
! no entanto, o 6leo essencial ndo foi capaz de prevenir alteragGes hematoldgicas dos peixes.
Moreira et al. (2024) avaliaram a eficacia do 0leo essencial do Zingiber officinale como
anestésico (0, 50, 100, 200 e 400 mg L) e sedativo para o transporte (0, 10, 20 e 30 mg L?) de
juvenis de pacu por duas horas. Os autores observaram que a concentragdo de 200 mg L*,
proporcionou anestesia profunda sem alteraces nos parametros hematologicos, no transporte
a concentracdo indicada foi a de 30 mg L™ com efeito sedativo e redugdo do consumo de
oxigénio, mitigando tambeém os efeitos no transporte na alteracdo da hemoglobina e no

hematécrito.

1.3 Estresse em peixes

Durante a producdo piscicola os peixes sdo submetidos aos mais diversos tipos de
sistemas produtivos e procedimentos de manejo, que podem levar a quadros de estresse
principalmente nas fases iniciais de crescimento, como, sistemas com elevada densidade de
estocagem, biometrias com manejo excessivo expondo 0s animais ao ar por periodos
prolongados, perseguicdo e manuseio dos animais, possiveis periodos de reducdo do oxigénio
dissolvido na agua, choques térmicos, deterioracdo da qualidade da agua e o procedimento de
transporte dos peixes (Conte, 2004; Herrera et al., 2019; Costa et al., 2011; Sampaio & Freire,
2016; Vanderzwalmen et al., 2018). Esses fatores isolados, assim como sua juncdo podem levar
a reducdo do desempenho zootécnico, assim como, o estresse e a possivel mortalidade dos
individuos (Simon et al., 2017).

O estresse pode ser definido como uma resposta a um estimulo que influencia na
homeostase do organismo negativamente, e a partir da identificagdo, mensuracao e intensidade

dessa resposta é possivel obter informagdes da capacidade dos peixes em resistir a morte e
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retornar ao seu padrdo homeostéatico (Schreck & Tort, 2016).

Em uma situacdo de estresse, ocorrem uma série de respostas do organismo do peixe que
podem ser classificados em trés categorias: Primario, secundario e terciario. A priméria ocorre
a partir da resposta neuroenddcrina iniciada com a exposi¢do do animal ao estresse, com a
liberacdo de hormonios do estresse, catecolaminas e cortisol na circulagdo sanguinea (Currier
& Evans, 2006). As catecolaminas séo liberadas do tecido interno situado no rim da cabega dos
teledsteos e também das terminacgdes dos nervos adrenérgicos. O cortisol é liberado em resposta
a varios hormdnios hipofisarios, mas principalmente de forma potente ao hormdnio
andrenocorticotréfico (ACTH), que tambeém estimula a liberagcdo de adrenalina, a liberagdo do
cortisol ocorre a partir do lancamento das catecolaminas, com a ativagdo do eixo hipotalamo
hipofise-interrenal (HPI), que desencadeia a liberagdo de hormdnios esteroides
glicocorticdides, que uma vez na circulagdo sanguinea auxilia na mobilizacdo da glicose
armazenada influenciando a recuperacdo da homeostasia do animal (Koakoski et al., 2012;
Koakoski et al., 2014). A acéo desses hormonios varia de acordo com a espécie do peixe,
caracteristicas genéticas, duracao e intensidade do estimulo e 0 ambiente a que 0s animais estdo
expostos (Currier & Evans, 2006).

A resposta secundaria compreende diversos efeitos bioquimicos e fisioldgicos associados
ao estresse, mediados pelos hormdnios descritos acima, que por sua vez irdo acionar uma série
de alteracBes metabolicas, que resultam em modificacbes quimicas hematoldgicas, como
alteracdo na concentracdo de glicose no plasma (Evans & Claiborne, 2006). O incremento da
glicose durante o estresse ocorre devido a aumento da demanda energéticas nos tecidos
principalmente, masculo, cérebro e branquias, com o figado como principal fonte de glicose
(Evans & Claiborne, 2006). Ja a resposta terciaria corresponde as mudancas no animal em si,
em casos de estresse prolongado sem aclimatacdo ou adaptacdo do animal podendo ocorrer
reducédo da reproducao, crescimento e desempenho (Evans & Claiborne, 2006).

As diferentes respostas do estresse que sdo mensuradas e identificadas podem ser
utilizadas como padrdes de bem-estar animal. Alguns indicadores podem ser metabolitos, como
a glicose que ¢ associada a um conjunto de respostas secundarias que auxiliam o animal a se
recuperar de um desafio e sobreviver pela mobilizacdo da glicose armazenada (Barton, 2002;
Sapolsky et al., 2000; Labarrere et al., 2013).

Metabolitos podem ser mensurados a partir de amostras de sangue em equipamentos
portateis e sdo Uteis para avaliar a resposta aguda dos peixes a estressores (Barton et al., 2002).
Os niveis desses metabolitos também sdo afetados por processos metabdlicos nao relacionados
ao estresse, sendo os resultados da linha de base de dificil interpretacdo, sendo mais Uteis para

medidas de respostas agudas a agentes estressores especificos (Sopinka et al., 2017).
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Os leucdcitos também podem ser indicadores, uma vez que, compdem um grupo de

celulas no sangue que desempenham uma fungdo de defesa imunoldgica, divididos em cinco
tipos na maioria dos vertebrados: basofilos, eosinofilos, linfocitos, mondcitos e neutréfilos
(Sopinka et al., 2017) com concentra¢fes no organismo variavel, de acordo com a presenca e
mecanismos de acdo dos fatores causadores de estresse (Dhabhar et al., 1996).

Outro indicador € o hematdcrito, que pode ser classificado como a porcentagem
volumeétrica de hemécias no sangue que realizam o transporte de oxigénio, medido pelo nimero
de células compactadas através de centrifugacdo da amostra de sangue em tubo capilar, a
concentracdo do hematdcrito pode variar com a exposi¢cdo do animal ao estresse, de acordo com
0 desafio empregado no peixe (Sopinka et al., 2017). Dessa forma, a partir do conhecimento
dos principais causadores do estresse e os diversos indicadores das alteraces negativas do
organismo dos peixes € possivel buscar e utilizar alternativas que mitiguem tais alteracbes como
utilizagdo de anestesias e imunoestimulantes durante as atividades de manejo dentro da

piscicultura.

1.4 Imunidade em peixes

De forma geral a imunidade em peixes pode ser definida como uma rede complexa,
sofisticada, redundante e com multiniveis de mecanismos de defesa sendo influenciada por
fatores bidticos e abidticos, e de forma similar aos demais vertebrados os peixes apresentam
dois componentes na resposta imune, a resposta inata ou ndo especifica e a especifica ou
adaptativa (Rohlenova et al., 2011; Whyte, 2007; Zhu et al., 2013).

A principal funcéo do sistema imunoldgico inato é realizar a interacdo inicial frente a um
desafio ou patdgeno impedindo o acesso ao organismo do animal, possibilitando a acdo
posterior do sistema imune adaptativo (Bernstein et al., 1998). A reacdo do sistema imune ndo
especifico pode ser dividida em duas categorias, sendo elas, a imunidade humoral e a imunidade
mediada por células (Levison, 2016).

A imunidade humoral ir4 agir ap6s a acdo inicial do organismo ao patdgeno ou
componente nocivo, sendo mediada por substancias soliveis como, sistema complemento,
glicoproteinas, principalmente, lisozima, interferon, proteina C reativa, transferrina e lectina
(Whyte, 2007; Biller-Takahashi & Urbinati, 2014).

A imunidade celular, é contituida por varias células, como os linfocitos trombdticos,
monacitos, granuldcitos (Neutrofilos, eosindfilos e basofilos) e células citotdxicas, que irdo
iniciar a resposta inflamatoria que interferindo na permanéncia dos organismos patogénicos
intracelulares, através do processo de lise (Secombes, 1996; Levinson, 2016; Whyte 2007).

A atividade do sistema imune inato independe da exposi¢cdo do animal a patdgenos,
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componentes nocivos ou desafios, devido a presenca de receptores de reconhecimento (PRR)

que irdo interagir com moléculas que possuam padrées moleculares associados a patdgenos
(PPMS) que estdo ausentes em células eucarioticas, mas presentes em células patogénicas,
possibilitando a ativacdo do sistema imune especifico (Whyte, 2007).

A resposta imune especifica ocorre pela atividade dos linfocitos B e T que possuem a
funcdo de produzir imunoglobulinas, realizam atividade citotoxica e imunomodulagdo via
citocinas (Shoemaker et al., 2001). Os linfécitos B possuem receptores especificos para 0s
antigenos em sua membrana celular, que apds a identificacdo se dividem em plasmdcitos,
produzindo anticorpos especificos que irdo agir nos organismos patogénicos (Secombes, 1996;
Levinson, 2016). Enquanto os linfocitos T possuem capacidade de reconhecer os antigenos que
se ligam aos marcadores de superficie de macrofago, promovendo assim sua proliferacéo
(Levinson, 2016).

1.5 Anestesia

A anestesia & um processo gque consiste na perda de sensacgéo total ou parcial do corpo
com reducéo das fungdes nervosas, € um processo geralmente reversivel que ocorre geralmente
pela acdo de um farmaco (Williams & Wilkins Company, 1892). Na piscicultura a anestesia
pode ser utilizada para reduzir os efeitos do estresse, reduzir a mortalidade p6s manuseio e
facilitar o manuseio dos animais nos mais diversos tipos de manejo empregados como:
Manipulacdo, biometrias, aplicacdo de hormdnios na reproducéo para espécies reofilicas e no
transporte € desejavel a sedacdo dos animais, com perda de reatividade, decréscimo no
metabolismo, mas com manutencdo do equilibrio (Barton, 2000; Cooke et al., 2004). A
anestesia também é um método efetivo de promover eutanasia em peixes, em procedimentos
invasivos é necessario niveis mais profundos de anestesia levando em consideracdo o bem-estar
do animal (Concea, 2013).

A anestesia € um processo que pode ser dividido em etapas, que incluem, sedacéo,
imobilizacdo, inconsciéncia (narcose), amnésia e analgesia. A sedacdo é caracterizada pela
reducdo da sensibilidade, ja a anestesia geral ocasiona a perca da consciéncia do animal,
amnésia, como também, imobilizacdo e alivio da dor (Zahl et al., 2012). Dessa forma, um
mesmo componente ou agente pode levar o animal a sedacdo ou anestesia de acordo com a
concentracdo utilizada, tempo de exposicdo e organismo animal. Com rela¢do a concentracdo,
é importante que a sedacdo ndo leve o animal ao aprofundamento do estagio anestésico, uma
vez que, aumenta o custo da utilizacdo do anestésico e pode causar mortalidade dos peixes

(Sena et al., 2016). O processo anestésico possui diferentes estagios (Tabela 1).
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Tabela 1. Comportamento e fases da anestesia.

Estagio da anestesia Comportamento

Sedacdo leve Perda de reacdo a movimentos visuais e ao toque
Anestesia leve Perda parcial de equilibrio

Anestesia profunda Perda total de equilibrio e tombamento ao toque
Anestesia cirurgica | Diminuic¢do dos movimentos operculares
Anestesia cirurgica Il Minimo movimento opercular, peixe fica estatico
Colapso medular Overdose, exposicdo excessiva

Recuperacéo Recuperacao do equilibrio, natacdo normal

Adaptado de Ross & Ross, (2008).

O processo de anestesia com seus diferentes estagios ird ocorrer pela utilizacdo de
anestésicos, que induzem inicialmente, sedacdo leve, com perda de movimento, reacdo, de
mobilidade, equilibrio e consciéncia (Ross & Ross, 2008). No entanto, é possivel definir um
anestésico ideal ou seguro como aquele que ndo cause danos biologicos, sem afetar seu
desempenho zootécnico a longo prazo, reproducéo e sobrevivéncia. Além disso deve possuir
uma rapida inducao anestésica (<180 segundos), como tambem, uma rapida recuperagéo (<300
segundos) (Becker et al., 2012; Keene et al. 1998; Ross and Ross 2008). Outro fator de grande
relevancia € que o anestésico utilizado seja barato, solivel em agua, tenha rapida degradacéo
apos sua acao no animal, evitando a producéo de residuos na carne, no ambiente e pessoas que
trabalham diretamente (Park et al. 2018; Bolasina et al. 2017; Purbosari et al. 2019).

Diversos trabalhos ja avaliaram o uso de sedativos e anestésicos, com intuito de
encontrar alternativas para mitigar os efeitos do estresse causados pelas intensas praticas de
manejo na aquicultura (AK et al., 2022; Aydin & Barbas, 2020; Bandeira Junior et al., 2022;
Bianchine et al., 2019; Favero et al., 2019; Nascimento et al., 2020; Yousefi et al., 2018; Zharan
et al., 2021), mostrando o potencial dos mais diversos compostos e agentes como anestésicos,
que irdo agir de acordo com a espécie de peixe, concentracdo do farmaco e organismo animal
(Zahl et al., 2012). Vale ressaltar a temperatura como um dos principais fatores na acdo do
anestésico nos peixes, devido a influéncia na taxa de processos fisioldgicos, uma vez que, em
temperaturas mais elevada, a taxa metabdlica basal aumenta, com maior demanda de oxigénio
e frequéncia da respiracdo (Stehly et al., 1998; Zahl et al., 2012). Dessa forma, a temperatura
pode acelerar a absor¢do do anestésico e reduzir os tempos depuragdo dos compostos (Zahl et
al., 2012).

Pesquisas envolvendo a avaliacdo e utilizacdo de potenciais fa&rmacos anestésicos na
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piscicultura sdo importantes, evitando assim, resultados negativos provenientes da falta de

conhecimento dos efeitos dos anestésicos e seus limites de uso ideais. Esses produtos sdo
geralmente oferecidos por imersdo no meio, inje¢cdo ou como suplemento na dieta, contribuindo
na melhoria de desempenho produtivo e reducédo de estresse dos animais (Tavechio et al., 2009;
Tavares-Dias, 2009).

Os anestésicos sintéticos comerciais geralmente utilizados para peixes incluem
benzocaina, metanossulfonato de tricaina (MS-222), quinaldina, metomidato, etomidato,
barbituricos e propofol (Neiffer & Stamper 2009; Bolasina et al. 2017; Readman et al. 2017;
Souza et al. 2019; Uehara et al. 2019). Porém, existem efeitos colaterais indesejaveis pelo uso
de anestésicos sintéticos, como comprometimento das fungdes cardiovasculares e respiratoria,
incremento dos niveis de lactato, aumento dos niveis de catecolaminas e inibi¢do da sintese de
cortisol (Carter et al. 2011; Zahl et al., 2012).

Dessa forma, é positiva a busca por alternativas ao uso dos farmacos sintéticos como
agentes anestésicos, como a utilizacdo de produtos e compostos naturais extraidos de plantas,

como os Oleos essenciais (Souza et al. 2019; Aydin & Barbas 2020).

1.6 Usos dos 0leos essenciais na piscicultura

Os 6leos essenciais sdo extraidos de folhas, flores, caule, raizes e sementes proveniente
do metabolismo secundario das plantas, constituindo um importante grupo de matérias-primas
para comidas, produtos de higiene, perfumaria e industria farmacéutica (Souza et al., 2019).
Esses aditivos sdo misturas complexas de substancias volateis e lipofilicas e com baixo peso
molecular (Morais, 2009), podendo ser classificados como hidrocarbonetos terpenos, simples e
terpenos alcoois, aldeidos, cetonas, fenois, éteres, dxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos
entre outros (Swamy et al., 2016; Souza et al., 2019). A quantidade desses componentes nos
Oleos essenciais pode variar de 20 a 200 sendo nomeados de acordo com sua concentragéo,
divididos em: Principais constituintes (20 a 95%); constituintes secundarios (1 a 20%);
Constituintes vestigio (abaixo de 1%) (Sticher, 2015; Souza et al., 2019).

Esses Oleos essenciais sdo uma das alternativas para controle e profilaxia dos agentes
patogénicos e estressores, uma vez que possuem menor toxicidade quando comparado aos
sintéticos, menor risco de selecdo de patdgenos resistentes, maior potencial de biodegradacéo e
sdo de facil administracdo (Coimbra et al., 2006). Esses produtos sdo geralmente oferecidos por
imersdo no meio, injecdo ou como suplemento na dieta, contribuindo na melhoria de
desempenho produtivo e reducdo de estresse dos animais (Tavechio et al., 2009; Tavares-Dias,
2009). Auxiliando em uma resposta mais eficaz do sistema imune ndo-especifico, como

também, influenciando positivamente a resposta imune especifica de peixes. Sendo assim, sao
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capazes de aumentar a resisténcia do individuo a enfermidades, como os ocasionados por

bactérias potencialmente patogénicas (Bricknell & Dalmo, 2005).

Esse incremento da agdo do sistema imune pode ocorrer devido aos imunoestimulantes
simularem ou fornecerem moléculas denominadas Pamps “Padrdes moleculares associados a
patogenos” (Biller-Takahashi & Urbinati, 2014). Essas moléculas contém padrées moleculares
encontrados em muitos patdgenos que podem ser reconhecidos pelos receptores semelhantes a
Toll (TLRs), presentes na parede celular de diversas células do sistema de defesa inato
(Neutrdfilos, linfécitos e mondcitos). Por sua vez, esses receptores influenciam na ativacao dos
leucécitos e producdo de moléculas como as citocinas que também agem na ativacdo dos
leucécitos (Biller-Takahashi & Urbinati, 2014). Dessa forma, produtos imunoestimulantes
promovem o aumento das taxas de fagocitose pelas células do sistema imune (Harikrishnan et
al., 2011).

Diversos produtos tém agdo comprovada sobre o funcionamento do sistema imunoldgico
dos peixes, agindo como imunocapacitantes, esses produtos podem desempenhar diferentes
funcbes, como sedativos, anestésicos, mitigador de estresse e imunoestimulante para os peixes,
até sua utilizacdo como, antiparasitario e antibacteriano, com sua inclusao na dieta e na 4gua do
transporte (Tabela 2.) (Almeida et al., 2023; Bakkali et al., 2008; Hai, 2015). Com relacédo as
funcbes anestésica e sedativa, estas podem ser avaliadas a partir de alteracdes fisioldgicas e ao
aumento da atividade metabolica como avaliacdo da frequéncia ventilatéria e tempos de
inducdo e recuperacdo ao anestésico (Tabela 2.) (Barman et al., 2013; Becker et al., 2018;
Brasil, 2011; Brum et al., 2017; Cunha et al., 2018; Dawood et al., 2018; Hai, 2015; Morais,
2009; Silva & Fernandes Junior, 2010; Souza et al., 2019).
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308 Tabela 2. Efeitos dos Gleos essenciais e seus constituintes em diferentes fungdes e espécies de peixes.

