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Silva, Rafael Carvalho da. Efeito Anestésico e Toxicidade Aguda do Oleo Essencial de
Citrus sinensis em Betta splendens. 2021. 38p. Dissertacdo de mestrado. Pds-Graduagdo em
Ciéncia Animal, Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2021.

RESUMO

O oleo essencial de Citrus sinensis (OECS) apresenta propriedades sedativas e anestésicas,
constituindo assim, uma alternativa aos anestésicos sintéticos comumente usados em
aquicultura. O peixe beta Betta splendens é conhecida pela sua beleza, de grande variedade de
conformacdes corporais e cores, e também pela agressividade demarcada em machos adultos
da espécie. Este trabalho teve o objetivo de estudar a toxicidade aguda do 6leo essencial de
Citrus sinensis em Betta splendens, os tempos de inducdo e de recuperacdo da anestesia, sua
acdo sobre o comportamento agonista de machos adultos e seus efeitos no transporte coletivo
de machos desta espécie. No teste de toxicidade aguda para 48h de exposicao, foram testadas
as concentragdes 0 + 540 uL L™! de etanol (controle), 20, 30, 40, 50 ¢ 60 uL. L™! de OECS, com
seis repeticdes cada, tais concentracbes foram definidas a partir de ensaios previamente
realizados. Em seguida, foi realizado um ensaio para avaliar os tempos de inducdo e
recupera¢do da anestesia (N=6), onde foram avaliadas as concentragdes 0 + 2700 uL L' de
etanol (controle), 25, 50, 100, 150, 200, 250 ¢ 300 pL L' do OECS, com seis repeti¢des para
cada tratamento. A avaliagdo do comportamento agonista entre machos de B. splendens
expostos ao OECS foi realizada através da exposi¢cdo dos animais ao OECS durante encontros
agonisticos, sendo avaliadas as concentragdes 0 + 270 pL L™! de etanol, 10, 20 e 30 uL L™! de
OECS, com seis repeticdes para cada tratamento. Para 0 ensaio de transporte coletivo de
individuos machos durante 6h, foram usadas as concentra¢des de 0,0 ou 20 pL L' de OECS,
com quatro repeti¢bes cada, e tais dosagens foram definidas com base nos ensaios anteriores.
Nesse estudo, foi ainda feita a coleta de branquias para avaliar possiveis danos histolégicos
durante a exposicdo ao OECS no transporte. Em relacdo ao teste de toxicidade aguda do
OECS os resultados mostram que a CLso 48h de OECS foi calculada em 49,17 ul L. No
experimento de inducdo com o OECS, os peixes atingiram diferentes estagios anestésicos, e
ndo foram observadas mortalidades durante a indugdo ou recuperacdo dos peixes. Foram
requeridas concentracdes de OECS a partir de 250 pL L™! para induzir o B. splendens a
anestesia em 3,3 minutos. A adicdo do OECS na agua de transporte de B. splendens machos
permitiu que, ao final do transporte, os animais mantivessem seu estado corporal, sem nenhum
dano aparente externo causado pelo comportamento agonista, diferentemente dos animais
transportados sem a adicdo do OECS, que exibiram alteracfes de cor e com nadadeiras
danificadas, causadas por disputas entre os animais. Os resultados evidenciaram que o0 OECS
na faixa de 10 a 30 uL L' pode atuar como agente redutor da agressdo nesta espécie. Nenhuma
alteracdo histologica foi observada nas branquias dos peixes expostos a 20 pl L™ do OECS
durante o transporte. Assim, conclui-se que a CLso em 48h do 06leo essencial de Citrus sinensis
é de 49,17 pl L. O dleo essencial de Citrus sinensis mostrou-se um anestésico eficaz e seguro
para o B. splendens. Além disso, a concentragdo de 20 pl L™* do OECS é recomendada para o
transporte coletivo de machos desta espécie, uma vez que nenhuma alteracdo na aparéncia
externa dos animais e nem ao nivel histoldgico foi observada nos peixes expostos a esta
concentragéo.

Palavras-chave: Bem-estar, Laranja, Peixes ornamentais, Transporte.



Silva, Rafael Carvalho da. Anesthetic Effect and Acute Toxicity of Citrus sinensis
Essential Oil on Betta splendens. 2021. 38p. Master's dissertation. Post-Graduation in
Animal Science, Post-Graduate Program in Animal Science, Federal Rural University of Rio
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ABSTRACT