Oleos esséncias e constituintes como sedativos e anestésicos

Espécie

Oleo essencial/Constituente

Dose e duracdo/desafio

Resultados princ.

Referéncias

Rhamdia quelen

Lippia alba

50, 100, 150, 200 e 300 pL L*

Efeito sedativo e anestésico
Tempo de Inducdo anestésica (|) — (1) Doses.
Tempo de Recuperagdo anestésica (|) — (|) Doses.

Becker et al., (2018)

Rhamdia quelen

Lippia origanoides

25, 50, 100, 200 e 300 pL L*

Efeito sedativo e anestésico
Tempo de Indugdo anestésica (|) — (1) Doses.
Tempo de Recuperagdo anestésica (|) — (|) Doses.

Becker et al., (2018)

Rhamdia quelen

Linalol

30,60 € 180 pL L™

Efeito sedativo e anestésico

Tempo de Inducdo anestésica (|) — (1) baixas doses.

Heldwein et al., (2014)

Piaractus brachypomus

Eugenol - Mentol

0, 25,50, 75,100 e 125 L L™

Efeito sedativo e anestésico

Tempo de Indugdo anestésica (|) — (1) Doses.
Tempo de Recuperacao anestésica (|) — (]) Doses.
Frequéncia ventilatéria (]) — 50 L L™ eugenol
Glicose no plasma () — 50 pL L eugenol

Ferreira et al., (2021)

Colossoma macropomum

Lippia alba

25,50, 100 e 200 pL L

Efeito sedativo e anestésico

Tempo de Inducdo anestésica (|) — (1) Doses.
Tempo de Recuperacdo anestésica () — (|) Doses.
Frequéncia ventilatoria () — (1) Doses.

Silva et al., (2019)

Colossoma macropomum

Lippia origanoides

25,50, 100 e 200 pL L

Efeito sedativo e anestésico

Tempo de Indugio anestésica (|) — (1) Doses.
Tempo de Recuperacio anestésica () — (|) Doses.
Frequéncia ventilatoria (1) — (1) Doses.

Silva et al., (2019)

Pseudoplatystoma reticulatum

Ocimum gratissimum
Zinziber officinale

100, 150 € 200 mg L*

Efeito sedativo e anestésico

Tempo de Indugdo anestésica (]) — (1) Doses.
Tempo de Recuperacao anestésica (|) — () Doses
Hemoglobina, hematécrito (1) Zinziber officinale

da Silva et al., (2020)

Astyanax lacustris

Zingiber ofcinale

0, 75, 150, 300, 450 € 600 uL L

Efeito sedativo e anestésico

Tempo de Inducao anestésica () — (1) Doses.
Tempo de Recuperacao anestésica (1) — () Doses
Frequéncia ventilatoria (1) — (1) Doses.

Danos no tecido das branquias (1) — (1)300 uL L,

Silva et al., (2024)

Piaractus mesopotamicus

Zingiber ofcinale

0, 50, 100, 200 e 400 mg L*

Efeito sedativo e anestésico

Tempo de Indugdo anestésica (|) — (1) Doses.
Tempo de Recuperacdo anestésica (|) — (1) Doses.
Compostos residuais no plasma (1) Doses.

Moreira et al., (2024)




Continuagéo...

Oleos esséncias e constituintes como antiparasitario e antibacteriano

Colossoma macropomum

Mentha piperita

360, 540, 720, 1440 € 2880 mg L™ —
Neoechinorhynchus buttnerae (24h) — in
vitro

0,54 e 2,88 g kg (30 dias) — in vivo

100% d/eliminagio 2h — 540 mg L™ (1)
Prevaléncia 84 % 0,54 e 2,88 g kg™
Eritrocitos e trombocitos (1) 0,54 g kg™

Taxa de crescimento especifico (1) 0,54 g kg™

Costa et al., (2020)

Colossoma macropomum

Lippia alba

360, 540, 720, 1440 € 2880 mg L™ —
Neoechinorhynchus buttnerae (24h) — in
vitro

1,44 e 2,88 g kg™ (30 dias) — in vivo

100% de eliminag&o 3h — 1440 mg L™ (1)
Prevaléncia 88,46 % 2,88 g kg™

Costa et al., (2020)

Colossoma macropomum

Zingiber officinale

360, 540, 720, 1440 ¢ 2880 mg L™ —
Neoechinorhynchus buttnerae (24h) — in
vitro

1,44 e 2,88 g kg™ (30 dias) — in vivo

100% de eliminag&o 9h — 1440 mg L™ (1)
Prevaléncia 100%
Eritrocitos e trombocitos (1) 1,44 g kg™

Costa et al., (2020)

In vitro Cymbopogon nardus 0,244; 0,488; 0,977 ug mL™* - Edwardsiella Inibigdo do crescimento bacteriologico (1) Wei et al., (2013)
spp., Vibrio spp., Aeromonas spp., MIC — (0,244; 0,488; 0,977 ug mL™)
Escherichia coli, Salmonella spp.,
Flavobacterium spp., Pseudomonas spp.
In vitro Lippia alba Determinacio do MIC e MBC — Aeromonas | Lippia alba MIC e MBC - 5000 ug mL™ Majolo et al.,
Lippia origanoides hydrophila Lippia origanoides MIC e MBC - 2500 pg mL™ (2017)

Lippia sidoides

Lippia sidoides MIC e MBC - 1250 ug mL™

Colossoma macropomum

Lippia origanoides

10, 20, 40, 80, 160 € 320 pL L™* -
monogenoides (Banhos 0 — 9h) — in vitro
20 mg L™ — 60 min; 40 mg L™ — 30 min

Eficiéncia positiva (100% de eliminac?o) (1) Doses
In vivo sem reducdo da abundancia (-)

Niveis de proteinas totais, mondcitos e neutrofilos
(M

Hematocrito (])

Danos no tecido das branquias (1)

Soares et al., (2017)
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Continuagéo...

Oleos esséncias e constituintes na dieta e agua do transporte

Rhamdia quelen

Aloysia triphylla

0; 0,25; 2,0 mL kg™ — Aeromonas hydrophila
(30 dias)

Taxa de2Sobrevivéncia (1)
N° de leucdcitos T., linfécitos e
neutrofilos (|)

Santos et al., (2017)

Colossoma macropomum

Mentha piperita

0, 0,5, 1,0 e 1,5% kg™ — Aeromonas
hydrophila (30 dias)

Desempenho zootécnico (-)
Hemoblobina (1) 0,5 e 1,5%
Albumina (})

Colesterol (1)

Pos desafio () indices hematimétricos

Ribeiro et al., 2016

Oreochromis mossambicus

Citrus limon

0,0,5,0,75 e 1,0 % kg™ - Edwardsiella tarda
(60 dias)

Desempenho zootécnico (-)

NBT (1)

Eritrécitos (1)

Lisozima (1)

Colesterol, glicose e triglicerideos (})
Proteina total (1)

Taxa de sobrevivéncia pos desafio (1)

Baba et al., 2016

Rhamdia quelen

Lippia alba

10 e 20 uL L — Transporte (4h)

Antioxidante NPSH (1)
TBARS no figado (1)

Salbego et al., (2017)

Oreochromis niloticus

Lippia alba

0, 10 e 20 uL L Transporte (8h)

Glicose plasmatica (|)

Cortisol, lactato e paraoxonase (-)
Amonia ndo-ionizada (|)
Frequéncia ventilatéria ()

Hohlenwerger et al.,
(2017)

Brycon hilarii

Ocimum
gratissimum

10, 20 e 30 pL Lt — Transporte (2h)

PH ()
Hemoglobina, CHCM, HCM (1)

Compostos residuais no plasma, filé e
figado (1)

Oliveira et al., (2024)

Pseudoplatystoma
reticulatum

Ocimum
gratissimum

0;0,5;1,0 e 1,5 % kg™ — Aeromonas
hydrophila (45 dias)

Ganho de peso (1) 1,0%
VCM, trombdcitos, neutréfilos (1) 1,0%

da Silva et al., (2021)

317 (1) Incremento significativa do efeito do 6leo essencial; (|) Reducdo significativa do efeito do 6leo essencial; (-) Sem diferenca com a utilizagdo do 6leo essencial;

318  Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS); Concentracdo inibitdria minima (MIC); Concentracdo bactericida minima (MBC); Nitro azul tetrazolio (NBT);

319  Antioxidantes ndo enzimaticos (NPSH).

320
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1.7 Oleo essencial - Lippia origanoides

O género Lippia é o segundo maior da familia Verbenaceae, que compreende cerca de
200 espécies distribuidas na América do Sul, América Central e Africa de forma ampla (Zoghbi
et al., 1998). Diversas espécies desse género apresentam atividade bioldgica e terapéutica que
influencia de forma positiva a saude de diversos organismos, a partir dos seus efeitos
anestésicos, antibacterianos, antiparasitarios e imunoestimulantes como os 6leos essenciais
derivados dessas plantas, com isso, 0 género passou a ser utilizado amplamente na aquicultura,
como alvo de pesquisas associadas ao bem-estar animal, promotor de crescimento e no setor
produtivo (Hashimoto et al., 2016; Majolo et al., 2017), .

No Brasil sdo encontradas diversas espécies de Lippia spp., com caracteristicas positivas
para utilizacdo na piscicultura, principalmente seus 6leos essenciais com ampla utilizacdo em
pesquisas, como as espécies Lippia alba, Lippia sidoides e Lippia origanoides (Soares &
Tavares-Dias, 2013). A Lippia alba (erva-cidreira) € um subarbusto aromatico nativo do Brasil,
seu Oleo essencial possui diversos bioquimicos como citral, mirceno e 4-terpineno (Majolo et
al., 2017), que apresenta uma série de propriedades bioldgicas no organismo dos peixes, que
incluem atividade analgésica, antimicrobiana, antiparasitaria, anestésica e imunoestimulante
(Tabela 2.) (Hohlenwerger et al., 2017; Majolo et al., 2017; Salbego et al., 2017). A Lippia
sidoides (alecrim-pimenta) € uma planta perene nativa da Caatinga, € um tipo de arbusto e seu
Oleo essencial possui diversos bioquimicos como cimeno e timol (Majolo et al., 2017), que
podem ser utilizados principalmente como antibacterianos, devido a atividade e mecanismo de
acdo do timol (Majolo et al., 2017).

A Lippia origanoides (Salva-de-Marajo) (Figura 1.), € uma espécie distribuida
principalmente em regides tropicais, € um arbusto com folhas odoriferas, esta distribuida por
toda América do Sul mais comumente na regido amazonica e nordeste do Brasil (Cavalcanti et
al., 2010; Lorenzi & Matos, 2008; Veras et al., 2017). Tem sido utilizada de forma ampla pela
medicina popular brasileira e o seu 6leo essencial possui diversos bioquimicos como carvacrol,
thymol e y-terpineno (Soares et al., 2017), com potencial de utilizacdo como, anestésico,
antiparasitario e antibacteriano (Majolo et al., 2017).

O oleo essencial de Lippia origanoides ja apresentou acdo sedativa, anestésica e
imunoestimulante para diferentes espécies de peixes. Como anestésico o 6leo essencial de L.
origanoides foi eficaz em induzir anestesia em juvenis de tambaqui, como também, reduzir da
frequéncia ventilatoria em diferentes estagios de anestesia (Silva et al., 2019). Para juvenis de
Rhamdia quelen, expostos ao mesmo 0Oleo essencial foi observada reducdo dos tempos de
indugdo anestésica & medida que as concentracBes do Oleo essencial aumentaram, houve

também reducdo na frequéncia ventilatoria apos duas horas de exposicéo a concentracoes de 5
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Para o Colossoma macropomum j& foi avaliada a toxicidade do Gleo essencial em
diferentes concentragdes (0, 5, 10, 12,5, 15, 17,5 e 20 mg L) por 96 horas, ndo foram
observadas alteracdes hematoldgicas e bioquimicas que comprometessem a homeostase dos
peixes durante o periodo (Oliveira et al., 2018).

Como imunoestimulante, ja foi avaliado o efeito do blend de butirato de sodio e o éleo
essencial de Lippia origanoides combinado e isolado na sanidade e desempenho zootécnico de
juvenis de Oreochromis niloticus, apds 30 dias de suplementagdo os juvenis alimentados com
0 blend apresentaram reducdo da contagem de bactérias heterotréficas no intestino, aumento no
nimero de vilosidades, reducdo linfécitos infiltrados no figado e reducdo da hemoglobina
corpuscular média, além de efeitos positivos na composi¢cdo da microbiota intestinal (Jesus et
al., 2021).

Devido a quantidade de espécies com potencial produtivo na piscicultura e a ampla
diversidade de espécies de plantas com diferentes composicdes e 6leos essenciais, é importante
a realizacdo pesquisas com avaliacdo dos efeitos sedativos, anestésicos e imunoestimulante da
adicdo do bleo essencial de Lippia origanoides uma das principais espécies de plantas nativas
do Brasil com potencial de uso do seu dleo essencial, nas dietas e na dgua de transporte do pacu,
uma vez que ndo existe relatos de estudo anteriores desse 6leo essencial para o pacu Piaractus

mesopotamicus.

v L
Figura 1. Espécie Lippia origanoides
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1.8 Bioacumulacéo e deplecéo residual

Em sistemas intensivos 0s peixes estdo mais susceptiveis a situacdes de estresse que
podem ocasionar o surgimento de patdgenos, e com isso, pode surgir a necessidade de utilizacdo
de farmacos sintéticos, no entanto, esses farmacos podem produzir efeitos indesejados quando
absorvidos pelos peixes em um processo conhecido como bioacumulagdo (Harikrishnan et al.,
2011; Yu-Wen, 2009). A bioacumulagcdo na piscicultura esta associada a farmacocinética dos
compostos presentes na dgua, que engloba todos 0s processos relacionados ao movimento dos
compostos no organismo, a absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo e excrecdo, também
conhecidos como processo ADME (Abdel-Rahman; Kauffman, 2004). Essa deposicdo de
compostos nos peixes também pode ocorrer com a utilizagdo de anestésicos que podem afetar
negativamente as caracteristicas organolépticas do pescado, com a anélise da deplecao residual
desses componentes sendo uma medida importante para o consumo seguro (Meinertz et al.,
1996; Guenette et al., 2007;).

Esses periodos de absorcao e eliminacdo dos anestésicos podem variar de acordo com
0S compostos e o tipo de tecido analisado (Zahl et al., 2012). Para a benzocaina e isoeugenol,
periodo de eliminacdo no plasma é mais lento (Kiessling et al., 2009). Ja 0 MS-222 por ser mais
hidrofilico possui rapida depuracédo e eliminacdo (Zahl et al., 2012), o eugenol é absorvido e
eliminado com facilidade (Guenette et al., 2007). Também foi avaliada a deplecdo residual dos
6leos essenciais de Lippia sidoides (70 mg L™?) para o Piaractus mesopotamicus, na pesquisa,
cerca de 64,31% dos seus componentes majoritarios foram distribuidos e eliminados do plasma
sanguineo uma hora apds a exposicdo (Ventura et al., 2019). Em Rhamdia quelen exposto por
até 30 minutos ao constituinte S-(+)-linalool (153 mg L) do 6leo essencial de Lippia alba, foi
evidenciado absorcdo no plasma e cérebro do constituinte nos dois minutos iniciais da
exposicdo, e reducdo significativa do constituinte nos tecidos apds uma hora da exposicéo
(Bianchini et al., 2019). Esses processos sdo determinados pela taxa de difusdo no epitélio
branquial devido ao elevado fluxo sanguineo, favorecendo ainda mais a troca de moléculas
entre a 4gua e 0 sangue, que é dependente da polaridade, ionizacdo e solubilidade lipidica do
composto a ser absorvido (Zahl et al., 2012).

Outro fator determinante na absorcdo, transporte e eliminacdo dos compostos no
processo de deplecdo residual é a temperatura da agua, pois 0S peixes sdo animais
pecilotérmicos, ou seja, 0 funcionamento do metabolismo, respiracdo, demanda de oxigénio,
ativacdo de enzimas, frequéncia respiratoria, agitacdo e atividade corporal sdo dependentes da
temperatura do meio que vai influenciar em uma maior ou menor absor¢cao de compostos
presentes na dgua (Zahl et al., 2012).

De forma geral, os compostos presentes na agua como farmacos e anestésicos sao
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distribuidos com mais facilidade para tecidos de maior demanda sanguinea como cérebro,

figado que é o principal responsavel pelo processo de metabolizagdo e rins, comparado aos
musculos esqueléticos e tecido adiposo (Liang et al., 2012; Xu et al., 2013). Com relacdo aos
efeitos anestésicos dos diferentes composto utilizados na piscicultura, uma vez absorvidos pelas
branquias estes sdo transportados pelo sangue arterial eferente, que é uma rota curta até o
sistema nervoso central (SNC), esta via age como um dos principais responsaveis pelo rapido

efeito dos anestésicos (Ross e Ross, 2008).
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2- OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos sedativos, anestésicos, promotores de crescimento, mitigador de
estresse, imunoestimulantes e de resisténcia a estresse do 6leo essencial de Lippia origanoides

em juvenis de pacu Piaractus mesopotamicus.

2.2 Objetivos especificos

Analisar os efeitos imunoestimulante, mitigador de estresse e na taxa de sobrevivéncia
acumulada apés desafio térmico de pacus Piaractus mesopotamicus alimentados com dietas
contendo diferentes concentracdes do 6leo essencial de Lippia origanoides.

Verificar a modulagédo da frequéncia ventilatoria, os efeitos sedativos, anestésicos e
hematoldgicos de juvenis de pacus Piaractus mesopotamicus sedados com diferentes
concentracdes do 0leo essencial de Lippia origanoides.

Verificar os efeitos hematologicos, imunolégicos e nivel residual do dleo essencial de

Lippia origanoides em pacus Piaractus mesopotamicus apds o transporte.
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Avaliagdo da inclusdo dietética do 6leo essencial de Lippia origanoides
como imunoestimulante na taxa de mortalidade de juvenis de pacu

(Piaractus mesopotamicus) pos desafio de estresse térmico.

O artigo a seguir esta redigido de acordo com as exigéncias para
publicacdo no periddico Aquaculture.
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Avaliacdo da inclusdo dietética do Oleo essencial de Lippia origanoides como

imunoestimulante na taxa de mortalidade de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)

pds desafio de estresse térmico.

Resumo

O pacu é uma das principais espécies de peixe de potencial produtivo no Brasil, porém em
sistemas produtivos ficam sujeitos aos efeitos do estresse como os causados por temperatura
com possiveis perdas produtivas. Os 0leos essenciais auxiliam como uma alternativa para a
mitigacédo dos efeitos do estresse. O objetivo do estudo foi verificar os efeitos da suplementacéo
dietética do 6leo essencial de Lippia origanoides (OELO) nas variaveis de desempenho
zootécnico de juvenis de pacu e a taxa de mortalidade apds desafio a baixa temperatura da agua.
Os juvenis (n=208) foram alimentados por 75 dias com dietas contendo diferentes
concentracdes de OELO (0,0 mL kg?; 1,0 mL kg?; 1,5 mL kg?; 2,0 mL kg?, com quatro
repeticdes cada) para avaliacdo dos parametros de desempenho. E desafiados com reducéo da
temperatura da agua por cinco dias para avaliacdo da taxa de sobrevivéncia e presenca de
ectoparasitas nas branquias e tegumento dos peixes. N&o foram observadas diferencas (p>0,05)
para 0 desempenho zootécnico entre os tratamentos. Apos o desafio foram observados
diferentes valores absolutos nas taxas de mortalidade entre os tratamentos, sendo eles, controle
(87,76 + 14,35%), LO-1,0 (83,33 + 25,90%), porém ndo foram observadas diferencas
significativas (p>0,05) em relacdo aos tratamentos LO-1,5 (45,83 £ 55,43%) e LO-2,0 (41,30
+ 47,40%), respectivamente. Apds o desafio foi evidenciada a presenca de monogenea e
Ichthyophthririus multifiliis nas branquias e tegumento dos juvenis de pacu. O OELO entre 1,0
e 2,0 ml kg ndo afeta desempenho zootécnico de pacu, possibilitando a recomendagdo de
suplementagdo dietética na concentracdo de 2 mL kg? na dieta para pacu submetidos a

variacOes bruscas de temperatura com possivel efeito imunoestimulante.

Palavras chave: Carvacrol; Ichthyophthririus multifiliis; Monogenea; Mortalidade
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Abstract

Pacu is one of the main fish species with productive potential in Brazil, but in production
systems the fishes are subject to the effects of stress such as those caused by temperature with
possible production losses. Essential oils help as an alternative to mitigate the effects of stress.
The objective of the study was to verify the effects of dietary supplementation with essential
oil of Lippia origanoides on the zootechnical performance variables of pacu juveniles and the
mortality rate after challenge in low water temperature. The juveniles (n= 208) were fed for 75
days with diets containing different concentrations of OELO (Lippia origanoides essential oil)
(0.0 mL kg*; 1.0 mL kg*; 1.5 mL kg*; 2.0 mL kg™, with four repetitions each) to evaluate the
performance parameters. The fishes were challenged with a reduction in water temperature for
five days to evaluate the survival rate and presence of ectoparasites in the gills and tegument.
No differences (p>0.05) were observed for zootechnical performance between treatments. After
the challenge, different absolute values in mortality rates were observed between treatments,
namely control (87.76 + 14.35%), LO-1.0 (83.33 = 25.90%), but no significant differences
(p>0.05) were observed in relation to treatments LO-1.5 (45.83 + 55.43%) and LO-2.0 (41.30
+ 47.40%), respectively. After the challenge, the presence of monogenea and Ichthyophthririus
multifiliis was also evidenced in the gills and tegument of pacu juveniles. OELO between 1.0
and 2.0 ml kg does not affect the zootechnical performance of pacu, making it possible to
recommend dietary supplementation at a concentration of 2 ml kg™ in the diet for pacu subjected

to sudden temperature variations with a possible immunostimulating effect.

Palavras chave: Carvacrol; Ichthyophthririus multifiliis; Monogenea; Mortality
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1. Introducéo

Com o objetivo de manter a expansdo da producdo aquicola brasileira, que é um dos
ramos da producdo animal que mais cresceu na Ultima década para atender as demandas das
populacgdes, a aquicultura tem se mantido em constante processo de desenvolvimento com o
surgimento de novas tecnologias (FAO 2020: 2023), principalmente nos sistemas de producéo
intensivo. Contudo, os sistemas piscicolas estdo muitas vezes associados a certas inadequacdes
como as densidades de estocagem excessivas, a alimentacdo inadequada, a ma formulagdo das
dietas, problemas no transporte dos peixes e no manejo, que podem ocasionar estresse
excessivo, nos animais, comprometendo suas defesas imunolégicas e com posterior surgimento
de enfermidades (Harikrishnan et al. 2011; Tavechio et al. 2009).

Outro fator que deve ser levado em consideracdo pela influéncia no surgimento de
estresse nos peixes é a temperatura, uma vez que oS peixes sdo ectotérmicos, entdo, a atividade
dos processos metabolicos, fisiologicos, imunologicos e manutencdo da homeostase ird variar
de acordo com a temperatura da agua, com a atividade do organismo mais eficiente quando a
temperatura esta na faixa de conforto térmico para a espécie de peixe (Rodrigues et al. 2013;
Zahl et al. 2012; Lucas & Baras 2011).

Com o intuito de controlar a proliferacdo de patdgenos decorrente do surgimento do
estresse sdo utilizados antibidticos sintéticos (Brum et al. 2017). Esses antibidticos podem
elevar os custos de producéo, contaminar a carne destinada ao mercado, a dgua que é liberada
para 0 meio ambiente e, se mal administrados tém alto potencial toxico e podem provocar o
surgimento de patdgenos resistentes aos medicamentos pela frequente manipulacdo (Brum et
al. 2017; Harikrishnan et al. 2011).

Tendo em vista 0s possiveis problemas associados com manejos como o transporte
inadequado, surgimento de patdgenos e dificuldades no uso de antibidticos, a utilizacdo de
aditivos naturais preventivos pode ser uma forma de mitigacdo e reducdo do estresse dos
procedimentos (Vanderzwalmen et al. 2019). Entre os aditivos utilizados na piscicultura, os
6leos essenciais sdo aditivos extraidos de folhas, flores, caule, raiz e sementes, com aplicacdes
terapéuticas que incluem incrementar a resisténcia ao estresse, acdo imunoestimulante,
antioxidantes, reducdo de mortalidade e efeito anestésico (Brum et al. 2017; Dairiki et al. 2013).
Sua acdo imunoestimulante, é caracterizada pela modulacdo do sistema imune, consistindo na
estimulacdo e ativacdo mais rapida do sistema imune inespecifico animal (Harikrishnan et al.
2011).

Véarios O6leos de diferentes espécies de plantas podem ser utilizados como
imunoestimulantes, como, o 6leo essencial de Ocimum gratissimum incluso na dieta da tilapia

do Nilo. Apds 55 dias de alimentagdo o éleo proporcionou incremento no crescimento dos
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animais, da resposta imune e resisténcia a infecgdo por Streptococcus agalactiae com aumento

da sobrevivéncia (Brum et al. 2017). De modo similar, o 6leo essencial de gengibre (Zengiber
officinale), proporcionou o incremento da resposta imune e maior resisténcia ao Streptococcus
agalactiae apo6s incluséo na dieta do Oreocrhomis niloticus por 55 dias (Brum et al. 2017).

A Lippia origanoides (Salva-de-Marajo0), é uma espécie nativa encontrada em paises da
América do Sul e Central (Lorenzi & Matos 2008). Tem sido utilizada de forma ampla pela
medicina popular brasileira e o seu 6leo essencial possui diversos bioquimicos como carvacrol,
timol e y-terpineno (Soares et al. 2017). Para peixes 0leo essencial de Lippia origanoides ja
apresentou acdo sedativa, anestésica e imunoestimulante, como na pesquisa de Silva et al.
(2019) que avaliaram o dleo essencial como anestésico para o tambaqui, comprovando a
eficacia anestésica, como também, foi eficiente em reduzir a frequéncia ventilatoria em
diferentes estagios de anestesia. No Colossoma macropomum ja foi avaliada a toxicidade do
6leo essencial em diferentes concentragdes (0, 5, 10, 12,5, 15, 17,5 e 20 mg L™?), que ndo
ocasionaram alterac6es hematoldgicas e bioquimicas (Oliveira et al., 2018).

Também foram avaliados os efeitos do Oleo essencial de Lippia origanoides como
imunoestimulante, isolado e em combinacdo com o butirato de sddio sob as variaveis de
sanidade e desempenho zootécnico de juvenis de Oreochromis niloticus apés 30 dias de
suplementacdo os juvenis alimentados com o blend apresentaram reducdo da contagem de
bactérias heterotréficas no intestino, aumento no nimero de vilosidades, reducdo linfocitos
infiltrados no figado e reducé@o da hemoglobina corpuscular media (Jesus et al., 2021).

Entre as espécies nativas produzidas nos sistemas de producdo intensivo, 0 pacu
(Piaractus mesopotamicus) € uma espécie nativa que apresenta extenso potencial para a
piscicultura pela sua distribuicdo geografica no pais, rusticidade, facil adaptacao as condicdes
de cultivo e aceitacdo no mercado consumidor (Signor et al. 2010). Porém, ainda carece de
estudos que melhorem seu sistema de defesa frente aos patégenos que acometem essa espécie.

De acordo com o exposto acima, é de suma importancia pesquisas com a adicao de 6leos
essenciais nas dietas do pacu, como o 6leo essencial de Lippia origanoides, uma das principais
espécies de plantas nativas do Brasil, nas dietas dessa espécie, uma vez que ndo existe relatos
de estudo anteriores desse Gleo essencial para o pacu Piaractus mesopotamicus. Com esse
intuito, o objetivo da pesquisa foi avaliar se a suplementacéo dietética com 6leo essencial de L.
origanoides na dieta de juvenis de pacu pode influenciar, o desempenho zootécnico, apresentar
efeito imunoestimulante e reduzir a taxa de mortalidade acumulada dos peixes pds desafio por

estresse de variagdo de temperatura.
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2. Metodologia.

Aprovacao ética da pesquisa

O experimento foi conduzido no Centro de Exceléncia em Ciéncia Animal do Cerrado
e Pantanal (CECA), da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS), no municipio
de Aquidauana, Mato Grosso do Sul, Brasil. Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UEMS, sob registro 008/2023.

Extracédo e composicdo da Lippia origanoides e preparacao de solugdes estoque

O cultivo de L. origanoides e a extracdo de seu 6leo essencial foram realizados no setor
de Plantas Medicinais e Hortalicas da Embrapa Amazonica Ocidental, Manuas, Amazonia,
Brasil. O 6leo essencial foi obtido de folhas frescas de L. origanoides em aparelho tipo
Clevenger (2 h), também utilizado por Soares et al. (2017). Segundo 0s mesmos autores, a
composicdo quimica do EOLO foi determinada por um cromatégrafo gasoso acoplado a um
espectrometro de massas. Na pesquisa, 0s trés principais compostos encontrados no EOLO
foram carvacrol (49,7%), p-cimeno (13,3%) e timol (9,9%), com menores quantidades de outros

componentes

Delineamento e procedimentos experimentais

O delineamento definido foi o inteiramente casualizado, com quatro tratamentos e
quatro repeticdes: Alimentacdo sem inclusdo do dleo essencial de Lippia origanoides na ragdo
(Controle); 1,0 mL kg de dleo essencial (LO-1,0); 1,5 mL kg™ de 6leo essencial (LO-1,5); 2,0
mL kg de 6leo essencial (LO — 2,0) e foram utilizados 208 juvenis de pacu com cerca de 20g
de peso vivo (13 peixes por tanque), como ilustrado na figura 1. Essas concentragdes foram
escolhidas com base na literatura (Cagol et al. 2020). Para a execucdo da pesquisa, foram
utilizados tanques de polietileno com volume util de 400L em local com fotoperiodo controlado
(12 horas claro - 12 horas escuro), com fluxo continuo de agua, entrada independente de agua

para cada tanque, renovacao do volume total a cada 24 horas e aeracdo constante.
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1,0 ml kg de OE - 13 px/cx
Rep=4

0,0 ml kg de OE - 13 px/cx
Rep=4

1,5 ml kg! de OE - 13 px/cx
Rep=4

2,0 ml kg* de OE - 13 px/cx
, Rep=14

Total de peixes= 208; Rep= Repeticdes
Figura 1. Delineamento e procedimento experimental da avaliacdo do 6leo essencial de Lippia

origanoides em diferentes concentracdes na dieta de juvenis de pacu P. mesopotamicus.

O experimento foi desenvolvido utilizando racdo comercial destinada a peixes onivoros
(Acqua Line — Supra juvenil), com granulometria de 2.5 mm (Valores: 42% Proteina bruta -
minimo, 8% Extrato etéreo — maximo, 14% Material mineral — méaximo, 3% Fibra bruta —
méaximo, 30 g kg* Célcio — minimo, 10 g kg Fosforo — minimo, 500 mg/kg Vitamina C —
minimo e 128 Ul/kg Vitamina E — minimo) ofertadas duas vezes ao dia com o 6leo essencial
de Lippia origanoides. A preparacdo das dietas suplementadas foi realizada de acordo com
Dairiki et al. (2013), usando alcool de cereais (CereAlcool®, Brasil) como veiculo e diluente
para incorporacdo do Oleo nas racGes. Na racdo controle apenas o alcool de cereais foi
aspergido. As racdes foram secas a 25°C por 24 horas, embaladas em sacos plasticos e
armazenadas a -4°C.

Antes de serem transferidos para os tanques de polietileno, os animais foram mantidos
em jejum prévio a transferéncia para pesagem e distribuicdo nos tratamentos e suas respectivas
repetices configurando a biometria inicial com finalidade de homogeneizar o peso e tamanho
dos animais em todas as unidades. Nos procedimentos de biometria 0s peixes foram
anestesiados com eugenol 1 ml L™ no intuito de reduzir o possivel estresse ocasionado pelo
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manuseio.

Apds essa primeira biometria, 0S peixes passaram a receber os tratamentos
experimentais durante 75 dias nos respectivos horérios (08:00 e 16:00) com dietas
correspondendo a 5% da biomassa total por dia. Foram realizadas biometrias a cada quinze dias
com o objetivo de acompanhar o crescimento e desenvolvimento dos peixes.

Ao final do periodo de alimentacdo, todos os individuos passaram por jejum de 16 horas
para posterior realizagdo da biometria final. Decorrida biometria final os animais retornaram ao
sistema e foi iniciado o processo de desafio térmico. O processo consistiu em 15 dias de
exposicdo dos animais a temperatura abaixo da faixa de conforto térmico com a queda de
temperatura natural decorrente das mudancas climaticas do local. (Maxima 24,0 £ 0,01 °C e
minima de 12,4 + 0,01 °C), e nos altimos cinco dias desse periodo de exposi¢cdo foi avaliado o
desafio térmico (Temperatura do periodo de cinco dias= 14,42 + 1,56 °C) pela taxa de
mortalidade absoluta, como também verificacdo da presenca de ectoparasitas nas branquias e

tegumento apos o processo de desafio térmico.

Parametros de qualidade de agua

Os parametros de qualidade de agua foram mensurados duas vezes ao dia (08:00 e
15:30) da seguinte forma: Temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg L?) da agua e pH com
auxilio de um multiparametro (Hanna HI98194) e amobnia com auxilio de um Kit

fotocolorimetro portéatil (Alfakit).

Variaveis de desempenho Zootécnico

Apos o periodo experimental foram avaliados os seguintes parametros de desempenho:
Peso médio inicial (PMI); Peso médio final (PMF); Biomassa= N° de peixes*Peso médio final;
Ganho em peso médio (GPM)= peso final - peso inicial (g); ganho em comprimento total
(GCT)= comprimento total final- comprimento total inicial (cm); Conversao alimentar aparente
(CAA)= consumo médio diario de racdo por peixe/ganho de peso médio diario; Taxa de
crescimento especifico (TCE)= 100 x [(In peso final — In peso inicial) /periodo] e taxa de
sobrevivéncia ao final do periodo de alimentacdo (SOBD) e ao final do desafio térmico

(SOBT)= (N. peixes inicial*N. peixes final)/100, respectivamente.

Acompanhamento da temperatura e taxa de mortalidade acumulada ap6s desafio de
estresse térmico
Para o desafio de estresse térmico foi acompanhada a redugdo da temperatura da agua,

apos os 75 dias de alimentacdo dos peixes com ragdo contendo diferentes concentragdes do 6leo
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essencial de Lippia origanoides. O processo consistiu em 15 dias de exposi¢do dos animais a

temperaturas abaixo da faixa de conforto térmico com a queda de temperatura natural
decorrente das mudancas climaticas do local. (Mé&xima 24,0 + 0,01 °C e minima de 12,4 £ 0,01
°C), e nos ultimos cinco dias desse periodo de exposicdo foi avaliado o desafio térmico
(Temperatura do periodo de cinco dias= 14,42 + 1,56 °C) pela taxa de mortalidade absoluta.

Avaliacdo e descricdo de ectoparasitas apds desafio térmico

Apds o desafio térmico e analise da taxa de mortalidade acumulada, com os peixes
remanescentes, foi realizada a avaliacdo macroscépica, com observacao da superficie corporal,
branquias e opérculos para descrever e avaliar a presenca de possiveis ectoparasitos nas
branquias e tegumento. Em cada peixe avaliado (n=29), foram confeccionadas laminas do
raspado de muco da superficie corporal e da branquia, para observacdo, em microscopia de luz
(Jerbnimo et al., 2011).

Andlise estatistica

Foi utilizado o programa GPower (3.1.9.7) para a determinacdo do dimensionamento
dos tratamentos, repetices e numero de peixes por tanque. Para o calculo foi selecionado: Teste
F, ANOVA, significancia (p <0,05) e poder de 80%. Todos os dados foram avaliados quanto a
normalidade utilizando o teste de Shapiro Wilk e homogeneidade das variancias pelo teste de
Barlett. Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA), sendo confirmada existéncia de
diferenca significativas, os mesmos foram submetidos teste de Tukey e quando ndo adequadas
ao teste Tukey foram submetidas a analises de regressdo polinomial. Para todas as analises foi

adotado o nivel de significancia de 5% (P<0,05).