Citrus sinensis essential oil (EOCS) has sedative and anesthetic properties, thus constituting
an alternative to synthetic anesthetics commonly used in aquaculture. The beta fish Betta
splendens is known for its beauty, wide variety of body shapes and colors, and also for its
marked aggressiveness in adult males of the species. This work aimed to study the acute
toxicity of Citrus sinensis essential oil on Betta splendens, the induction and recovery times
from anesthesia, its action on the agonist behavior of adult males and its effects on the
collective transport of males of this species. In the acute toxicity test for 48h exposure, the
concentrations 0 + 540 uL L™! of ethanol (control), 20, 30, 40, 50 and 60 pL L™! of EOCS were
tested, with six repetitions each, such concentrations were defined from tests previously carried
out. Then, an assay was performed to evaluate anesthesia induction and recovery times(N=6),
where the concentrations 0 + 2700 uL L' of ethanol (control), 25, 50, 100, 150, 200, 250 and
300 pL L' of the EOCS were evaluated, with six repetitions for each treatment. The evaluation
of agonist behavior among males of B. splendens exposed to the EOCS was performed by
exposing the animals to the EOCS during agonistic encounters, with concentrations of 0 + 270
uL L' of ethanol, 10, 20 and 30 pL L being evaluated of EOCS, with six repetitions for each
treatment. For the collective transport test of male individuals for 6h, concentrations of 0.0 or
20 puL L' of EOCS were used, with four repetitions each, and such dosages were defined
based on the previous tests. In this study, the collection of gills was also performed to assess
possible histological damage during exposure to EOCS during transport. Regarding the EOCS
acute toxicity test, the results show that the EOCS 48h LCso was calculated as 49.17 pl L. In
the EOCS induction experiment, fish reached different anesthetic stages, and no mortalities
were observed during fish induction or recovery. EOCS concentrations from 250 uL L' were
required to induce B. splendens to anesthesia in about 3.3 minutes. The addition of EOCS to
the transport water of male B. splendens allowed the animals to maintain their body status at
the end of transport, without any apparent external damage caused by agonist behavior, unlike
animals transported without the addition of EOCS, which exhibited color changes and with
damaged fins, caused by disputes between animals. The results showed that EOCS in the range
of 10 to 30 pL L' can act as an aggression- reducing agent in this species. No histological
changes were observed in the gills of fish exposed to 20 pl L of the EOCS during transport.
Thus, it is concluded that the LC50 in 48h of Citrus sinensis essential oil is 49.17 pl L. The
essential oil of Citrus sinensis proved to be an effective and safe anesthetic for B. splendens. In
addition, the concentration of 20 pl L of the EOCS is recommended for the collective
transport of males of this species, since no changes in the external appearance of the animals or
in the histological level were observed infish exposed to this concentration.

Key words: Orange, Ornamental fish, Transport, Welfare.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é uma atividade consolidada e em franca expansdo no mundo, muito
embora nos ultimos anos (2001-2018) tenha apresentado uma taxa de crescimento ao ano de
5,3 %, ainda assim a aquicultura se mantém como o setor agroindustrial que mais cresce em
relacdo aos demais. Vale apena ressaltar que em 2018 a producdo aquicola atingiu um novo
recorde histérico com a marca de 179 milhGes de toneladas, com maior destaque para a
producdo de peixes (FAO, 2020).

Dentre os segmentos da piscicultura, a producdo e comercializagdo de peixes
ornamentais figura como uma atividade promissora (DUARTE et al., 2015). No Brasil essa
atividade teve inicio ha pouco tempo e surgiu com a implantacéo de projetos de piscicultura na
década de 70 (ZUANON et al., 2009). Atualmente, seu foco sdo as exportacdes para paises
como Japdo, Estados Unidos, Alemanha e Reino Unido (RIBEIRO et al., 2008). Hoje o Brasilé
reconhecido como um importante exportador de peixes ornamentais, com um volume de
exportagdes que aumentou de U$ 5 milhGes para U$ 6 milhdes no periodo de 2006 a 2007
(PAULA et al., 2018). No pais sdo comercializadas diversas espécies de peixes ornamentais de
agua doce, mas o B. splendens é uma das espécies mais comercializadas (ZUANON et al.,
2009; DUARTE et al., 2015; PAULA et al., 2018).

A indUstria de peixes ornamentais ainda possui muitos desafios, como aumentar as
exportacOes, facilitar a concessdo de crédito aos aquicultores e principalmente reduzir os
prejuizos econdmicos devido a mortalidade decorrente das deficiéncias no manejo, captura e
transporte (RIBEIRO et al., 2008; PEDRAZZANI e OSTRENSKY NETO, 2014;
FERNANDES et al., 2017).

Rotineiramente na aquicultura moderna sao realizadas algumas praticas como a
biometria, andlises patoldgicas, implantes hormonais e transporte (BECKER et al., 2018;
LOPES et al., 2018), o que promove mudangas no ambiente e altera a homeostasia dos peixes e
consequentemente afeta sua saude e desempenho (DUARTE et al., 2015). O conhecimento de
métodos que possibilitem intervencfes menos invasivas € importante a fim de que a
mortalidade seja minima durante o manejo ou transporte (ZUANON et al., 2009; TEIXEIRA et
al., 2017).

Nesse contexto, 0s anestésicos sdo substancias importantes utilizadas para facilitar o
manejo e diminuir o estresse em animais aquaticos (SMALL, 2003), sendo conhecidos como
agentes farmacos que sao capazes de induzir os animais a diferentes estagios anestésicos que
vao desde a sedacgdo leve até a anestesia cirturgica (CAN et al., 2018). Em baixas concentracdes
0s anestésicos sdo usados com a finalidade de sedacdo para reduzir a atividade e a taxa
metabolica, em contrapartida as concentragdes mais elevadas sdo utilizadas durante
procedimentos que sdo considerados estressantes ou dolorosos para os peixes (LOPES et al.,
2018). Por esse motivo, a sedacdo é uma pratica comum durante os procedimentos de
transporte, enquanto que a anestesia geral € mais empregada em procedimentos cirlrgicos
(SMALL, 2003; TEIXEIRA et al., 2017).