3. Resultados

Parametros de qualidade de agua

Durante todo o experimento de suplementacéo dietética (75 dias) a temperatura média
foi de 24,03 + 2,12 °C, oxigénio dissolvido 5,47 + 0,64 mg L, pH de 6,74 + 0,12 e aménia
total de 0,1 + 0,03. Ja durante o desafio térmico a temperatura média foi de 14,42 + 1,56 °C,
oxigénio dissolvido 7,77 + 016 mg-L™, pH de 6,54 + 0,59 e amdnia total de 0,0 + 0,00.

Variaveis de desempenho zootécnico apos suplementacéo
No experimento, o fornecimento das dietas experimentais e o0 consumo de racdo dos

peixes foi ininterrupto com exce¢do dos periodos de jejum que antecediam as biometrias. Apos
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0s 75 dias de alimentacdo com as dietas experimentais, ndo foram observadas diferencas

(p>0,05) nos parametros de desempenho zootécnico dos juvenis de pacu (Tabela 2), incluindo

a SOBD, que apresentou menor valor no tratamento LO-2,0, porém, sem diferenca (p> 0,05).

Tabela 1. Pardmetros de desempenho zootécnico (Média + Desvio padréo) de juvenis de pacus
apos 75 dias de suplementacdo com bleo essencial de Lippia origanoides via dieta.

Tratamentos

Variaveis Controle LO-1,0 LO-1,5 LO-2,0
PMI (g) 6,48+0,06 6,47+0,08 6,400,07 6,4620,10
PMF (g) 26,10+2,36 25,33+3,18 27,11+3,37 25,05+2,09
Biomassa (g) 318,71+26,10 303,25+61,16 331,85+39,95 286,78+25,08
GPM (g) 19,61+2,42 18,86+3,11 20,71+3,39 18,59+2,07
GCT (cm) 3,76+0,31 3,66+0,40 3,95+0,47 3,64+0,32
CAA 2,27+0,18 2,30+0,21 2,25%0,26 2,42+0,19
TCE (%) 1,85+0,13 1,81+0,16 1,92+0,17 1,80+0,11
SOBD (%) 94,23+7,36 92,31+15,38 94,23£3,85 88,46+9,93

*Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica entre as variaveis (P <0,05).
PMI= Peso médio inicial, PMF= Peso médio final, Biomassa, GPM= Ganho de peso médio,
GCT= Ganho em comprimento total, CAA= Conversao alimentar aparente, TCE= Taxa de

crescimento especifico, TSOBD = Taxa de sobrevivéncia do periodo de alimentagéo.

Taxa de mortalidade acumulada apos desafio de estresse térmico e presenca de
ectoparasitas

Apos o desafio de estresse térmico experimental, foi observada mortalidade dos juvenis
de pacus em todos os tratamentos. Os tratamentos com maiores valores de taxa de mortalidade
acumulada foram o controle (87,76 = 14,35%) e LO-1,0 (83,33 £ 25,90%), porém nao foram
observadas diferencas significativas (p>0,05) em relacdo aos tratamentos LO-1,5 (45,83 +
55,43) e LO-2,0 (41,30 £ 47,40%), respectivamente. Também foi avaliada a presenca de

ectoparasitas nas branguias e tegumento apos o processo de desafio térmico

Avaliacao e descricdo de ectoparasitas apés desafio térmico

Foram identificados dois ectoparasitos distintos, sendo eles, o protozoéario ciliado
Ichthyophthririus multifiliis e ectoparasitos da classe monogenea (Figura 2.). Nas branquias
foram observados ectoparasitos em todos os tratamentos (Prevaléncia — 100%), no tratamento

LO-1,5 foi identificado monogenea em (100,0 + 0,0%) dos peixes com diferenca (p < 0,05) em
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1241  relagdo ao tratamento LO-2,0 (58,33 £ 8,3%), que ndo diferiram em relacdo aos demais

1242  tratamentos controle e LO-1,0.

1243 N&o foram observadas diferengas da presenca do Ichthyophthririus multifiliis nas

1244  branquias entre os tratamentos. No tegumento foram observados ectoparasitos em todos os

1245  tratamentos (Prevaléncia — 100%) (p > 0,05), e ndo foram identificadas diferencas (p > 0,05)

1246  da presenca de monogenea e Ichthyophthririus multifiliis entre os tratamentos. E entre os

1247  tratamentos avaliados, somente o LO-1,5 apresentou a presenga de Ichthyophthririus multifiliis

1248 e Monogenea nas branquias e no tegumento.
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1249

1250  Figura 2. Presenca de ectoparasitos em braquias (A) e tegumento (B) de juvenis de pacus

1251  submetidos a desafio térmico apos suplementacdo dietética de Oleo essencial de Lippia



1252
1253
1254
1255
1256
1257
1258
1259
1260
1261
1262
1263
1264
1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277
1278
1279
1280
1281
1282
1283
1284
1285
1286

54
origanoides. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os tratamentos (Tukey -

p <0,05).

4. Discussao.

Os 6leos essenciais sdo produtos secundarios do metabolismo das plantas, entdo, certos
componentes podem passar por alteracbes e um mesmo Oleo essencial pode apresentar
modificagdes em sua composicado (Ribeiro et al. 2016). Esses compostos podem apresentar
atividade antimicrobiana, antioxidante, redutora dos efeitos do estresse e efeito anestésico
(Brasil et al. 2019; da Cunha et al. 2018). A acdo antimicrobiana ocorre geralmente afetando a
permeabilidade das células pela vacuolizacdo e lise das células patogénicas (Costa et al. 2005;
Zheng et al. 2009). Diversos trabalhos com efeitos positivos da inclusdo de diferentes 6leos
essenciais no desempenho ou modulacdo do sistema imune ja foram reportados, para diferentes
espécies de peixes, como, tambaqui (Costa et al. 2020; Queiroz et al. 2022), Pseudoplatystoma
reticulatum (Almeida et al. 2021), tilapia-do-Nilo (Brum et al. 2017) e Arapaima gigas (Corral
et al. 2018), demonstrando a importancia de pesquisas nas mais diversas espécies de peixes.

No presente estudo a composicdo quimica do Oleo essencial de Lippia origanoides
apresentou o carvacrol como constituinte principal que corrobora com o estudo de Addam et
al. (2018) com maiores concentracdes dos compostos carvacrol (49,7%) para 0 mesmo Oleo
essencial, os autores observaram que a inclusdo do Gleo essencial de Lippia origanoides
incrementou a saude intestinal e sobrevivéncia de juvenis de tilapia-do-Nilo sem comprometer
0 desempenho zootécnico dos animais, demonstrando o possivel efeito imunoestimulante do
Oleo essencial, sendo possivel associar com os resultados do presente estudo, pois ndo foram
observadas alteracdes no desempenho zootécnico dos juvenis de pacus nos tratamentos com
incluséo do 6leo essencial, possibilitando sua utilizacdo como possivel mitigador de estresse e
imunoestimulante. Alves Jesus et al. (2021) também ndo observaram comprometimento do
desempenho zootécnico com a inclusdo do butirato de sodio e 0leo essencial de L.origanoides
isolado e em conjunto nas dietas da Cyprinus carpio.

A avaliacdo do efeito imunoestimulante dos fitoterapicos € essencial para determinar 0s
niveis ideais de inclusdo dos compostos nas dietas sem ocasionar o comprometimento do
desempenho zootécnico e surgimento de fatores antinutricionais (Addam et al., 2018; Brasil et
al. 2019; Dawood et al., 2022).

Outra importante variavel analisada na pesquisa foi a temperatura durante o desafio de
estresse térmico. Durante o periodo de suplementacdo térmica a temperatura da 4gua (24,03 +
2,12 °C) ficou préxima a da faixa de conforto térmico para crescimento e desenvolvimento (25

— 32 °C) para espécies de peixe de clima tropical como pacu (Imbiriba et al. 2000). A avaliagdo
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da temperatura é importante, pois 0s peixes sdo animais pecilotérmicos, com sua atividade

metabdlica, fisioldgica, imunoldgica, ingestdo de alimento e crescimento dependente da
temperatura do ambiente (Rodrigues et al. 2013). Devido a esses fatores, a temperatura da agua
fora da faixa de conforto térmico pode levar a quadro de estresse, debilitando o sistema imune
e também podem ocasionar o surgimento de microrganismos e patdgenos com possivel
mortalidade dos peixes (Harikrishnan et al. 2011; Protner 2002), como foi evidenciado na
pesquisa.

Na pesquisa, foi evidenciada mortalidade dos juvenis de pacus impostos ao desafio em
todos os tratamentos, com os tratamentos controle e LO-1,0 com valores absolutos de
mortalidade superiores, porém sem diferenca estatistica (p>0,05) em relagdo a LO-1,5 e LO-
2,0, que pode ter ocorrido devido aos efeitos do estresse com reducédo de atividade metabdlica
e do sistema imune (Rodrigues et al. 2013), ocasionando o surgimento de ectoparasitos
encontrados nas branquias e tegumento (Figura 3.).

No trabalho foram identificados a presenca de Ichthyophthririus multifiliis e monogenea
que sdo ectoparasitas que podem causar prejuizos e mortalidade na criagdo de peixes, com sua
suscetibilidade variando de acordo com fatores genéticos, condigdes ambientais e a populacéo
parasitaria (Price & Clayton 1999), alem de serem possivel vetores de bactérias patogénicas
(Liu & Lu 2004). Sendo possivel associar a mortalidade dos juvenis de pacus a presenca dos
ectoparasitos encontrados nas branquias e tegumento, pois sao regides dos peixes comumente
parasitadas em quadros de estresse e situagdes que comprometem o funcionamento do sistema

imune dos peixes (Buchmann et al. 2001; Tavares-Dias et al., 2022).

5. Conclusoes

A suplementacéo dietética do 0leo essencial de Lippia origanoides ndo comprometeu o
desempenho zootécnico dos pacus, sendo sua utilizacdo segura, possibilitando a recomendacao
de suplementagdo dietética na concentragdo de 2 mL kg? na dieta para pacu submetidos a

variacOes bruscas de temperatura com possivel efeito imunoestimulante.
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CAPITULO 3

Oleo essencial de Lippia origanoides como anestésico para Piaractus
mesopotamicus: implicacGes nos tempos de inducéo e recuperacao,

frequéncia ventilatdria e respostas sanguineas apds manejo biometrico

O artigo a seguir foi redigido de acordo com as exigéncias e submetido para publicagédo
no periddico Brazilian Journal of Biology.
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Oleo essencial de Lippia origanoides como anestésico para Piaractus mesopotamicus:
implica¢es nos tempos de inducéo e recuperacao, frequéncia ventilatoria e respostas

sanguineas ap6s manejo biométrico

Essential oil of Lippia origanoides as an anesthetic for Piaractus mesopotamicus:
implications for induction and recovery times, ventilatory frequency and blood

responses after biometric management

Resumo

Este estudo avaliou o uso do 6leo essencial de Lippia origanoides (EOLO) como anestésico
para juvenis de pacu, Piaractus mesopotamicus. Foram realizados dois ensaios. No primeiro
foram determinados os tempos de inducdo e recuperacdo anestésica e a frequéncia ventilatoria
(FV) para peixes (n= 48; 29,94 + 6,69 g) expostos a diferentes concentracbes de EOLO [0
(controle — 4.000 pL alcool L?), 25, 50, 100, 200 e 400 pL L1]. A partir desses resultados
foram determinadas as concentraces de EOLO do ensaio 2 (n= 36; 29,25 + 5,90 g), na qual
avaliou os efeitos de 0 (controle - 2.000 pL alcool L), 50 (fora da indugdo recomendada e
tempos de recuperacdo) e 200 pL L? (dentro dos tempos de inducdo e recuperagio
recomendados), sob os parametros imunohematoldgicos e bioquimicos em diferentes tempos
de coleta (1 hora e 24 horas p6s-inducao). A sobrevivéncia dos peixes foi de 100% em ambos
0s experimentos. A concentracdo de EOLO de 25 pL L™ néo foi capaz de induzir anestesia
profunda nos animais, enquanto a concentragio de 200 pL L™ apresentou tempos de indugdo e
recuperacdo dentro da faixa indicada para peixes e foi eficiente na reducdo da FV durante a
inducdo. Néao foram observadas diferencas nos parametros imunohematolégicos e bioquimicos
entre as concentracdes, mas foram observadas diferencas nas comparacées entre 0s tempos de
coleta. Porém, a maioria das variaveis sanguineas retornaram a niveis considerados normais
para a espécie 24 horas ap0s a anestesia. Portanto, uma concentragio EOLO de 200 pL L pode
ser considerada segura para uso antes do manejo biométrico de P. mesopotamicus.

Palavras-chave: Anestésico fitoterapico, Bem-estar, Carvacrol, Hematologia, Pacu
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Abstract

This study evaluated the use of the essential oil of Lippia origanoides (EOLO) as an anesthetic
for juvenile pacu, Piaractus mesopotamicus. Two trials were performed. In trial 1, anesthetic
induction and recovery times and ventilatory frequency (VF) were determined for fish (n= 48;
29.94 + 6.69 g) exposed to different EOLO concentrations [0 (control - 4000 pL alcohol L),
25, 50, 100, 200 and 400 pL L™]. From the responses obtained, the EOLO concentrations of
trial 2 (n=36; 29.25 £+ 5.90 g) were determined, which evaluated the effects of 0 (control - 2000
uL alcohol L), 50 (outside recommended induction and recovery times) and 200 uL L™ (within
recommended induction and recovery times) by analyzing immunohematological and
biochemical parameters at different collection times (1 h and 24 h post-induction). Fish survival
was 100% in both experiments. The EOLO concentration of 25 uL L™ was not able to induce
deep anesthesia in the animals, while the concentration of 200 uL L™ showed induction and
recovery times within the range indicated for fish and was efficient at reducing VF during
induction. No differences were observed in immunohematological and biochemical parameters
among concentrations, but differences were observed in comparisons between collection times.
Nonetheless, blood variables returned to levels considered normal for the species in
approximately 24 hours. Therefore, an EOLO concentration of 200 puL L™ can be considered
safe for use prior to biometric management of P. mesopotamicus.

Keywords: Well-being, Carvacrol, Phytotherapeutic anesthetic, Hematology, Pacu
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1. Introducéo

Na aquicultura, a utilizacdo de sedativos e anestésicos € uma pratica de suma
importancia para favorecer a homeostase e 0 bem-estar dos peixes durante e ap0s as a¢des de
manipulagdo, reproducéo, biometria e transporte minimizando os efeitos do estresse que podem
ocasionar no comprometimento da salde e sobrevivéncia dos peixes (Boyd et al. 2008; Ferreira
e Barcellos 2008; Ross e Ross 2008; Teixeira et al. 2017; Costa et al. 2019; Hoseini et al. 2019;
Boaventura et al. 2021; Ferreira et al. 2021b; Pellegrin et al. 2023). Também é importante a
identificacdo e comportamento dos peixes em situacOes de estresse, que pode ser realizado a
partir de indicadores, como o perfil e parametros hematoldgicos, pois, essas alteracfes ocorrem
frequentemente em situacgdes de estresse, entdo, esses indicadores sdo ferramentas importantes
para avaliacdo dos processos de sedacdo e anestesia (Morgan e Iwana, 1997; Tavares-Dias et
al. 2008).

Na piscicultura podem ser utilizado anestésicos sintéticos e naturais (Purbosari et al.
2019), os anestésicos sintéticos disponiveis no mercado incluem benzocaina, metanossulfonato
de tricaina (MS-222), quinaldina, metomidato, etomidato, barbituricos e propofol (Neiffer and
Stamper 2009; Bolasina et al. 2017; Readman et al. 2017; Souza et al. 2019; Uehara et al. 2019).
No entanto, efeitos colaterais indesejaveis com o uso dos anestésicos sintéticos ja foram
observados em peixes, como depressao da fungdo cardiovascular e respiratoria, elevacdo dos
niveis de lactato, aumento dos niveis de catecolaminas e inibi¢do da sintese de cortisol (Carter
et al. 2011; Zahl et al. 2012).

Neste sentido, os 6leos essenciais de espécies vegetais da familia Verbenaceae tém sido
investigados quanto a sua atividade bioldgica. Entre essas espécies, Lippia origanoides € uma
planta aromatica encontrada em toda a América do Sul (Stashenko et al. 2010). Seu 6leo
essencial possui trés quimiotipos, caracterizados de acordo com seus componentes principais:
a- e B-felandrenos, p-cimeno, e limoneno distinguem o quimiotipo A, carvacrol e timol foram
0s componentes majoritarios dos quimiotipos B e C (Stashenko et al. 2010). Na aquicultura,
seu uso demonstrou efeito antimicrobiano (Oliveira et al. 2024), antioxidante (Santos-Filho et
al. 2023) e anestésico (Becker et al. 2018; Silva et al. 2019). A eficacia anestésica do 06leo
essencial de L. origanoides do quimiotipo carvacrol como principal constituinte sé foi
demonstrado no Rhamdia quelen (Becker et al. 2018) e Colossoma macropomum (Silva et al.
2019).

O carvacrol € um monoterpeno fendlico que pode desempenhar diversas funcdes no
organismo, entre elas, antimicrobiana, antifingica e antioxidante (da Rosa Coelho et al. 2021;
Santos-Filho et al. 2023), que aliado a seu efeito sedativo e anestésico (Becker et al. 2018; Silva

et al. 2019) pode representar uma alternativa viavel de utilizagdo na piscicultura, e também ja
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foi aprovado pela U.S Food and Drug Administration (FDA, 2017) como um componente sem

efeitos toxicos em humanos. Sua atividade antioxidante pode influenciar positivamente na
qualidade da carne dos peixes, e no tempo de estocagem (Ebhohimen et al. 2023).

A concentracdo ideal de um determinado anestésico esta associada a espécie e tamanho
do peixe (Ross and Ross 2008; Readman et al. 2017; Ferreira et al. 2020). A eficiéncia
anestésica estd relacionada a inducdo rapida da anestesia (< 180 s) e recuperac¢do rapida (< 300
s) (Keene et al. 1998; Ross and Ross 2008). Além disso, um bom anestésico € aquele que seja
pratico de usar, barato, solivel em agua e que ndo deixe residuos nos colaboradores, peixes ou
no meio ambiente (Park et al. 2018; Bolasina et al. 2017; Purbosari et al. 2019). Na aquicultura,
muitos pesquisadores tém investigado, essas caracteristicas, em produtos extraidos de plantas
aromaticas, como por exemplo, os 6leos essenciais (Souza et al. 2019; Aydin and Barbas 2020).

O pacu Piaractus mesopotamicus é uma espécie nativa encontrada nas bacias dos rios
Paraguali, Parana e Uruguai (Valladao et al. 2018). O P. mesopotamicus apresenta importancia
para a aquicultura, pois apresenta rapido desempenho de crescimento, rusticidade aos diversos
tipos de manejos, facil adaptacéo a alimentacgéo artificial (racdo) e boa aceitacdo pelo mercado
consumidor (Urbinati and Gongalves 2005).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial anestésico do 6leo essencial
de L. origanoides (EOLO) em juvenis de P. mesopotamicus, sob os tempos de inducgédo e

recuperacdo, frequéncia ventilatoria e respostas sanguineas, apds manejo de biometria.

2. Material e Métodos

Aprovacao do comité de ética

O experimento foi conduzido no Centro de Exceléncia em Ciéncia Animal do Cerrado
e Pantanal (CECA), da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS), no municipio
de Aquidauana, Mato Grosso do Sul, Brasil. Todos os procedimentos foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o nimero de registro (008/2023), da UEMS.

Extracdo e composicdo do EOLO e preparo das solucBes estoques

O cultivo de L. origanoides e a extracdo do 6leo essencial foram realizados no setor de
Plantas Medicinais e Hortalicas da Embrapa Amazénica Ocidental, Manaus, Amazonia, Brasil.
O dleo essencial foi obtido através das folhas frescas de L. origanoides usando um aparelho do
tipo Clevenger (2 h), conforme também utilizado por Soares et al. (2017). Segundo 0s mesmos
autores, a composi¢do quimica do EOLO foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a

um espectrémetro de massa. Os trés principais compostos do EOLO foram carvacrol (49.7%),
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p-cimeno (13.3%) e timol (9.9%), com menores quantidades de outros componentes (Fig. 1).

Carvacrol - ©
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Figura 1. Composicao quimica do 0leo essencial de Lippia origanoides (EOLO) determinada

atraves de cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS).

Previamente aos experimentos, todas as concentragdes de EOLO foram diluidas em
alcool etilico 1:10 (V:V), a fim de garantir a sua completa dissolu¢do na agua. O volume de
alcool etilico equivalente a maior concentracdo do EOLO, em cada experimento, foi utilizado

para o grupo controle (0 pL L), conforme também adotado por Ferreira et al. (2021a).

Animais e aclimatacao

Os peixes foram oriundos da Piscicultura da UEMS, aclimatados e distribuidos em 12
tangues de polietileno (400 litros de volume Gtil) em sistema de circulacdo de agua continua e
aeracao constante, durante duas semanas. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia (08:00
e 16:00) até a aparente saciedade, com dieta comercial (Supra, ACQUAIine) de 2,5 mm
didametro e 42% de proteina bruta. Previamente aos experimentos, todos os animais foram
submetidos ao jejum de 24 h para esvaziamento do trato gastrointestinal. Os parametros de
qualidade de dgua foram mensurados diariamente, cerca de 30 minutos antes do fornecimento
da racdo. A temperatura da dgua esteve proxima de 23,85 + 1,78 C° o pH entre 6,87 + 0,57, 0
oxigénio dissolvido de 5,90 + 0,57 mg L™ (mensurados com uma sonda multiparametro -
Hanna, HI198194), e aménia total de 0,02 + 0,0003 mg L ! (determinada através do teste

colorimétrico - Labcon).
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Procedimentos experimentais - Efeito anestésico de EOLO em juvenis de Piaractus

mesopotamicus

Foram utilizados 48 juvenis de P. mesopotamicus (29,94 £ 6,69 g e 11,52 + 0,91 cm),
distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em seis diferentes concentracdes de
EOLO, a saber: 0 (Controle — 4000 pL L de alcool etilico), 25, 50, 100, 200 e 400 pL L™, de
acordo com Silva et al. (2019). Foram utilizados (n = oito peixes) para cada concentracdo, e
cada animal foi utilizado apenas uma vez e foi considerado uma repeticdo, como ilustrado na

figura 2.
MFMP&QF
Controle 25 pL L 50 pL Lt
Rep=8 Rep= 8 Rep=8

o o .
NED | | D | | e
S S S
—S—  —e— —
100 pL L1 200 plL L1 400 pL L1
Rep=8 Rep=8 Rep=8
- o~ -~

T e e

| e ——
Rep= N2 de peixes/repeti¢oes

Total= 48 peixes (29,94 £ 6,69 g; 11,52 £ 0,91 cm)
Controle= 4000 pL L de alcool etilico

Figura 2. Delineamento e procedimento experimental da avaliacdo do 6leo essencial de Lippia

origanoides como anestésico para juvenis de pacu P. mesopotamicus.

Para avaliacdo do efeito anestésico, 0s peixes foram expostos as concentracfes de
EOLO pré-estabelecidas em béqueres de 1 L (dgua do proprio sistema de cultivo, com aeragédo
suplementar). O tempo de inducao da anestesia foi cronometrado com auxilio de um cronémetro
digital (Vollo V1510), desde o primeiro contato do peixe com a solucdo anestésica até atingir o
estagio de anestesia profunda, que se caracterizou pela perda de equilibrio e auséncia de

natacdo, o que implica movimentos operculares lentos e irregulares e auséncias de reflexos
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(Small 2003; Ross e Ross 2008; Silva et al. 2023). Durante a mensuragdo do tempo de inducéo

foi realizada a contagem dos batimentos operculares dos animais (frequéncia ventilatoria — VF),
conforme descrito por Alvarenga e Volpato (1995). Apos a anestesia profunda, foi realizado a
biometria (mensuracdo do peso e comprimento) dos animais atraves de uma balanca semi-
analitica (Shimadzu — BL320H) e uma régua. Esse procedimento durou cerca de 45 s. Em
seguida, os animais foram transferidos para béqueres de 1 L (com &gua limpa, sem anestésico)
e foi cronometrado o tempo de recuperacéo e contado a VF. Os peixes foram considerados
recuperados quando atingiram o estagio de recuperacdo total, que basicamente se caracterizou
pelo equilibrio, natacdo normal e responsividade aos estimulos visuais (Small 2003; Ross and
Ross 2008; Silva et al. 2023).

Ao final do experimento, os peixes de cada concentracdo de EOLO foram realocados
em suas unidades experimentais originais para observacdo do retorno a alimentacdo e
sobrevivéncia, durante sete dias.

Com base nos resultados obtidos no primeiro ensaio anestésico, foi elaborada uma nova
etapa experimental para avaliacdo dos efeitos do EOLO sob as variaveis hematologicas dos
peixes, com a mesma espécie (P. mesopotamicus), porém, utilizando novos individuos, ou seja,
ndo foram utilizados nenhum dos individuos do ensaio anterior. No novo ensaio foram avaliadas
trés concentracdes de EOLO, sendo elas, 0 (Controle — somente alcool etilico), 50 e 200 pL L
1 de EOLO. A determinacéo das concentracdes nessa etapa experimental, ocorreu de acordo
com Keene et al. (1998) e Ross e Ross (2008) que enfatizam que a concentracdo ideal de um
determinado anestésico esta relacionada a uma répida inducdo anestésica (em até 180 s) e
recuperacdo (em até 300 s). A partir deste pressuposto, as concentracdes usadas neste novo
ensaio, foram escolhidas por estarem abaixo dos tempos limites considerados ideais para
anestesia de peixes (50 puL L) e outra por estar dentro da faixa de tempo considerada ideal para
anestesia de peixes (200 pL L) e um grupo controle (2000 pL L™ de élcool).

Foram utilizados 36 juvenis de P. mesopotamicus (n = 12 peixes para cada
concentracdo) com peso médio de 29,25 + 5,90 g e comprimento total de 11,30 £ 0,93 cm, como
ilustrado na (figura 3). Foram utilizados os mesmos procedimentos adotados no primeiro ensaio
experimental. No entanto, neste novo ensaio amostras de sangue foram coletadas de seis peixes
de cada concentracdo, nos seguintes tempos: 1 h apds a anestesia e 24 h apds recuperacdo. Os
animais foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatorial (3x2).
Para coleta de amostras sanguineas, os peixes foram capturados cuidadosamente e contidos em
panos Uimidos, onde a extracéo de sangue (300 pL L) foi realizada por puncéo caudal préxima
a linha lateral. Para isso, foram utilizadas seringas de 3 mL banhadas previamente em EDTA
(3%).
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Figura 3. Delineamento e procedimento experimental do segundo ensaio anestésico da
avaliacdo do Gleo essencial de Lippia origanoides em diferentes concentracfes como anestésico

sob as variaveis hematoldgicas de juvenis de pacu P. mesopotamicus

Analises sanguineas

Aliquotas de sangue foram usadas para quantificar a glicose sanguinea (mg dL%)
mensurada através do glicosimetro digital (G-tech, Lite). Outra aliquota do sangue, foi usada
para determinar a porcentagem de hematocritos (Ht) por meio do método de microhematécrito
de Goldenfarb et al. (1971). Hemoglobina (Hb) foi determinada pelo método de
cianometahemoglobina proposto por Collier (1944). A contagem do numero de red blood cells
(RBC’s) foi realizada em camara de Neubauer utilizando a diluicdo de 1:200 em solucdo de
formol-citrato em microscopio 6ptico (Axio Scope.Al Zeiss®) (40 x). Além desses, os indices
hematimétricos foram calculados, sendo: volume corpuscular médio (VCM) = Ht x 10/Er,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) = Hb x 100/Ht e hemoglobina
corpuscular média (HCM) = (Hb/Er)*10.

Para a contagem total de leucdcitos foram confeccionadas extensfes sanguineas em
duplicata de cada animal, secas ao ar e coradas pancromicamente com May Grinwald-Giemsa-

Wright conforme descrito por Tavares-Dias and Moraes (2006).

Estatistica
Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e
homoscedasticidade de variancias (Levene Test). Para os dados de tempo de inducdo e

recuperacdo da anestesia foram realizadas ANOVA, em seguida, analises de regressdo foram
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aplicadas (p < 0,05). Os dados de VF durante a indugédo e recuperacdo ndo atenderam aos

pressupostos da ANOVA, logo foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis (p <
0.05). Para as variaveis sanguineas, confirmada a distribuicdo normal e a homogeneidade das
variancias, os dados foram submetidos 8 ANOVA em esquema fatorial 3x2 (3 tratamentos e 2
tempos de coleta), e teste de Tukey (p < 0,05) para observar possiveis diferencas significativas
e 0s desdobramentos das interacfes dos tratamentos e tempos de coleta. As analises dos dados

foram realizadas com software Infostat.

3. Resultados

Nenhuma mortalidade foi observada durante ou ap6s sete dias do fim do experimento e

todos os peixes voltaram a se alimentar dentro de 48 h ap0s o teste.

O EOLO nas concentragdes 0 e 25 pL L™ ndo foram capazes de induzir a anestesia
profunda, sendo assim, a analise foi realizada a partir da concentracdo de uL L* do EOLO.
Logo, para as outras concentragdes avaliadas, o tempo de indugéo apresentou efeito quadratico
(p < 0.05), com ponto de minimo em 333.87 pL L™ (73.71 s) (Fig. 2A). O tempo de recuperagéo
também apresentou efeito quadratico (p < 0.05), com ponto de minimo em 93,02 uL L* (253 s)
(Fig. 2B).

a) b)
400- 800- Y =291.06 - 0.80x + 0.0043x>
. Y =419.27 - 2.07x + 0,0031x _— R?=0.83
& R® =0.90 &
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g g 333.87 2 %
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Figura 2. Tempo necessario para inducdo anestésica (A) e recuperacdo (B) de Piaractus
mesopotamicus exposto a diferentes concentracGes do 6leo essencial de Lippia origanoides
(EOLO). Os dados foram analisados por analises de regressdo (p < 0,05). Estrelas representam

0 valor estimado pela equacgéo derivada.
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Durante a inducéo da anestesia, a maior VVF foi observada para os peixes expostos a 400

uL LTEOLO em relacdo aos animais submetidos as demais concentragdes de EOLO avaliadas
(p < 0.05). Durante a recuperacao, a menor VF foi observada para os animais expostos a 400
uL L EOLO em comparagdo aos peixes submetidos as demais concentrages de EOLO
estudadas (Tabela 1).

Tabela 1. Valores (média + desvio padrdo) da frequéncia de ventilagdo (batimentos operculares
por minuto) durante a inducdo e recuperacdo da anestesia em Piaractus mesopotamicus,
submetidos a diferentes concentracbes de 6leo essencial de Lippia origanoides (EOLO).
Meédias seguidas de letras diferentes em uma coluna diferem pelo teste de Kruskal Wallis (p <
0,05).

Concentracbes EOLO  frequéncia de ventilagdo na frequéncia de ventilagdo na

(uL LY inducéo (batimentos min ) recuperacéo (batimentos min )
50 65,55 +4,62 b 64,01 +292a
100 65,00£2,00 b 62,94+ 1,70 a
200 64,46 £2,23 b 62,92 +1,67 a
400 84,08 +14,61a 60,64 £0,78 b

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p< 0,05) pelo teste de Kruskal
Wallis.

No segundo ensaio, ndo houve interacdo entre as concentragdes de EOLO e 0s tempos
de coleta de sangue para todas as variaveis avaliadas (p > 0.05) (Tabela 2). Contudo, peixes
submetidos a 200 puL L EOLO apresentaram maiores valores de RBCs em comparagio aos
animais expostos as concentragdes 0 e 50 uL L*EOLO (p < 0.05), porém ndo houve diferenca
entre os tempos de coleta (p > 0.05). Os valores de glicose, hemoglobina e leucécitos ndo
diferiram significativamente entre as concentragdes de EOLO (p > 0.05). Entretanto, os valores
mais altos para essas variaveis foram observados 1 h ap6s anestesia, porém reduzidos apos 24
h (p < 0.05). Ndo houve interacdo entre as concentracdes de EOLO e os tempos de coleta de
sangue para os indices hematimétricos estudados (p > 0.05) (Tabela 3). Os valores de CHCM
ndo diferiram significativamente entre as concentracées de EOLO (p > 0.05). Entretanto, os
valores mais altos para essa variavel foram observados 1 h ap6s anestesia, com reducao apos
24 h (p <0.05).
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1809 Tabela 2. Valores (média + desvio padrdo) das variaveis bioquimicas e hematologicas em dois tempos de coleta de sangue para Piaractus mesopotamicus
1810  exposto a diferentes concentracdes de 6leo essencial de Lippia origanoides (EOLO). Médias seguidas de letras diferentes em uma coluna diferem pelo
1811  teste de Tukey (p < 0,05); Grupo controle: 2000 pL de alcool L™; Hemoglobina (Hem), Hematdcrito (Hemat), Eritrocitos (Eri), Leucécitos (Leu),
1812  Volume corpuscular médio (VCM), Concentracdo média de hemoglobina corpuscular (CHCM) e Hemoglobina corpuscular média (HCM); CV =
1813  Coeficiente de variagéo.
Glicose Hem. Hemat. Eri. Leu VCM CHCM HCM
(mg dL™) (gdL?) (%) (x10°mL™)  (x10° mL™) (fL) (gdL™) (P9)
gf[“ﬁ?)”agoes 0 (Controle) 83,80 +2461 1201499 2400+560 204+009 2804+561 12414+1816 4547 +1527 59,01 % 2540
50 92,83 £ 33,16 11,61+3,19 26,00+x335 2,02+0,21 2336709 133,95+16,32 44,08x14,42 60,22+16,01
200 86,09 £31,5 11,14 +494 2591 6,77 198+0,18 2857x7,77 11580+29,80 43,62*20,42 54,05=20,69
Tempos de coleta (h) 1 104,25+ 30,06a 14,48+3,20a 27,006,046 2,08+0,15a 31,03x524a 129,23+26,80 54,98+11,65a 69,26+ 14,85
24 72,41+1950b 8,79+336b 2382+460 194+0,15b 21,79+508b 118,92+ 16,54 34,41+1437b 43,39+17,27
Média geral 88,33 £ 24,78 11,64 £3,28 2541+532 201+£0,15 26,41+516 124,08+21,67 44,69x13,01 56,32+ 16,06
p-value Concentracdes (A) 0,7691 0,8411 0,6165 0,6962 0,3542 0,1869 0,8781 0,2665
p-value Tempos de coleta (B) 0,0020 0,0001 0,1119 0,0218 0,0003 0,1290 0,0005 0,0002
p-value Interacdo (A x B) 0,8728 0,6622 0,6616 0,0659 0,3651 0,9589 0,1333 0,3795
CV (%) 30,23 29,87 21,78 7,23 19,22 18,06 29,01 27,20
1814
1815

1816
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4. Discussao

No presente estudo, o principal composto do EOLO foi o carvacrol (49.7%), que
corresponde ao quimiotipo carvacrol de L. origanoides (Stashenko et al. 2010). O efeito
anestésico do EOLO em peixes era esperado, pois no estudo de Becker et al. (2018), o 6leo
essencial de L. origanoides (47.2% carvacrol) induziu anestesia de silver catfish Rhamdia
quelen. De acordo com Keene et al. (1998) e Ross & Ross (2008), a concentragéo ideal de um
determinado anestésico para peixes devera induzir a anestesia em até 180 s e promover a
recuperacdo dentro de 300 s. No presente estudo, a acdo anestésica do EOLO foi obtida
utilizando concentragGes de pelo menos 50 pL L. Ademais, na concentragdo de 100 pL L™
EOLO, o efeito anestésico ocorreu em 212 s, e a anestesia rapida foi alcancada em 145 e 92 s
utilizando 200 e 400 pL L™, respectivamente. Da mesma forma, Silva et al. (2019) trabalhando
com o 0leo essencial de L. origanoides, obtiveram anestesia em C. macropomum utilizando 200
uL Lt EOZO, apresentando rapido tempo para indugdo anestésica (120 s), porém com longos
tempos de recuperacao. Becker et al. (2018) relataram que concentracdes entre 50 e 200 pL L
1 EOZO causam anestesia em R. quelen, podendo ser utilizadas para anestesia rapida (< 180 s),
porém também relataram longo tempo para recuperacdo total. No presente estudo, apenas a
concentracdo de 200 puL L EOLO promoveu o tempo de recuperacdo dentro do limite
recomendado por Ross and Ross (2008).