Ja foram reportados diversos tipos de anestésicos, naturais e sintéticos, como o sulfato
de quinaldina, a tricaina metano sulfonato (MS 222), a benzocaina e o fenoxietanol, produtos
quimicos, que podem causar perda de muco e irritagdo das branquias (CAN et al., 2018). Entre
0S naturais, menos residuais ou menos agressivos, estdo o eugenol (PATTANASIRI et al.,
2017a), 6leo essencial (OE) de Aloysia triphylla (TEIXEIRA et al., 2017), Lippia alba e Lippia
origanoides (BECKER et al.,, 2018), Aniba rosaeodora e Aniba parviflora
(BALDISSEROTTO et al., 2018) e os 0leos essenciais de Citrus aurantium e Citrus latifolia
(LOPES, et al., 2018).

A utilizacdo de produtos derivados de fontes naturais, que apresentam atributos
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anestésicos para peixes, pode constituir uma alternativa aos farmacos comumente empregados
em aquicultura. Nesse sentido, estudar a toxicidade aguda do 6leo essencial de Citrus sinensis
em Betta splendens, tempos de inducéo e recuperacdo da anestesia, bem como avaliar possiveis
alteracOes histologicas nos tecidos branquiais dos animais se faz essencial, a fim de definir a
viabilidade desse 6leo como anestésico eficaz, e, sobretudo seguro para o B. plendens.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Aquicultura no Cenario Atual

Em 2018, a producdo aquicola a nivel mundial alcancou novos patamares foram
produzidas cerca de 179 milhdes de toneladas de peixes, deste total aproximadamente 4
milhdes de toneladas foram de peixes ornamentais (FAO, 2020). O cultivo de organismos
aquéticos ornamentais é uma atividade econdmica bem estabelecida e amplamente distribuida
em todo o mundo (MARQUES, 2020).

O interesse do Brasil na aquicultura ornamental é recente e ainda assim, o pais ja ocupa
0 13° lugar no ranking internacional das exportacbes de peixes ornamentais, com um
faturamento anual de U$ 6.570 milhdes. Entretanto, o pais ainda ocupa um lugar modesto no
mercado mundial frente aos maiores produtores. O maior exportador de peixes é a Singapura,
que movimenta cerca de U$ 44,205 milhdes ao ano com exportacdes (EMBRAPA, 2018).

Quanto a comercializacdo interna, 0s maiores mercados consumidores de peixes
ornamentais se concentram proximo aos grandes centros urbanos das cidades de S&o Paulo e
Rio de Janeiro, apesar do mercado também ser bastante expressivo em capitais como Belo
Horizonte e Curitiba (RIBEIRO et al., 2008).

O comeércio varejista nacional exibe uma ampla variedade de espécies continentais e
marinhas, entretanto o comércio de espécies de agua doce € mais representativo em virtude da
facilidade de manutencédo e dos baixos custos em relacdo aos marinhos (PAULA et al., 2018).
As principais espécies comercializadas sdo o beta Betta splendens, o kinguio Carassius
auratus, a carpa Cyprinus carpio e o guppy Poecilia reticulata (RIBEIRO et al., 2008).

2.2 Betta (B. splendens)

Dentre as espécies mais cultivadas, o B. splendens apresenta diversas caracteristicas
favoraveis, como uma grande variedade de cores e conformacGes de nadadeiras, a respiracao
aerea acessoria que possibilita sua manutencdo em pequenos aquarios sem aeracgdo e a elevada
procura no mercado. Em face dessas caracteristicas, a criacdo desta espécie tem aumentado
em todo o pais (ZUANON et al., 2009).

B. splendens ou peixe betta como também é conhecido, integra um grupo de peixes
chamados anabantideos (subordem Anabantoidei) e pertence a familia Osphronemidae
(WATSON et al., 2019). Originario do sudeste asiatico (Tailandia, Malasia), o B. splendens
exibe cores variadas e nadadeiras exuberantes, sendo considerado um dos mais populares
peixes ornamentais de agua doce (FABREGAT et al., 2015). Embora, esta espécie ndo seja
nativa do Brasil, sua producdo e comercializagcdo tém alcangado novos patamares no cenario do
agronegocio brasileiro. Atualmente no pais, a utilizacdo desta espécie transcende o aquarismo
convencional, uma vez que tem sido usada no controle biologico de larvas de mosquitos, por
exemplo contra o Aedes aegypti e Culexquinque fasciatus (DUARTE et al., 2015).

O B. splendens é conhecido ndo somente por causa de sua beleza mais tambem devido a
sua agressividade, em especial entre 0s machos da espécie (CASTRO et al., 2006). Nesta
espécie o comportamento agonista tem varias funcées, como reproducao e defesa de territorio
(CRAFT et al., 2003; ALTON et al., 2013). Em ambientes de criagdo esse comportamento
acaba dificultando o manejo dos peixes, principalmente em relacdo ao transporte, pois 0s
machos necessitam ser embalados individualmente (FAO, 2010; PATTANASIRI et al.,
2017b). Em razdo dessas implicagbes, varios compostos como hormdnios drogas
antidepressivas e ansioliticas vém sendo testados com o intuito de diminuir a agressividade
desses animais (COLYER e JENKINS, 1976; CLOTFELTER et al., 2007; KOHLERT et al.,
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2012; SANTOS et al., 2016).