O EOLO necessita de diluicdo em alcool etilico; apesar disso, esse solvente em baixas
concentracdes ndo apresenta efeito indutor e ndo causa mortalidade em peixes (Becker et al.
2018; Silva et al. 2019), como também observado para os animais do tratamento controle do
presente estudo. Além disso, as diferentes concentracdes de EOLO estudadas ndo provocaram
mortalidade durante, apds a recuperacdo e nos 7 dias subsequentes do experimento que foi
avaliada a sobrevivéncia dos peixes, e todos animais voltaram a se alimentar. Similarmente,
Ferreira et al. (2021b) informaram que ao anestesiar duas classes de tamanhos de juvenis de
pirapitinga (Piaractus brachypomus) com diferentes concentracdes de mentol e eugenol
observaram 100% de sobrevivéncia e todos 0s animais retomaram a alimentacdo apds o fim dos
experimentos. Esses resultados sugerem que os exemplares de P. mesopotamicus submetidos
as diferentes concentracGes de EOLO se recuperaram bem do manejo adotado (anestesia e
biometria).

No presente estudo, durante a inducdo, a concentragio de 200 puL L™ EOLO causou
reducdo na FV de juvenis de P. mesopotamicus, o que corresponde a concentragdo recomendada

para esta espécie. Desta forma, foi possivel imobilizar o peixe de maneira segura e tranquila,
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tanto para o animal quanto para o manipulador, durante a biometria. A hipoventilagéo e,

consequentemente, a diminuigdo do consumo de oxigénio em peixes pode ocorrer devido a
anestesia (Houston et al. 1971), como pode ser observado neste estudo.

Em geral, peixes em situagOes estressantes liberam catecolaminas e corticosteroides que
ativam os processos de glicogendlise e gliconeogénese, a fim de mobilizar reservas energéticas,
com observagdo no aumento de glicose na corrente sanguinea para que o corpo animal escape
ou se ajuste as novas condicdes fisioldgicas impostas pelo ambiente (Barton e lwama 1991;
Pankhust 2011; Jerez-Cepa e Ruiz-Jarabo 2021). A hiperglicemia nos peixes foi observada 1 h
apOs a anestesia e biometria. Esse fato pode ser compreendido como resultado do
desencadeamento da glicogendlise e elevacdo nos niveis de glicose sanguinea durante a
manipulacdo dos peixes, conforme também observado por Iwama et al. (2004). Por outro lado,
0 tempo de jejum ao qual os animais foram submetidos, podem ter reduzido os estoques de
glicogénio e causado aumento nos niveis de glicose, como informado por Ribeiro et al. (2013).
Similarmente, Ferreira et al. (2021b) ao anestesiar juvenis de pirapitinga P. brachypomus com
diferentes concentragdes de mentol observaram aumento nos valores de glicose plasmatica 1 h
apos anestesia.

No presente estudo, o0 aumento dos niveis de hemoglobina em peixes observados 1 h
apos a anestesia indica maior capacidade de transporte de oxigénio pelos eritrocitos, essa
elevacdo da hemoglobina também pode ser ocasionada por alteracdes na frequéncia de
batimentos operculares observadas no primeiro ensaio experimental, que pode influenciar no
aumento do fluxo sanguineo branquial (Becker et al., 2012). Outro fator que pode influenciar
na presenca de niveis mais elevados de hemoglobina é a glicose, pois, quanto maior a
quantidade de glicose no sangue mais intensa sera sua interacdo com a hemoglobina, com
possivel incremento dos niveis de hemoglobina, pela formacdo da hemoglobina glicada (Santin
et al., 2013), como observado no presente trabalho ap6s 1h do ensaio anestésico. Diferentes
estudos tém demonstrado que essas alteracfes ocorrem em resposta ao aumento da demanda
fisiologica imposta por uma situacdo estressante (Ventura et al. 2020; 2021). Portanto, essas
alteracdes hematoldgicas observadas indicam que EOLO ndo foi eficaz na mitigacdo dos efeitos
fisiologicos do estresse induzido ocasionado pelo manejo adotado (anestesia e biometria),
exigindo mecanismos de resposta adaptativa dos animais apos a manipulacdo. Contudo, ap6s
24 h de recuperacdo, 0s niveis de hemoglobina retornaram a homeostase.

Elevacdes nos valores de leucdcitos pode ocorrer para a maioria das espécies de peixes
em situacOes de estresse, sendo considerada uma tentativa de recuperagdo da homeostase
(Ranzani-Paiva et al. 2013). Esse fato foi observado no presente estudo nos peixes apos 1 h de

anestesia e manejo biométrico. Por outro lado, ao avaliar o efeito de banhos terapéuticos com
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6leo essencial de Alpinia zerumbet (300 mg L™) para juvenis de C. macropomum, Luz et al.

(2021) encontraram diminui¢do do numero de leucdcitos e informaram que isso ocorreu devido
ao efeito anestésico desse Oleo. E importante enfatizar que as oscilagbes nas respostas
hematoldgicas de diferentes espécies de peixes podem estar relacionadas a fatores exégenos e
endogenos (Ahmed et al. 2020), bem como ao nivel de estresse e ao tempo de exposi¢ao.

5. Conclusdes

A concentragdo de 200 pL L EOLO pode ser recomendada para anestesia profunda de
juvenis de P. mesopotamicus, pois causa anestesia dentro dos intervalos de tempo de indugéo e
recuperacéo considerado ideal para peixes. Além disso, a concentracdo de 200 uL L EOLO
foi capaz de reduzir a VF dos peixes durante a inducdo da anestesia. Entretanto, o EOLO ndo
foi capaz de mitigar as respostas do estresse induzido causado pelo manejo de biometria, porém

a maioria das variaveis sanguineas retornaram aos valores normais em 24 h.
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CAPITULO 4

Oleo essencial de Lippia origanoides no transporte de Piaractus
mesopotamicus: Avaliacdo de compostos residuais, fisiologica e da

morfologia branquial

O artigo a seguir esta redigido de acordo com as exigéncias para publicagdo no periddico

Aquaculture.
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Oleo essencial de Lippia origanoides no transporte de Piaractus mesopotamicus:
Avaliacao de compostos residuais, fisiologica e da morfologia branquial

Lippia origanoides essential oil on transport of Piaractus mesopotamicus:
Evaluation of residual compounds, Physiology and gills morphology

Resumo

Na producdo piscicola os peixes estdo sujeitos a diversas situagdes que podem levar a
quadros de estresse, como transporte, e a sedacdo com aditivos fitoterdpicos naturais
podem reduzir os efeitos do estresse. O objetivo do estudo foi verificar os efeitos da
inclusdo do 6leo essencial de Lippia origanoides (EOLO) na 4gua do transporte de juvenis
de pacu, sob as varidveis hematoldgicas, imunoldgicas, bioquimica, deplecdo residual e
avaliacdo histologica das branquias. Foram utilizadas cinco concentragdes do EOLO (0,
5, 10, 15 e 20 uL L) adicionado a agua do transporte dos pacus (n= 160; 54,63 * 6,43
g), transportados por quatro horas com analise de amostras coletadas em diferentes
tempos do experimento (Antes do transporte, uma hora apos, 24 horas apés e 48 horas
apos). Para cada tratamento e os tempos de transporte foram avaliados os parametros
hemato-imunoldgicos e bioquimica: Glicose, hemoglobina, hematdcrito, nimero de
eritrocitos, VCM, HCM, CHCM, leucdcitos e trombocitos. Também foi avaliado a
deplecédo residual do EOLO na carcaca dos pacus apds o transporte e avaliacdo das
alteracdes histologicas das branquias (IAH). Nao houve interacdo entre os tratamentos
(concentracGes de EOLO) e os tempos de coleta para glicose, hematécrito, hemoglobina,
VCM, CHCM, HCM e leucdcitos (P > 0,05). Pacus transportados com 20 uL L™ EOLO
tiveram valores de glicose significativamente menores do que o grupo controle e demais
concentracdes avaliadas (P < 0,05). Os eritrocitos e trombdcitos foram afetados pelo
tratamento, tempo de coleta e sua interacdo (P < 0,05), os maiores valores de eritrécitos
observados foram para pacus transportados com 5 uLL Lt EOLO em comparago ao grupo
controle. Ja, os maiores valores de trombdcitos observados foram para pacus
transportados com 20 uL L™ EOLO em comparagdo ao grupo controle (p< 0,05). Na
avaliacdo das médias das alteracdes histoldgicas das branquias, ndo foram observadas
diferencas significativas (p > 0,05). Na analise dos compostos residuais foi identificado o
carvacrol em todos os tratamentos ap6s o transporte, apds 48 horas nao foi mais possivel encontrar
o carvacrol no filé dos pacus. O uso de 20 puL L™ EOLO na agua de transporte de 4 horas é
capaz de manter niveis de glicose baixos durante o transporte e € promissor para garantir
a sobrevivéncia e o bem-estar de juvenis de pacus, também ndo provocou lesdes graves
as branquias dos juvenis de pacus.

Palavras-chave: Carvacrol, Hematologia, Histologia, Pacu, Sedativo fitoterapico
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Abstract

In fish farming, fish are subject to several situations that can lead to stress, such as
transportation, and the sedation with natural herbal additives can reduce the effects of
stress. The aim of this study was to verify the effects of including Lippia origanoides
essential oil (EOLO) in the water used to transport pacu juveniles on hematological,
immunological, biochemical, residual depletion and histological evaluation of the gills.
Five concentrations of EOLO (0, 5, 10, 15 and 20 uL L) were added to the water used
to transport pacus (n = 160; 54.63 + 6.43 g), transported for four hours, with analysis of
samples collected at different times during the experiment (before transport, one hour
after, 24 hours after and 48 hours after). For each treatment and transport times, the
hemato-immunological and biochemical parameters were evaluated: Glucose, hemoglin,
hematocrit, number of erythrocytes, MCV, MCH, MCHC, leukocytes and thrombocytes.
The residual depletion of EOLO in the pacu carcass after transport and evaluation of
histological changes in the gills AHI were also evaluated. There was no interaction
between treatments (EOLO concentrations) and collection times for glucose, hematocrit,
hemoglobin, MCV, MCHC, MCH and leukocytes (P > 0.05). Pacus transported with 20
uL L EOLO had significantly lower glucose values than the control group and other
concentrations evaluated (P < 0.05). Erythrocytes and thrombocytes were affected by
treatment, collection time and their interaction (P < 0.05), the highest erythrocyte values
observed were for pacus transported with 5 uLL. L* EOLO compared to the control group.
On the other hand, the highest thrombocyte values observed were for pacus transported
with 20 pL L™t EOLO compared to the control group (p < 0.05). In the evaluation of the
means of histological changes of the gills, no significant differences were observed (p >
0.05). In the analysis of residual compounds, carvacrol was identified in all treatments
after transport; after 48 hours, it was no longer possible to find carvacrol in the pacu
fillets. The use of 20 pL L EOLO in the transport water for 4 hours is capable of
maintaining low glucose levels during transport and is promising for ensuring the survival
and well-being of pacu juveniles. It also did not cause serious lesions to the gills of pacu
juveniles.

Keywords: Carvacrol, Hematology, histology, Phytotherapeutic sedative, Pacu
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Introducéo

Anestésicos sdo ferramentas essenciais na aquicultura, amplamente utilizados
para acalmar, capturar, transportar, amostrar, medir e manusear peixes (Ferreira et al.
2020; Ventura et al. 2020; Liu et al. 2022; Oliveira et al. 2024a). Entre 0s anestésicos
mais comuns estdo tricaine methanesulfonate (MS-222), quinaldina, benzocaina,
metomidato, propofol, 6leo de cravo, eugenol e 2-fenoxietanol (Neiffer e Stamper 2009).
Porém, a literatura relata que alguns anestésicos sintéticos podem causar efeitos colaterais
graves, como irritacdo das branquias, secrecdo excessiva de muco e supressdo dos
sistemas cardiovascular, respiratorio e imunologico dos peixes (Souza et al. 2019; Aydin
e Barbas 2020).

Nesse sentido, os 6leos essenciais extraidos de plantas tém se destacado como
alternativas promissoras aos anestesicos sintéticos (Purbosari et al. 2019), devido
principalmente as suas propriedades bioativas multifacetadas, que incluem efeitos
anestésicos e/ou sedativos, imunoestimulantes, antioxidantes e antimicrobianos (Souza et
al. 2019; Almeida et al. 2021; Dawood et al. 2022). Nesse contexto, a adi¢cdo de Oleos
essenciais na dgua de transporte de peixes em sacos plasticos pode preservar a qualidade
da &gua, reduzir o estresse e aumentar as taxas de sobrevivéncia (Ventura et al. 2020;
Boaventura et al. 2021; Ferreira et al. 2022).

Nos atuais estudos de sedacdo e anestesia durante 0 manejo estressante de peixes,
a avaliacdo histopatologica de tecidos, pode auxiliar na compreensdo, avaliacdo e
prevencdo dos efeitos do estresse e de quadros patogénicos, como nas avaliagcbes das
branquias e figado, uma vez que, sdo Orgdos cruciais para avaliar a sensibilidade dos
tecidos expostos a substancias toxicas e diferentes alteracbes no ambiente aquatico
(Evans et al. 2005; Branddo et al. 2021; Martins et al. 2018; Silva et al. 2023). A técnica
de avaliacdo ocorre pela visualizacdo dos tecidos seccionados e corados em lamina
permitindo avaliacdo de possiveis alteracdes celulares e teciduais (Martins et al. 2018).

Na utilizacdo de sedativos e anestésicos na piscicultura também € importante
realizar a avaliacdo da deposicdo desses compostos nos diferentes tecidos dos peixes,
pois, essa deposicdo pode afetar negativamente as caracteristicas organolépticas da carne,
com a andlise da deplecdo residual desses componentes sendo uma medida importante
para 0 consumo seguro da carne (Meinertz et al., 1996; Guenette et al., 2007).

Nesse contexto, a Lippia origanoides Kunth (Verbenaceae), é uma planta
arbustiva aromatica encontrada desde o sul da América do Norte ao norte da América do

Sul, seu consumo tem sido atribuido principalmente por suas propriedades terapéuticas e
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culinérias (Oliveira et al. 2007; Soares et al. 2017). Na aquicultura, o 6leo essencial de L.
origanoides (EOLO) demonstrou efeitos anestésicos em tambaqui (Colossoma
macropomum) (Silva et al. 2019) e jundia (Rhamdia quelen) (Bandeira-Junior et al.
2019). Ademais, o EOLO também mostrou capacidade terapéutica contra patdégenos de
peixes, sendo capaz de reduzir o estresse e doencas (Oliveira et al. 2024b). No entanto,
os efeitos especificos da adicdo do EOLO na &gua de transporte de peixes vivos
permanecem ainda desconhecidos.

Dentre as espécies nativas produzidas no pais, o pacu (Piaractus mesopotamicus)
é uma espécie nativa com ampla distribuicdo na América do Sul, na bacia dos rios Parana,
Paraguai e Uruguai (Urbinati et al., 2013). Possui extenso potencial para produgéo
piscicola, pela sua rusticidade, facil adaptacdo as condi¢des de cultivo, habito alimentar
onivoro e aceitagdo no mercado consumidor (Signor et al., 2010).

Assim, 0 objetivo do atual estudo foi investigar a adicdo de diferentes
concentracbes de EOLO na agua de transporte de juvenis de pacus (Piaractus
mesopotamicus) em sacos plasticos, avaliando seus efeitos nos parametros de qualidade

da &gua, nas respostas fisiologicas e histopatologicas, e nos compostos residuais no filé.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Centro de Exceléncia em Ciéncia Animal do
Cerrado e Pantanal (CECA), da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul (UEMS),
no municipio de Aquidauana, Mato Grosso do Sul, Brasil. Todos os procedimentos foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA, n° 008/2023)
da UEMS.

Colheita, preparacao e perfil quimico do EOLO

Espécimes de L. origanoides foram cultivadas no setor de plantas Medicinais e
Hortalicas da Embrapa Amazonia Ocidental (Manaus, Amazonas, Brasil). Apds a
colheita, as folhas frescas foram usadas para extracao do 6leo essencial de L. origanoides
(EOLO) que ocorreu por hidrodestilacdo em aparelho Clevenger (2 h) e armazenado em
frasco &mbar a -4 °C. A composicao quimica do EOLO foi determinada por cromatografia
gasosa-espectrometria de massas (GC-MS) no Laboratério de Analise Instrumental do
Centro de Estudos em Recursos Naturais da UEMS (Dourados, Mato Grosso do Sul,
Brasil).
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Para preparacdo das solucGes estoques, foi utilizado alcool etilico (99,5%) em
todas as concentragcdes EOLO (1:10, V/V) para promover sua completa dissolucdo em
agua. No tratamento controle (0 uL L* EOLO) foi usado o maior volume de alcool gasto
para diluir a maior concentragio de EOLO, ou seja, 200 pL de alcool etilico L.

Animais e aclimatacao

Espécimes de P. mesopotamicus foram adquiridas do setor de Piscicultura, do
CECAJ/UEMS. Os peixes foram aclimatados por duas semanas em tanques circulares de
polietileno (350 L), em sistema de circulacdo de fluxo continuo de &gua e aeracdo
constante. A temperatura da agua esteve em 26,38 + 0,12 C°, o pH entre 6,49 £+ 0,07, 0
oxigénio dissolvido de 5,67 + 0,20 mg L, e amdnia total de 0,31 + 0,06 mg L™*. Os
parametros de qualidade de agua foram mensurados trés vezes durante a semana, cerca
de 30 min antes do fornecimento da racdo. Os animais foram alimentados com dieta
comercial (36% de proteina bruta - Supra, ACQUAIine), duas vezes ao dia (09:00 e
16:00), até a saciedade aparente. Previamente ao experimento, todos os peixes foram

submetidos ao jejum de 24 h.

Procedimento experimental

Espécimes de pacus (n = 160; peso medio= 54,63 + 6,46 g) foram utilizados neste
experimento e distribuidos, aleatoriamente, em 15 sacos plasticos de 80 x 60 cm (unidades
experimentais), com um volume total de 60 L, contendo 20 L de &gua, 2/3 de oxigénio
puro, na densidade de 10 peixes por saco. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em cinco tratamentos e trés repeticdes cada como ilustrado na figura 1., a
saber: grupo de peixes transportados com 0 pL L™ EOLO, ou seja, 200 pL de alcool
etilico L™ (Tratamento controle), grupo de peixes transportados com 5 pL L EOLO
(Tratamento 1), grupo de peixes transportados com 10 pL L* EOLO (Tratamento 2),
grupo de peixes transportados com 15 uL L EOLO (Tratamento 3) e grupo de peixes

transportados com 20 puL Lt EOLO (Tratamento 4). A agua usada para enchimento dos
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sacos plasticos esteve com temperatura de 26,89 + 0,52, pH de 6,49 + 0,22, oxigénio
dissolvido em torno de 4,32 + 0,83 mg L™ e amdnia total de 0,05 + 0,01 mg L™,

i I T |7 77| n=n2depeixes

| n=10 || n=10 | | n=10 || n=10 | | n=10 | Rep=Repeticdes

K~ ' = 1= | =2 = Total= ‘
_~ !  — tal= 160 peixes

| D | | Dl | VeD | | VD | | | ° P

| T | ;f‘ n \ ) \ | w | (54,63 %6,46 g)

| _n=10 | | | n=10 . _n=10 | ‘: n=10 |

=ql=Uq=9

| 7 | TS | | TS | | 7D |

| n=1 | n=10 | | n=10 | | n=10

o 2 | = | &~ |

R, | VD | | VD | | VD |

— T T [ T ]
0,0 uLL? 50uLL? 10,0 puL L 150 uL Lt 20,0 pL L
Rep=3 Rep=3 Rep=3 Rep=3 Rep=3

Figura 1. Delineamento experimental de juvenis de pacu P. mesopotamicus transportados
com agua contendo diferentes concentracdes do 0leo essencial de Lippia origanoides.

Os sacos plasticos foram fechados (8:00 h) e transportados em um veiculo
utilitario por 4 h (Becker et al. 2012). Apds o fim do transporte, 0s sacos foram abertos e
0s parametros de qualidade da agua foram imediatamente mensurados. Dois peixes de
cada saco foram amostrados para colheita de sangue e tecido (bréanquias) nos seguintes
tempos: 0 (imediatamente ao fim do transporte), 24 e 48 h ap0s o transporte (n = 6 peixes
por tratamento em cada tempo). Um grupo de 10 peixes que ndo foram transportados, no
inicio do experimento foram amostrados aleatoriamente para coleta de sangue e tecidos,
sendo estes considerados valores de referéncia (basal).

Os peixes restantes de cada tratamento foram realocados em cinco tanques
circulares (semelhante as condicdes de aclimatacdo) para avaliacdo da taxa de

sobrevivéncia e retorno a alimentacdo durante sete dias.
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Parametros de qualidade da agua

Os parametros de qualidade da &gua foram mensurados antes e logo apds o fim do
transporte. A temperatura, pH e oxigénio dissolvido foram medidos usando uma sonda
multipardmetro (HI19894 - Hanna®). A aménia total foi quantificada através do
fotocolorimetro de bolso (Hanna Checker — HI7 15).

Coleta de sangue e tecidos

Amostras de sangue (1,0 mL) foram coletadas de cada peixe por pun¢édo caudal
com seringas banhadas com acido etilenodiaminotetracético (EDTA, 3%). Em seguida,
os peixes foram eutanasiados, por meio de dessensibilizacdo com gelo e concussao
cerebral, para remocao de amostras teciduais. Amostras do primeiro arco branquial direito
de cada peixe foram coletadas, identificadas, preparadas em solucdo de formol 10%
tamponado (pH 7,2), para processamento de laminas histologicas. J4, as amostras de filé
foram coletadas, identificadas e posteriormente congeladas a -20 °C, para realizacdo das

analises de compostos residuais do EOLO.

Analises de compostos residuais do EOLO no filé

As analises de compostos residuais do EOLO no filé de pacus foram realizadas no
Laboratorio de Analise Instrumental do Centro de Estudos em Recursos Naturais da
UEMS (Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil). Amostras de musculo fresco (10 g) foram
extraidas com 50 mL de hexano grau cromatografico em ultrassom por 30 min para
avaliacdo dos compostos residuais do EOLO, conforme adotado recentemente por
Moreira et al. (2024). Apoés a extracdo foi realizada a filtracdo e o residuo solido foi
extraido novamente duas vezes pelo mesmo processo. Os filtrados obtidos foram unidos
e 0 volume reduzido para 1 mL.

As amostras foram submetidas a analise empregando um cromatégrafo gasoso
(GC-2010 Plus, Shimadzu, Kyoto, Japan) acoplado a um espectrémetro de massas (GC-
MS Ultra 2010, Shimadzu, Kyoto, Japan), realizado a analise. Utilizou-se uma coluna
capilar de silica fundida DB-5 (J and W, Folsom, California, USA) 5% de fenil-

dimetilpolisiloxano em silica fundida capilar (30 m de comprimento x 0,25 mm de
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didmetro interno x 0,25 um de espessura de filme). As condi¢Ges de analise foram: rampa
de aquecimento com temperatura inicial de 50 °C alcan¢ando 280 °C a 3°C/ minutos
permanecendo na temperatura final por 10 minutos. O hélio (99,999 %) foi empregado
como gas de arraste (1 mL min?) e as inje¢es foram de 1 puL no modo split 1:20. As
temperaturas do injetor, detector e da linha de transferéncia foram 250°C, 290°C e 290°C,
respectivamente. Os parametros de varredura do espectrometro de massas incluiram
voltagem de ionizac&o de impacto de elétron de 70 eV, com m/z 45 a 600 e intervalo de
varredura de 0,3 segundos.

As identificages das substancias foram feitas utilizando o indice de retencéo calculado
(IC) empregando o padrdo de alcanos lineares (C7-Caso, Sigma Aldrich com pureza >
98%), além de comparacBes do IC com os indices da literatura (Adams, 2007) e
interpretacdo dos espectros de massas das amostras e da comparacdo com as bases de
dados (NIST21 e WILEY229). A curva analitica foi construida por padronizagéo externa
para a quantificacdo residual carvacrol, sendo o constituinte majoritario do EOLO. A
linearidade do método foi determinada pela curva de regressdo linear empregando as
concentragdes 100, 50, 25, 10, 1.0; 0.5, 0.25 pg kg'. Os limites de deteccdo e
quantificacdo foram avaliados em diferentes concentracdes empregando a relacdo sinal

ruido.

Analises sanguineas

As andlises sanguineas foram realizadas no Laboratdrio de Sanidade de Peixes da
UEMS, Aquidauana, Mato Grosso do Sul, Brasil. Os valores de glicose sanguinea foram
quantificados por meio do medidor de glicemia portatil digital (Accu Check Roche®). O
hematocrito (%) foi mensurado através do método de microhematdcrito (Goldenfarb et
al. 1971) e a hemoglobina (g dL?) foi medida pelo método da cianometahemoglobina
(Collier 1944). Amostras de sangue foram coletadas em duplicata de cada animal e as
laminas foram secas, a temperatura ambiente, e coradas com May Grinwald-Giemsa-
Wright, conforme descrito por Tavares-Dias e Moraes (2006), para contagem total de
trombdcitos e leucécitos pelo método indireto de Ishikawa et al. (2008), as leituras foram
realizadas em microscopio éptico (1000x) com auxilio de contador digital. A contagem
total de (eritrdcitos) foram realizadas em camara de Neubauer usando a diluigdo de 1:200

com solugdo de Dacie (citrato de sodio, cloreto de tolonio e formalina 37-40%). Os
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indices hematimétricos foram calculados da seguinte maneira: Volume corpuscular
médio — MCV (fL) = Hematdcrito*10 / Eritrécitos; Hemoglobina corpuscular média -
MCH (pg) = Hemoglobina*10 / Numero de eritrocitos; Concentracdo média de
hemoglobina corpuscular — MCHC (g dLt) = Hemoglobina*100 / Hematdcrito, conforme
sugerido por Ranzani-Paiva et al. (2013).

Histologia de branquias

Amostras teciduais (branquias) foram processadas através de técnicas histologicas
de rotina para cortes em parafina (3 um), corados com Hematoxilina & Eosina (H&E)
(Carson e Cappellano, 2009). Para a analise histologica, imagens digitais (n=10) foram
capturadas aleatoriamente a partir das seccdes histoldgicas, utilizando uma camera digital
acoplada a um microscépio (Leica DM5500 B) com aumento adequado para cada analise.
As andlises histopatologicas foram realizadas com o software Imagej (Imagej®).

Para as branquias, foi coletado o primeiro arco branquial direito de cada peixe. A
analise histopatoldgica foi realizada de forma semiquantitativa, com utilizacdo de dois
critérios de avaliacdo: Critério 1 — Classificacao das lesbes nas branquias baseado no tipo
e local da lesdo separadas em cinco grupo (a= Hipertrofia e hiperplasia do epitélio das
branquias e mudancas relacionadas; b= Alteracfes na mucosa e nas células cloreto; c=
parasitas de branquias; d= AlteracGes nos vasos sanguineos; e= Estagios terminais)
(Poleksic & Mitrovic-Tuntundzic, 1994).

O critério 2 é a classificacdo em estagios das lesbes branquiais do critério 1,
baseado no escopo de reparacdo das lesbes, ou seja, a possibilidade de reparacdo da
estrutura do tecido branquial, separado em trés estagios: 1= Alteracdes que ndo causam
danos severos sem possibilidade de reparacdo a partir de mudancas no ambiente e
condicao dos peixes; 2= Alteracdes mais severas ocasionando efeitos negativos associado
as funcdes do Orgdo; 3= A restauracdo do tecido e estrutura das branquias nao é possivel
(Poleksic e Mitrovic-Tuntundzic, 1994; Schwaiger et al., 1997). Entdo foi determinado o
indice de alteracdo histopatologica (HAI) determinado pelos estagios (1, 2 e 3) das
alteracOes nas branquias, pela formula HAI= £1+10¥X2+102X3. O resultado encontrado
indica o grau de alteracdes nas branquias dos peixes, sendo, 0 a 10 funcionamento normal
das brénquias; 11 a 20 alteracdo leve a moderada; 21 a 50 alteracdes moderadas a pesadas;

Acima de 100 danos irreparaveis (Poleksic & Mitrovic-Tuntundzic, 1994).
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Analises estatisticas

A homogeneidade das variancias e a normalidade dos dados foram avaliadas pelos
testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. As variaveis de qualidade da &gua e
de histopatologia de branquias, medidas antes e logo ap6s o transporte, foram analisadas
por ANOVA de uma via, seguida pelo teste de Tukey (p < 0,05); além disso, o teste de
Dunnett (p < 0,05) foi utilizado para comparar as concentragdes de EOLO com o grupo
basal. Os parametros sanguineos foram examinados por ANOVA de duas vias, seguida
pelo teste de Tukey (p < 0,05). J4, os resultados dos compostos residuais do EOLO foram
analisados por analises descritivas. As analises estatisticas foram realizadas no software
SAS e Infostat.

Resultados
A sobrevivéncia foi de 100% durante e apos sete dias do fim do experimento.

Ademais, todos os peixes retomaram a alimentagdo em até 24 h.

Composicao quimica do EOLO
Os trés principais compostos do EOLO sdo: carvacrol (49,7%), p-cimeno (13,3%)

e timol (9,9%), com menores niveis de outros componentes (Figura 2).

i Teor (%)
Ipsdienol |

Acetato de carvacrila 1
(E)-2-hexenal
Alfa-pineno 1
1l-octen-3-ol 1
Timil-metil-éter 1
1,8-cineol 1
Oxido de cariofileno 1
Umbelulona 1
Alfa-terpineno 1
Alfa-tujeno 1
(E)-beta-cariofileno 1
Mirceno 1
Linalol |
gama-terpineno ]
Timol ™

Componentes do dleo essencial de Lippia origanoides

p-cimeno =

Carvacrol S ———

1 1 1 1 1 1
0 10 20 30 40 50

Figura 2. Composigdo quimica do 6leo essencial de Lippia origanoides.
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2492  Parametros de qualidade da agua

2493 N&o houve diferencas significativas (P > 0,05) nas varidveis de qualidade da 4gua

2494  imediatamente apds o transporte de juvenis de pacus expostos a diferentes concentracdes

2495 de EOLO (Tabela 1). Contudo, entre os diferentes tempos de transporte (Antes e apds o

2496  transporte) foram observadas diferencas (P < 0,05) para os valores de temperatura, pH e

2497  amonia total.

2498

2499  Tabela 1. Variaveis de qualidade da agua antes e ap6s 4 h de transporte de juvenis de

2500 Piaractus mesopotamicus (pacu) em sacos plasticos contendo agua com diferentes

2501 concentracOes de Oleo essencial de Lippia origanoides (EOLO)

Antes do transporte  Apds o transporte (Tratamentos - EOLO)

Variaveis Basal OuLL? 5uL L? 10pL Lt 15uL Lt 20 uL L
Temperatura (°C) 2691+0,24 3211+241* 32,67+061* 3287+052* 32,75+0,24* 32,26+047*
pH 6,47+021 589+026*  592+0,04*  593+011* 593+0,07* 590+0,07*
Oxigeénio dissolvido (mg L)  4,26+0,84  6,88+2,46 6,38 + 3,23 6,42 + 2,65 5,92 + 2,48 7,12+ 2,05
aménia total (mg L) 005+001 264+106* 245+031* 245+076* 243+0,25* 239+0,17*

2502 Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. O asterisco representa uma diferenca significativa

2503  entre os tratamentos e o grupo basal (P < 0,05).

2504

2505  Parametros sanguineos

2506 N&o houve interacdo entre os tratamentos (concentragdes de EOLO) e os tempos

2507  de coleta para glicose, hematécrito, hemoglobina, VCM, CHCM, HCM e leucocitos (P >

2508 0,05) (Tabela 2). Emrelacédo aos tratamentos, observa-se que pacus transportados com 20

2509 pL L EOLO tiveram valores de glicose significativamente menores do que o grupo

2510 controle e demais concentracfes avaliadas (P < 0,05). Em relagdo ao periodo de coleta,

2511 os maiores valores de glicose, VCM, leucdcitos e trombdcitos foram observados logo

2512  apos o transporte, com reducdo 48 h pos-transporte. Em contrapartida, os maiores valores

2513  de hemoglobina, CHCM e HCM foram observados logo apds o transporte e 48 h pds-

2514  transporte, com menores valores observados 24 h pds-transporte.

2515 Os eritrdcitos e trombdcitos foram afetados pelo tratamento, tempo de coleta e sua

2516 interacdo (P < 0,05) (Tabela 3 e 4). Os maiores valores de eritrocitos observados foram

2517  para pacus transportados com 5 pL L? EOLO em comparagdo ao grupo controle,

2518 imediatamente apds o transporte (P <0,05); sendo as demais concentracGes semelhantes

2519 entre si. No entanto, os niveis de eritrocitos retornaram ao normal em todos as

2520  concentracbes EOLO dentro de 24 h pos-transporte. Ao comparar dentro de cada

2521 tratamento, 0os maiores niveis de eritrécitos foram encontrados 48 h pds-transporte e

2522  variou de 1,52 + 0,03 a 1,55 + 0,04 (x10®). J4, os maiores valores de trombdcitos
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observados foram para pacus transportados com 20 uL L EOLO em comparagdo ao
grupo controle, imediatamente apds o transporte (P <0,05); sendo diferente ainda do
grupo basal (antes do transporte). No entanto, os niveis de trombdcitos retornaram ao
normal em todas as concentracfes de EOLO 48 h pds-transporte. Ao comparar dentro de
cada tratamento, os maiores niveis de trombdcitos foram encontrados 48 h pds-transporte
e variou de 1,23 +0,09 a 1,74 + 0,59 (x1073).

Histopatologia de branquias

Na avaliacdo das médias das alteracdes morfoldgicas das branquias, ndo foram
observadas diferencas significativas (p > 0,05) para o IAH, entre os diferentes tempos de
coleta e as concentragdes de EOLO (Tabela 5). Em todos os grupos, identificaram-se
alteracdes ndo patoldgicas de leves a moderadas nas branquias (Hiperplasia e fusédo do
epitélio lamelar, dilatacdo capilar, deslocamento do epitélio lamelar, aneurisma lamelar e

ruptura epitelial com hemorragia) (Poleksic e Mitrovic-Tutundzic, 1994).

Constituintes residuais do EOLO

As concentragdes de EOLO utilizadas no transporte de pacus foram bem
reduzidas, resultando em teores de compostos residuais no musculo que, na maioria dos
casos, ficaram abaixo dos limites detectaveis. Contudo, o composto principal do EOLO,
o carvacrol, foi observado nas amostras apresentando efeito quadratico entre o0s
tratamentos logo ap0s o transporte com maior concentracdo do carvacrol para o
tratamento de 20 puL L de EOLO (Figura 4.). Como a figura 4 ilustra pacus transportados
com 5 pL L de EOLO na agua apresentaram baixissimos teores de carvacrol, variando
entre 0,58 e 0,67 g kg™ imediatamente apos o transporte, que ndo foram detectados nos
periodos subsequentes de coleta (24 e 48 h pos-transporte). J&, 0s pacus transportados
com 10 e 15 pL L de EOLO apresentaram teores de carvacrol variando de 1,16 a 1,95
ug kg logo apos o transporte, que ndo foram detectados nos periodos subsequentes de
coleta. Por outro lado, pacus transportados com 20 pL L™ de EOLO apresentaram teores
de carvacrol no filé variando de 2,44 a 2,66 ug kg imediatamente apos o transporte, e
de 0,51 a 0,61 ug kg apds 24 h do fim do transporte, ndo sendo observado 48 h pds-

transporte.
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Tabela 2. Valores (média + desvio padréo) dos parametros sanguineos em trés tempos de coleta ap6s 4 h de transporte de Piaractus mesopotamicus submetidos
a diferentes concentracGes do dleo essencial de Lippia origanoides

Glicose Hematdcrito  Hemoglobina Eritrécitos Leucocitos T.  Trombdcitos T.
(mg dL?) (%) (gdL?) (x 10%) VCM CHCM HCM (x 109) (x 109)
Tratamentos (EOLOQ) OuL Lt 7341+4622ab 17,56+7,90 11,22+5,16 1,33+0,34b  129,13+58,63 67,87 +27,45 78,61 + 35,38 9,95+4,63b 3,48+2,00c
5uLL! 86,47+4186ab 19,33+7,82 13,45+6,14 1,49+0,16a 142,04 +47,05 65,11 + 32,84 89,57 + 38,27 13,49+6,03ab 4,93+341c
10uL LY 70,94+4224ab 19,20+550 14,99 + 6,03 1,42 +0,12ab 140,64 + 44,28 82,65 + 50,61 106,02 + 33,39 14,02 + 6,33 ab* 7,44 +£4,16 bc
15ul Lt 97,25+4821a 21,44+542 12,48+6,48 1,41 +0,11ab 159,61 + 37,20 68,00 + 28,43 87,02 + 43,96 12,15+549ab 9,87 £ 6,85 ab*
20uL Lt 58,88+28,29b 19,29+7,58 14,08+11,55 1,41+0,13ab 141,91+51,92 67,57 +39,32 100,05+43,96 15,68+5,32a* 12,40+ 6,46 a*
Antes do transporte 0 84,33+42,88 20,50+ 7,97 11,28 + 4,95 1,47+0,07 139,83+57,56 56,76 + 15,49 76,96 + 35,73 7,09 £2,22 2,57+1,08
Tempos de coleta (h) 1 97,86 +48,02a 1857+6,76 1355+3,84a 1,37+0,17b 14864+383la 7583+3236a 9869+2045a 1541+3,69a 9,93+513a
24 79,15439,14ab 21,68+8,27 991+9,01b 1,31+0,24b 16528+5559a 37,79+1233b 61,10+2863b 1560+523a 10,10+5,76a
48 55,59 +2501b 17,71+494 16,05+6,70a 1,54+0,05a 11458+3254b 96,03+44,10a 104,63+43,33a 7,99+4,65b 3,15+2,36 b
p-value Tratamentos (A) 0,042 0,597 0,256 <0,000001 0,260 0,665 0,363 0,00334 <0,000001
P-value Tempos (B) 0,0002 0,085 <0,000001 <0,000001 0,00062 <0,000001 0,00003 <0,000001 <0,000001
p-value da interacdo
(AxB) 0,099 0,299 0,524 <0,000001 0,375 0,298 0,806 0,208 0,010
CV (%) 51,41 35.1 39,4 3,16 30,38 46,36 38,28 31,58 43,48