O comportamento de exibi¢do, que é vinculado & demonstracdo de agressividade, pode
ser caracterizado pela abertura opercular e expansdo das nadadeiras. Tais exibicGes sao
intensas, causando mudancas significativas nos metabdlitos musculares do individuo, o que
resulta em aumento das taxas de captacdo de oxigénio (ALTON et al., 2013). Com o0 aumento
da demanda de oxigénio acreditava-se que a respiracao aérea acessoria desses peixes poderia
suprir pelo menos em parte o oxigénio necessario (ZUANON et al., 2009). Contudo, mais
recentemente, Alton et al., (2013), elucidaram esses mecanismos e mostraram que durante o
comportamento de exibi¢do, o B. splendens consome mais oxigénio, e que esse aumento €
compensado nédo pelo o uso do oxigénio da 4gua, mas do ar atmosférico através do aumento da
taxa de respiracdo aérea. De certa forma sua respiracao aérea possibilita ao B. splendens usar
menos as branquias para realizar as trocas gasosas na agua, o que pode contribuir para deixa-lo
mais resistente aos anestésicos quando diluidos em agua (FABREGAT et al., 2015;
PATTANASIRI et al., 2017a).

Durante o cultivo, os peixes ornamentais constantemente sdo expostos a situacdes
estressantes como a classificagdo ou gradeamento, biometrias, analises patoldgica,
comercializacdo e transporte (PATTANASIRI et al., 2017a). O transporte de peixes Vvivos,
realizado rotineiramente na aquicultura, constitui um dos principais fatores que causam
estresse nos peixes (TEIXEIRA et al., 2017; WANG et al.,, 2021). Quando o estresse é
induzido por esse fator, os peixes respondem consumindo mais energia, 0 que afeta
substancialmente a manutencdo da homeostase (ROSS e ROSS, 2008; DUARTE et al., 2015;
LOPES et al.,2018). O estimulo estressor ainda pode ser potencializado porque durante o
transporte, a qualidade da agua tende a diminuir, por exemplo, pela diminuicdo dos niveis de
oxigénio dissolvido, reducdo do pH e aumento dos niveis de aménia, e portanto, comprometeo
bem-estar e sobrevivéncia dos peixes.

A utilizagéo de substéancias sedativas durante o transporte pode diminuir ometabolismo
e a movimentacdo dos peixes, e consequentemente prevenir lesdes fisicas (TEIXEIRA et al.,
2017). Dentre os anestésicos com potencial para utilizacdo na manipulacdode peixes destaca-se
0 eugenol (DUARTE et al., 2015), e o OE de cravo (PEDRAZZANI e OSTRENSKY NETO,
2014), essas substancias mostraram-se eficazes como anestésicos para varias especies de peixes
como o B. splendens (DUARTE et al., 2015) Rhamdia quelen (SALBEGO et al., 2017) e 0
Ictalurus punctatus (WANG et al., 2021).

No entanto, Pattanasiri et al. (2017a), relataram que na literatura ainda ha poucas
informacgdes sobre a toxicidade desses farmacos para 0S peixes, por isso, esses autores
estudaram os efeitos do contato prolongada dessas substancias com o B. splendens, e
chegaram ao consenso de que dependo da dose utilizada e o tempo de exposi¢do dos peixes a
esses produtos, tanto o OE de cravo como o eugenol pode apresentar toxicidade aos peixes. Os
efeitos adversos desses agentes anestésicos incluem danos histopatoldgicos as branquias,
irritacdo dos olhos e em casos mais severos a morte dos peixes. As alteraces branquiais mais
comuns observadas em B. splendens exposto ao 0leo de cravo sdo a hiperplasia epitelial,
fusdo das lamelas secundarias e necrose, elevacédo epitelial, dilatacdo dos vasos sanguineos e
congestdo sanguinea, com danos graves (WARISTHA et al., 2011).

2.3 Anestésicos e Analgeésicos Usados na Aquicultura

O mercado internacional de peixes ornamentais tem recebido grande atencdo nos
ultimos anos, devido a sua importancia econdmica. Nesse cenario, a participacdo do Brasil
neste segmento cria novas perspectivas, principalmente em relacdo a geracdo de renda
(ZUANON et al., 2009; PAULA et al., 2018). Paralelamente a expansdo desta atividade, a
melhoria da satde dos peixes destinados a comercializagcdo tem recebido atencdo. O bem-estar
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dos peixes é importante ndo apenas para 0s consumidores mais exigentes, mais também para
0s produtores em termos de uma maior sobrevivéncia, quantidade e qualidade (DUARTE et al.,
2015).

AcOes rotineiras realizadas na aquicultura como biometria, analises patoldgicas,
manejo, aplicacdo hormonal, captura e transporte podem causar grandes prejuizos econdémicos
em virtude da interferéncia dessas agdes no crescimento e sobrevivéncia dos peixes
(PATTANASIRI et al., 2017a; LOPES et al., 2018). Na verdade, as praticas da aquicultura
moderna frequentemente expdem 0s animais a situacfes estressantes que podem afetar
negativamente seu sistema imunoldgico, crescimento e sobrevivéncia (SANTOS et al., 2020;
VANDERZWALMEN et al.,, 2020). Nesse sentido, substancias anestésicas tém sido
utilizadas com o intuito de minimizar os efeitos do estresse em varias espécies de peixes
(PEDRAZZANI e OSTRENSKY NETO, 2014; TEIXEIRA et al., 2017; BECKER et al.,
2018).

O processo de anestesia envolve varias fases, incluindo a sedacdo, imobilizacao,
inconsciéncia, amnésia e analgesia. A sedacdo é caracterizada pela reducdo da sensibilidade,
enquanto que a anestesia geral causa um estado de inconsciéncia, amnésia, imobilizacéo e,
além disso, causa o alivio da dor (ZAHL et a., 2012). Portanto, um mesmo farmaco pode ser
considerado sedativo (calmante) e anestésico dependendo da concentracdo empregada, tempo
de exposicdo e consequentemente, o efeito provocado no organismo vivo (LOPES et a.,
2018).

De acordo com Small (2003), o processo de anestesia em peixes envolve quatro
estagios, a saber: estagio | — sedacdo, diminuicdo de reatividade a estimulos externos; estagio Il
— perda parcial de equilibrio, nado erréatico; estagio 111 — perda total de equilibrio, cessdo da
locomocdo; estagio IV — colapso medular.

Atualmente, existem varios métodos de administracdo de anestésicos em peixes, no
entanto, a imersdo do animal em solugdo anestésica ainda é o método mais comum. O agente
anestésico presente na agua é absorvido através das branquias, difunde-se para o sangue e
alcanca o sistema nervoso central (SNC), uma vez no sistema nervoso central essa substancia
reconhece e liga-se seletivamente a determinados receptores e como consequéncia desencadeia
uma série de eventos que culminam na sedacdo ou anestesia do peixe (BECKER et al., 2018;
LOPES et al., 2018). Segundo Ross e Ross, (2008), a depressdo generalizada do SNC
provocada pelos anestésicos gerais ocorre devido a sua acdo sobre o ax6nio do nervo, a
liberacdo de transmissores ou a excitabilidade da membrana, ou ainda a combinacdo dessas
acOes, basicamente 0os mecanismos de acdo dos agentes anestésicos incluem a estabilizacdo da
propagacdo de impulsos nervosos em axonios aferentes e/ou eferentes, boqueio da liberacédo
de neurotransmissores na membrana pré-sinéptica e blogueio competitivo de sitios de ligacdo
na membrana pos-sinaptica. O efeito anestésico geralmente é avaliado através dos tempos de
inducdo e recuperacdo da anestesia, reacoes reflexas em funcdo de estimulos externos e
capacidade de resposta a manipulagdo (SMALL, 2003; ZAHL et al., 2012).

No Brasil, ainda ndo ha uma legislagdo que trata especificamente da utilizacdo dos
anestésicos na aquicultura (LIMMA-NETTO et al., 2016). Atualmente, hd em vigéncia apenas
as diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), que se referem exclusivamente aos procedimentos de eutanasia e indicam para
esse fim o uso dos farmacos metano de tricaina ou MS222 e hidrocloridrato de benzocaina
(CONCEA, 2013). Em outros paises, uma variedade de substancias anestésicas sintéticas tem
sido usada em peixes. Dentre as mais comuns estdo tricaina metano sulfato (MS 222), 2-
fenoxietanol, quinaldina e benzocaina (CAN et al., 2018).

No entanto, alguns fatores acabam limitando a utilizagdo desses anestésicos como 0
preco, aquisicdo (FAO, 2010; PEDRAZZANI e OSTRENSKY NETO, 2014), a incidéncia de
reacOes adversas como irritacdo das branquias dos peixes, e, além disso, podem deixarresiduos
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nos animais e na agua (LIMMA-NETTO et al.,, 2016; CAN et al.,, 2018). Destaforma, a
escolha de um anestésico deve estar atrelada, entre outros fatores, com sua viabilidade
econdmica, praticidade no uso, eficiéncia e capacidade de minimizar o estresse (LOPES et al.,
2018). Bem como a sua seguranca tanto para o peixe, quanto para o manipulador e o meio
ambiente (CAN et al., 2018). Logo, devido a essas implicacdes pesquisas com anestésicos de
fontes naturais vém sendo realizadas (PATTANASIRI et al., 2017a; TEIXEIRA et al., 2017;
BECKER et al., 2018).

2.4 Oleos Essenciais Como Anestésicos Para Peixes

Diversos estudos relataram recentemente o uso de produtos de fontes naturais utilizados
como anestésicos em peixes. Os OEs extraidos do cravo (WARISTHA et al., 2011;
PATTANASIRI et al., 2017a; PATTANASIRI et al., 2017b) Lippia alba, Lippia origanoides
(BECKER et al., 2018), Citrus aurantium, Citrus latifélia (LOPES et al., 2018), bem como
compostos isolados a partir de plantas como o linalol (BALDISSEROTTO et al., 2018),
timol (WANG et al., 2021) e o eugenol (DUARTE et al., 2015; PATTANASIRI et al., 20173;)
mostram-se eficazes para diferentes espécies de peixes.