Meédias seguidas por letras diferentes em uma coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05); CV = Coeficiente de variacdo. * indica diferenca significativa em relacdo as variaveis
antes do transporte (p<0,05).
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2554  Tabela 3 - Detalnamento da interaco para eritrdcitos (x 10®) (média * desvio padrio)
2555  de juvenis de Piaractus mespotamicus (pacus) em 1, 24 e 48 h ap0s transporte com 6leo
2556  essencial de Lippia origanoides (EOLO)
ConcentracOes de EOLO
Tempode OpLL? 5uL L? 10pL Lt 15 L Lt 20 uL Lt
coleta (h)
1 1,37 £0,046bB 1,24 +0,026cC 1,28 £ 0,021bcC 1,24 £0,042cC 1,65 +0,023aA
24 1,27 £0,039bC 1,38 +0,047aB 1,40 £0,044aB 1,40 +£0,051aB 1,28 + 0,054bC
48 1,55+ 0,044A 152+0,034A  153+0044A 154+0043A 1,53+0,045B
2557 Letras minGsculas diferentes na mesma linha e letras maitsculas diferentes na mesma coluna indicam
2558  diferengas significativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
2559
2560 Tabela 4 — Detalhamento da interacdo para trombdcitos (x 10-%) (média + desvio padrio)
2561  de juvenis de Piaractus mespotamicus (pacus) em 1, 24 e 48 h ap6s transporte com 6leo
2562  essencial de Lippia origanoides (EOLO)
ConcentracOes de EOLO
Temposde OpL L™ 5uLL? 10 uL Lt 15 uL Lt 20 uL Lt
coleta (h)
1 5,06 £1,024b 5,95 £ 0,645b 6,79 £ 3,391bAB 15,26 £ 3,699aA 14,70 + 1,390aA
24 3,89+£2,009d 4,81+3158bc 12,56 +2,605abA 16,46 £ 4,184aA 6,46 £ 5,023cdA
48 1,39 +0,358 1,74 +1,522 1,23 + 0,098B 1,24 + 0,443B 1,74 £ 0,598B
2563 Letras minuGsculas diferentes na mesma linha e letras maitsculas diferentes na mesma coluna indicam
2564  diferencas significativas pelo teste de Tukey (P < 0,05).
2565
2566 Tabela 5 - Indice de alteracdo histopatologica (IAH) das branquias de juvenis de
2567  Piaractus mesopotamicus (pacu) transportados com Oleo essencial de Lippia origanoides
2568 (EOLO)
IAH
Tratamentos (EOLO) OpLL? 17,42 £2,11
5uLL? 20,36 + 6,21
10 pL L 19,57 + 3,74
15uL L1 18,73 + 6,56
20 uL L*? 18,47 £ 6,12
Antes do transporte (basal) 0 17,40+£3,81
Tempos de coleta (h) 1 20,83 £4,58
24 18,57 + 6,65
48 17,35+ 3,82
p-value Tratamentos (A) 0,660
P-value Tempos (B) 0,101
p-value da interacéo (A x B) 0,903
CV (%) 25,84
2569  Néo houve diferenca significativa entre os tratamentos e os tempos de coleta (P > 0,05); CV — Coeficiente
2570  de variagdo.
2571
2572
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2574  Figura 3. Concentracéo de carvacrol png kg™ no musculo de juvenis de pacus transportados
2575  com &gua contendo 0Oleo essencial de Lippia origanoides.
2576
2577  Discusséo
2578 O oleo essencial de Lippia origanoides utilizado no trabalho apresentou o
2579  composto carvacrol um fenol monoterpendide (49,7%) em maior concentracdo em sua
2580 composicdo quimica, correspondendo ao quimiotipo carvacrol ja identificado na Lippia
2581 origanoides (Stashenko et al., 2010), entdo € possivel classifica-lo como o principal
2582  constituinte, uma vez que, na classificacdo dos compostos dos Oleos essenciais 0s
2583  principais sdo aqueles com concentracdes entre 20 e 95%, os demais compostos
2584  observados em concentraces mais elevadas foram o p-cimeno (13,3%) e timol (9,9%)
2585 classificados como constituentes secundarios (1-20%) (Bakkali et al., 2008). Em
2586 trabalhos anteriores, ja foi investigada a atividade sedativa e imunoestimulante do EOLO
2587  parapeixes, com o carvacrol identificado como constituinte principal (Becker et al., 2018;
2588 Addam et al., 2019; da Silva et al., 2019). Entdo, a possivel atividade sedativa observada
2589  em juvenis de pacu no presente estudo apés o transporte pode ser atribuida ao constituinte
2590 carvacrol do 6leo essencial de L. origanoides.
2591 No uso de substancias sedativas naturais durante o0 manejo e transporte de peixes,
2592  é crucial considerar a deplecgdo residual dos componentes, devido a possibilidade desses
2593 compostos deixarem residuos nos diferentes tecidos dos peixes, uma vez que, sua

2594  acumulagdo pode afetar as caracteristicas organolépticas da carne, com possibilidade de
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prejudicar o consumo e saude dos consumidores. Portanto, a anélise da deplecéo residual
é importante (Meinertz et al., 1996; Guenette et al., 2007). Na aplicacdo de diversos
compostos em espécies destinadas a producdo de alimentos, deve ser determinado o limite
maximo de residuos (LMR), que é a concentracdo maxima de residuo de uma determinada
substancia legalmente permitida nos alimentos (EMA, 2024).

Para o carvacrol, ja existem normativas que determinam a ingestdo dietética
méaxima recomendada para a populacdo, derivada da pesquisa da comissdo da Unido
Europeia. (2019), foi determinado um méaximo de exposi¢do alimentar média ndo superior
a 0,03 mg/kg (30 pg kg™) de peso corporal para a maioria dos grupos populacionais. No
presente estudo a concentracdo residual do carvacrol foi diferente entre os tratamentos
(p<0,05) logo apbs o transporte apresentando efeito quadratico com o valor residual
minimo de 0,58 pg kg* para a concentracdo de 5 pL L™ e de maximo de 2,66 g kg*
utilizando a concentragdo de 20 pL L™ logo apds o transporte, ou seja, antes do periodo
de depuracdo, o valor se encontrava abaixo do limite de utilizacdo estabelecido
demonstrando a seguranca de utilizacdo do EOLO.

A deplecdo residual dos componentes dos 6leos essenciais ja foi observada
previamente no pacu, na pesquisa de Ventura et al. (2021) que avaliaram a deplecao
residual do 6leo essencial de Ocimum basilicum, e de forma semelhante a atual pesquisa,
onde observaram a reducdo de 63,21% e 87,76% dos principais componentes do 6leo
essencial metil chavicol e linalol respectivamente, no tecido muscular dos peixes apos 24
horas da exposicdo ao 6leo essencial (300 mg L), demonstrando o potencial de deplecéo
dos componentes do muasculo dos pacus. A deplecdo de componentes de 6leos essenciais
também ja foram avaliadas em diferentes espécies como, o Ramdia quelen submetido a
banho de imersdo com éagua contendo S-(+)-linalol (153 mg L™) com avaliacio da
concentracdo residual do componente em diferentes tempos, foi observado reducgédo
significativa da concentracdo do S-(+)-linalol ap6s 12 horas e apds 24 horas ndo foi
observado tragos do componente(Bianchini et al. 2020). Para Oreochromis niloticus
transportados por duas horas com dgua contendo 6leo essencial de Ocimum basilicum, foi
observada concentracdo residual do metil chavicol no musculo logo ap6s o transporte
(20,52 + 2,05 pg kg™) composto majoritario na composicdo centesimal do leo essencial,
no entento, ndo foi possivel identificar a presenca dos demais componentes do 6leo
essencial (Ventura et al. 2020), observacgdo semelhante a encontrada no atual trabalho.

Fatores como glicose também podem influenciar na maior taxa de deplegédo

residual uma vez que pode indicar maior atividade do peixe quando exposto ao estresse
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(Evans e Claiborne. 2006), no entanto foi observada incremento da glicose para o
tratamento de 15 em relacdo ao de 20 pL L de EOLO sem diferenca entre os demais
tratamentos, que ndo foi observada na comparacdo da concentracdo residual. Entdo a
diferenca observada pode ser atribuida ao incremento das concentragcdes do EOLO dos
tratamentos.

Mesmo que abaixo do limite de utilizacdo ainda deve ser ressaltada a importancia
de um periodo de eliminagdo de residuos, garantindo o consumo seguro da carne (Botrel
et al., 2017). Estudos indicam que o tempo necessario para a eliminagdo de componentes
dos Gleos essenciais varia entre 24 e 48 horas ap6s a exposi¢édo (Botrel et al. 2017; Ventura
et al., 2019), que corrobora com o observado no presente estudo.

O uso de fitoterapicos naturais antes e durante o transporte de peixes pode
recomendado na piscicultura, pois auxilia na diminuicdo do metabolismo dos animais, o
que reduz o consumo de oxigénio e a producdo de amdnia (Harmon, 2009; Sampaio e
Freire, 2016). No estudo atual, foi observado um aumento na temperatura apds o
transporte em relagdo a agua antes do transporte, 0 que ja era esperado devido a
temperatura ambiente de cerca de 33 °C durante o procedimento, aliado ao fato de que as
embalagens ndo possuiam isolamento térmico. Essas variacbes na temperatura apos o
transporte em relacdo a temperatura da agua antes do transporte ja foram observadas
anteriormente, como nos trabalhos de Teixeira et al. (2018) que avaliaram o transporte de
tildpias do Nilo com agua contendo o 06leo essencial de Aloysia triphylla e Oliveira et al.
(2024) que avaliaram os efeitos do Oleo essencial de Ocimum gratissimum incluso na
agua do transporte do Brycon hilari. Essa elevacdo de temperatura pode aumentar o
consumo de oxigénio e a concentracdo de amdnia total da agua apds o transporte, uma
vez que, a temperatura influencia na atividade e metabolismo dos peixes (Becker et al.
2012; Oliveira et al., 2024).

As variacdes dos parametros de qualidade da agua ndo foram diferentes entre os
tratamentos, ou seja, as flutuacGes das variaveis avaliadas no transporte ndao foram
resultantes da presenca do EOLO na agua do transporte, possibilitando aferir que as
alteracdes podem ter sido ocasionadas pelo consumo e atividade metabolicos dos peixes,
condicdes do transporte e influéncia do ambiente (Colt et al. 2011; Sampaio e Freire,
2016). Além disso, no presente estudo, os pacus chegaram ao destino com 100% de
sobrevivéncia; fato também observado por Silva et al. (2019), ao anestesiarem tambaquis
com Oleo essencial de L. origianoides.

No atual estudo, os maiores valores de glicose foram observados imediatamente
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apds o transporte para pacus transportados com 15 uL L™t EOLO. Peixes em situagdes
estressantes liberam catecolaminas e corticosteroides que ativam os processos de
gliconeogénese e glicogendlise, que mobilizam e aumentam a glicose na corrente
sanguinea para 0 corpo escapar ou se ajustar as novas condicdes fisiologicas impostas
pelo ambiente (Pankhurst, 2011; Jerez-Cepa e Ruiz-Jarabo, 2021). No entanto, a
hiperglicemia foi observada 1 e 24 h p6s transporte e pode estar relacionada ao aumento
da agitagdo ocasionada pelo procedimento. Entretanto, os valores de glicose tendem a
retornar aos niveis normais (Boaventura et al. 2020; Ferreira et al. 2022b), como
observado neste estudo apds 48 h do fim do transporte. Porém, a concentracéo de 20 pL
L de EOLO foi capaz de reduzir a glicose ap6s o procedimento, indicando uma possivel
reducdo do estresse ocasionado pelo transporte de peixes vivos.

Na avaliagdo da saude dos peixes, € importante mensurar 0S parametros
hematologicos, pois, sdo considerados importantes marcadores de acompanhamento do
bem-estar e saude, pois, alteracdes em seus valores podem ocorrer quando 0s peixes Sao
submetidos a situacOes de estresse (Tavares-Dias et al. 2008). Auxiliando na descricéo de
processos anémicos e de alteracbes homeostaticas (Tavares-Dias et al. 2008). O processo
de estresse pode ocasionar a elevacdo do hematocrito pelo aumento no ndmero de
eritrocitos circulante, resultando também, no aumento da hemoglobina. Dessa forma, a
mensuracdo e avaliagdo dos parametros hematologicos na atual pesquisa podem
evidenciar (Oba et al. 2009)

No atual estudo a maioria dos parametros hematolégicos, como hemoglobina,
hematocrito, VCM, CHCM e CHM, apresentaram valores proximos aos de referéncia
para a espécie (Tavares-Dias e Mariano, 2015). Contudo, foi notada uma elevacdo no
namero total de eritrécitos nos peixes transportados com agua contendo EOLO,
especialmente na concentragdo de 5 uL L EOLO, comparado ao tratamento sem 6leo
essencial (controle). Além disso, observou-se um aumento no nimero de eritrécitos em
todos os tratamentos apOs 48 horas do transporte, o que pode estar relacionado a
hemodiluicdo causada por disfuncdo no sistema de osmorregulacdo dos juvenis de pacu
(Houston et al., 1996). Esse fenbmeno pode ser induzido pelo estresse, seguido de um
retorno a homeostase do organismo (Becker et al., 2016), geralmente associado ao
aumento do fluxo sanguineo branquial (Becker et al., 2012).

No entanto, Oliveira et al. (2018), ao exporem juvenis de tambaqui a diferentes
concentragdes de Oleo essencial de Lippia origanoides por 96 horas, ndo observaram

alterac6es na contagem de eritrocitos. J& Ventura et al. (2020) avaliaram o efeito do 6leo
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essencial de Ocimum basilicum no transporte de tilapias-do-Nilo e, diferente deste estudo,
encontraram uma reducdo no namero total de eritrocitos nos peixes tratados com o dleo,
sem alteracdes em hemoglobina, hematécrito, VCM, CHCM e HCM. De forma
semelhante, Oliveira et al. (2024) analisaram o 6leo essencial de Ocimum gratissimum
em juvenis de Brycon hilarii e ndo detectaram alterages nas variaveis hematoldgicas.

Alterac6es no nimero de eritrocitos podem representar uma tentativa de adaptagéo
ao estresse do transporte. A comparacdo das variaveis nos diferentes tempos pos-
transporte sugere que os valores superiores de hemoglobina, eritrécitos, CHCM e HCM
observados ap6s 48 horas podem indicar o restabelecimento da homeostase e da
osmorregulacdo (Houston et al., 1996). A elevagdo do VCM observada 1 e 24 horas ap6s
o transporte pode estar associada as menores concentragdes de hemoglobina e eritrdcitos
totais (Soares et al., 2017).

Em relagdo aos leucocitos e trombocitos, foram observadas concentragdes maiores
nos tratamentos com EOLO, principalmente no tratamento com 20 pL L-1, que também
diferiu em relacdo aos peixes ndo transportados. Nos tratamentos com 15 pL L-1 e 20 uL.
L-1, houve uma interacdo positiva na quantidade de trombocitos 1 e 24 horas ap0s 0
transporte, comparados aos tratamentos com 0 puL L-1, 5 pL L-1 e 10 pL L-1. Esse
aumento pode estar relacionado ao efeito imunoestimulante e mitigador de estresse do
EOLO, que influencia positivamente a resposta do peixe em situacfes adversas, uma
caracteristica tipica dos 6leos essenciais (Dairiki et al., 2013). Esse aumento inicial das
células imunoldgicas pode ser uma resposta ao estresse, seguida de uma possivel queda,
indicando o enfraguecimento do sistema imune (Vosyliené, 1999), como observado apos
48 horas do transporte.

No presente estudo, foram encontradas alterac6es leves a moderadas em todos os
tratamentos e tempos de coleta avaliados (p>0,05), possivelmente causadas pela presenca
de parasitas, condi¢cBes ambientais ou pelo manejo de transporte (Soares et al., 2017).
Cabe destacar que, em estudos anteriores, 0 EOLO ndo demonstrou efeito citotéxico em
células de diferentes espécies animais (Caballero Gallardo et al., 2012; Escobar et al.,
2010; Sarrazin et al., 2015). No entanto, Soares et al. (2017) observaram lesdes residuais
nas branquias de Colossoma macropomum expostos a concentracdes de 40 mg L-1 de
EOLO. Lesbes branquiais também foram reportadas em peixes da mesma espécie,
expostos a concentragfes de 100 e 150 mg L-1 de dleo essencial de Lippia alba (Soares
et al., 2016).

Diante os resultados apresentados do nosso estudo, pode-se inferir que o EOLO
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foi segura e eficaz como sedativo durante o transporte de juvenis de pacus em sacos

plasticos, sendo capaz de mitigar os efeitos do estresse ocasionado pelo transporte.

Conclusoes

O uso de 20 pL L™ EOLO na agua de transporte de 4 horas é promissor para
garantir a sobrevivéncia e o bem-estar de juvenis de pacus (pesando 54 g), mostrando-se
seguro e eficaz. Sendo, capaz de manter niveis de glicose baixos durante o transporte.
Ademais, 0 EOLO nédo provocou lesdes graves as branquias dos juvenis de pacus. A
concentracdo residual de carvacrol, o principal composto de EOLO no filé foi minima em
24 h pbs-transporte.
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