A familia botanica Rutaceae compreende 150 géneros e 1.500 espécies, amplamente
distribuidas em regides tropicais, subtropicais e de clima temperado. No Brasil, a familia é
representada por aproximadamente 29 géneros e 182 espécies, sendo algumas de grande
interesse medicinal, ecologico e econdmico (MELO, 2004). As plantas pertencentes a essa
familia sdo algumas das culturas mais cultivadas e comercializadas no mundo, integra as
laranjas, bergamotas e limbes (DOSOKY e SETZER, 2018). Essas frutas ocupam um lugar de
destaque na horticultura e economia brasileira, e anualmente s6 a producdo de laranja
corresponde a 18 milhdes de toneladas e a producdo de limdo a pelo menos 1 milhdo de
toneladas (SILVA et al., 2017). A maior parte da producdo é destinada a fabricacdo de suco, o
que gera uma significativa quantidade de residuos (cascas, sementes e poupas), que
correspondem a 50 % do fruto (DOSOKY e SETZER, 2018), sendo esse residuo uma valiosa
fonte de OEs, vitaminas (MANNUCCI et al., 2018), monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides, metabolitos que conferem suas carateristicas organolépticas (LOPES et al.,
2018).

A laranja doce Citrus sinensis é uma espécie frutifera originaria do sul da China. Seus
frutos sdo muito apreciados em todo o mundo, ndo somente por causa de sua utilizacdo na
indUstria de suco, mais também porque podem ser consumidos diretamente e seus derivados
usados na fabricacdo de refrigerantes, sobremesas, doces, geleias, biscoitos e bolos
(MANNUCCI et al., 2018). Além disso, produzem uma consideravel quantidade de OE a partir
de suas cascas (DOSOKY e SETZER, 2018), que s&o utilizados para fabricagcdo de perfumes e
alguns tipos de plasticos (MANNUCCI et al., 2018).

Recentemente, estudos tém atribuido ao Oleo essencial de Citrus sinensis (OECS)
diversas atividades bioldgicas: anticancerigena, relaxante muscular, ansiolitica, antibacteriana e
anti-helmintica (DOSOKY e SETZER, 2018; MANNUCCI et al., 2018). Segundo Becker etal.
(2018) e Mirghaed et al. (2016), as atividades bioldgicas dos OEs sdo causadas pelos seus
constituintes majoritarios, particularmente OECS é rico em moléculas bioativas como o d-
limoneno e o Y-terpineno (MANNUCCI et al., 2018). Lopes et al. (2018), afirmam que essas
mesmas substancias sdo os componentes principais dos OEs de Citrus aurantium e Citrus
latifolia, e que ambos os d6leos apresentaram potencial para serem usados na sedacdo eanestesia
do jundia (Rhamdia quelen). Provavelmente esse efeito esta relacionado ao envolvimento com
as vias GABAGérgicas, no entanto, a existéncia de outros possiveis mecanismos neuroquimicos
ndo podem ser descartados (MANNUCCI et al., 2018).

Diante da auséncia de informacdes e contribuicdo, a avaliagdo do OECS como agente
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anestésico para o B. plendens pode contribuir para o esclarecimento de mecanismos ainda ndo
muito bem elucidados, e desta forma, fornecendo dados relevantes para utilizacdo desse
produto na aquicultura como ferramenta biotecnoldgica necessaria para a producdo animal.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Experimento

O experimento foi conduzido na Estacdo de Biologia Marinha (EBM) (Figura 1) do
Instituto de Zootecnia (1Z) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),
localizada no distrito de Itacuruca, no municipio de Mangaratiba — RJ, Brasil (latitude
22°54°06”" ¢ longitude 43° 33’ 42°°), autorizado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFRRJ/1Z), sob o processo n° 0108-08-2020.

Figura 1. Estacdo de Biologia Marinha (EBM): (A) Vista de frente; (B) Vista interna do
laboratdrio de bioensaio.

3.2 Animais

Foram utilizados 196 animais entre machos e fémeas aos seis meses de idade, com peso
médio de 1,1 £ 0,08 g e 3,02 + 0,21 cm de comprimento total. Os peixes usados no presente
estudo foram provenientes de reproducdes obtidas de animais da propria EBM.

Os peixes foram sexados e estocados, os machos individualmente em aquérios de 2
L' e as fémeas coletivamente em uma caixa de 100 L™!, onde permaneceram durante 15 dias
para aclimatacdo prévia aos experimentos. Durante este periodo receberam racdo comercial
para peixes ornamentais (40 % de proteina bruta) fornecida até a saciedade aparente duas vezes
ao dia. Os parametros de qualidade de agua foram mensurados as (09h00 e 17h00)
utilizando-se um medidor multiparametro Akso®, modelo AK88 para verificar a temperatura,
pH e oxigénio dissolvido, e um kit comercial colorimétrico para medir a aménia ndo ionizada
(NHz3). Todos os parametros de qualidade de &gua permaneceram dentro da faixa considerada
ideal para o B. splendens, temperatura 28 + 0,11 °C, pH 7,4 £ 0,20, oxigénio dissolvido 7,0 +
0,06 mg/L™! e aménia ndo ionizada 0,001 + 0.02 mg/L™!. Previamente ao inicio dos
experimentos, 0s animais foram submetidos a um jejum de 24 horas.



Figura 2. Biometria: (A) Pesagem e (B) Medicdo dos animais, ap6s a realizacdo dos
experimentos.

3.3 Oleo Essencial de Citrus sinensis

O 6leo essencial utilizado no presente estudo foi comercializado pela FERQUIMA®,
Sdo Paulo, Brasil. A identificacdo dos compostos quimicos presentes no OECS foi realizada
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), conforme descrito
previamente por Lopes et al. (2018). Os principais constituintes do OECS foram limoneno
(93,20 %), mirceno (1,60 %), sabineno (0,25 %), a-pineno (0,40 %) e 4,55 % eram compostos
minoritarios ndo identificados.

3.4 Toxicidade Aguda do OECS em B. splendens

Inicialmente, os peixes foram submetidos a um jejum de 24 horas antes de iniciar 0s
experimentos. A concentracdo letal de OECS para o B. splendens foi determinada usando o
teste de toxicidade aguda durante um periodo de exposicao de 48h. As concentracdes utilizadas
foram predeterminadas por meio de teste preliminar de tolerancia, nos quais os valores
escolhidos para o teste de toxicidade aguda corresponderam a menor concentracdo testada (60
uL L) capaz de causar 100 % de mortalidade, e a maior concentragdo (20 pL L™!) que ndo
causou mortalidade entre os peixes (PATTANASIRI et al.,, 2017a). Para determinar a
concentracdo letal (CLso-48n), foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com seis
tratamentos e seis repeticdes, onde foram testadas as concentragdes 0 + 540 pL L' de etanol,
20, 30, 40, 50 e 60 uL L' de OECS. Cada concentracgdo foi testada em ambos os sexos, ou
seja, trés fémeas e trés machos de B. splendens. A exposicdo dos animais ao OE ocorreu em
aquarios de vidro (1 L™"), com um peixe por aquario e o OECS previamente diluido em etanol
na proporcdo (1:10). A tolerancia dos peixes ao OECS foi monitorada por meio de analise
descritiva quantitativa durante o periodo de 48h. Em relagdoa mortalidade, foram levados em
consideracdo 0s seguintes critérios: auséncia de movimentagdo opercular e reacdo a qualquer
estimulo externo. Com a confirmacdo da morte, os peixes foram pesados, medidos e
identificados.

3.5 Pré-teste de Inducdo a Anestesia

O pré-teste de inducdo a anestesia foi utilizado para indicar as possiveis concentragdes
de OECS capaz de induzir sedacdo e anestesia nos peixes por evitar o colapso medular ou
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morte dos animais por excesso de OE, ou auséncia de sinais caracteristicos da sedacgéo por falta
de OE. Inicialmente o OECS foi diluido em etanol P.A. na proporcdo (1:10) em virtude de sua
natureza lipidica, em diferentes concentragdes variando de 25 a 350 uL L' e cada
concentragdo foi avaliada em triplicata. Esse intervalo entre as concentragdes foi definido a
partir do estudo realizado por Lopes et al., (2018) e Pattanasiri et al., (2017a). Em seguida, 0
OECS foi incorporado homogeneamente a agua dos aquarios-teste (1 L™!). Apds jejum de
24h, os peixes machos e fémeas foram transferidos individualmente para os aquarios-teste
constantemente aerados (BECKER et al., 2018). O contato entre os peixes e o OE teve
duracdo de 30 minutos e aplOs esse periodo os peixes foram agrupados de acordo com a
concentracdo testada, sendo que os machos foram transferidos individualmente para aquéarios
de 2 L' e as fémeas mantidas em aquarios de 3 L™!, onde permaneceram em observagio
durante 24h para observar a ocorréncia de mortalidade.

3.6 Inducéo a Anestesia e Recuperagao

Durante esta etapa, foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado,
com oito tratamentos com concentracdes crescente de OECS (0 + maior concentracao de etanol
utilizada para diluicio do OECS, 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 pL L) e seis repeticdes.
Foram utilizados trés fémeas e trés machos em cada concentragdo. Os animais foram
transferidos para aquéarios contendo 1 L de &gua aerada continuamente com o OECS
previamente diluido em etanol na proporcao 1:10. Os peixes obedeceram a um jejum de 24h
antes da realizacdo do experimento e cada peixe foi utilizado uma Unica vez como descrito por
Becker et al., (2018).

Os peixes foram observados durante a imersdo anestésica que teve duracdo maxima de
30 minutos e a avaliacdo de cada estagio de anestesia foi uma adaptacdo de Small, (2003),
como segue: Estagio | - sedacdo leve, com menor reatividade a estimulos externos; Estagio |1
- sedacdo profunda, com perda parcial de equilibrio e natacdo irregular; e Estagio Il -
anestesia profunda, com perda total de equilibrio, cessacdo da locomoc¢do e auséncia de
resposta a estimulos tateis. O tempo necessario para 0s peixes atingirem cada estagio
anestésico foi determinado em segundos, com o auxilio de um cronémetro digital. Um bastdo
de vidro foi utilizado para tocar os peixes e auxiliar na determinacdo dos estagios anestésicos.

Apbs o tempo de inducéo, os animais foram transferidos para aquarios de 1 L™ livres
de OE e com aeracdo constante para mensurar o tempo de recuperacdo, e somente foram
considerados recuperados quando apresentaram comportamento normal de natacdo e resposta a
estimulos externos ao serem tocados com bastdo de vidro. Apds a recuperacdo, os peixes foram
agrupados de acordo com a concentracdo testada e transferidos para aquarios (2 L)
constantemente aerados, onde foram monitorados por 48 h para observar a ocorréncia de
mortalidade pés-indugdo. Os machos foram mantidos individualmente.

3.7 Avaliacdo do Comportamento Agressivo do B. splendens Exposto ao OECS

O ensaio foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos e seis repeticdes, sendo avaliadas as concentracdes 0, 10, 20 e 30 pL L' de OECS.
Para o controle foi usada a maior concentracdo de etanol utilizada para a diluicdo do OECS
(270 puL L™1), mas sem a adicdo do OECS. Para avaliar o comportamento agonista e frequéncia
de respiracdo do ar atmosférico durante a interagdo macho-macho, os peixes foramtransferidos
individualmente para aquarios (1 L™') e o OECS previamente diluido em etanolna proporcéo
(1:10).

Em seguida o comportamento de exibicdo foi incentivado colocando-se um outro
aquario contendo um animal macho isento do tratamento com o OECS ao lado do aquéario com
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0 peixe tratado, permitindo assim, que 0s peixes se vissem e interagisse através do vidro
adaptado de Alton et al., (2013). O tempo de exposicdo dos animais ao OE foi de 30 minutose
durante o contato visual entre os peixes foi avaliado o0 comportamento agressivo
caracterizado pela contabilizacdo do numero de vezes em que houve a abertura do opérculo e
expansdo das nadadeiras (caudal, dorsal e anal), bem como a contabilizacdo da frequéncia
respiratdria aérea dos animais, ou seja, a quantidade de emersGes para a obtencdo de oxigénio.

3.8 Transporte e Efeitos do OECS nas AlteracGes Histologicas na Branquia de B.
splendens

Para o transporte, foram usadas duas concentra¢gdes de OECS (0; 20 uL L") em um
delineamento inteiramente casualizado com dois tratamentos e quatro repeticdes. Para tal o
OECS foi previamente diluido em etanol conforme descrito anteriormente antes de adicionado
a agua. Foram utilizados sacos de polietileno de 30 L™!, onde foram acondicionados 5 L de
agua e o OE na concentracdo de interesse, preenchidos com ar e fechados com tiras elasticas.
Em cada saco de polietileno, foi transportado um total de 10 machos adultos de B. splendens,
sendo que o transporte foi realizado em um carro e este permaneceu circulando pela cidade de
Seropédica ateé completar 6 h, conforme a metodologia descrita por Teixeira et al., (2017).

A simulacdo do transporte iniciou as 8h da manhd, saindo da Estacdo de Biologia
Marinha do Instituto de Zootecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Mangaratiba, RJ, em direcdo a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
Brasil (uma distancia de 55 km), e posteriormente retornando ao ponto de partida, com
intervalos de espera até o fim do tempo total, de 6 h. Ao final do transporte foram avaliados os
parametros de qualidade de agua através do uso do medidor multiparametro Akso®,
modelo AK88 para verificar a temperatura, pH e oxigénio dissolvido. A amonia total e a
amonia ndo ionizada (NHs) foram obtidas através de kit comercial colorimétrico, sendo esses
parametros medidos antes (tempo zero) e apos o transporte.

Os peixes foram observados para avaliar a incidéncia de danos externos provocados
pela disputa entre os animais. Em seguida, foram coletados 4 peixes aleatoriamente de cada
tratamento para estudo histolégico das branquias e eutanaziados por sec¢do da medula espinhal
de acordo com Neves et al., (2017). As amostras de tecido branquial foram acondicionadas em
formol tamponado a 10 % por 48 h. Apbs o periodo de fixacdo, os arcos branquiais foram
desidratados em série crescente de alcool etilico (70 %, 80 %, 90 % e 99,99 % (absoluto),
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Apo6s isso, com o auxilio de micrétomo, 0s
blocos resultantes do processamento histolégico foram seccionados na espessura de 5 um. As
laminas confeccionadas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e foto
documentadas adaptado de Santos et al. (2020). Toda analise histoldgica foi realizada no
Laboratorio da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de Séo
Paulo (FMVZ/USP).

3.9 Analises Estatisticas

Os resultados dos experimentos de comportamento agonista e frequéncia respiratoria,
tempos de inducdo a sedacéo, anestesia e recuperacao foram analisados utilizando o software
SAS (SAS instituto, 2008). Os dados foram previamente convertidos por transformacéo
logaritmica e entdo submetidos aos testes de Shapiro-Wilks e Barlett para verificar a
normalidade e a homocedasticidade dos dados, e entdo submetidos a regressao linear. Para a
analise de toxicidade e determinagdo da CLso do OECS durante 48h de exposicéo foi utilizado
0 Teste TSK (Trimmed Spearman-Karber) sem a eliminacgdo dos limites inferiores e superiores
dos dados de mortalidade (HAMILTON et al., 1977).
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4 RESULTADOS

4.1 Toxicidade Aguda do OECS em B. splendens

Os resultados obtidos demostram que a menor concentracdo de OECS utilizada 20 pl L
! causou 0 % de mortalidade, enquanto a maior concentragdo, 60 pl L™, levou a 100 % de
mortalidade em um periodo de 48h de exposi¢do. A CLso de OECS capaz de capaz de causar
50 % de mortalidade em 48h foi estimada em 49,17 pl L. Anélises visuais revelaram que 0s
peixes expostos as maiores concentracdes (30, 40, 50 e 60 ul L) de OECS apresentaram sinais
clinicos relacionados as caracteristicas anatdmicas externas, como opacidade da cornea, perda
excessiva de muco do corpo e alteracdo de cor (Tabela 1) e (Figura 3). Além disso, 0s animais
expostos as concentracdes de 50 e 60 pl Lt de OECS apresentaram danos severos as
nadadeiras (Figura 4) e a maior dose 60 ul L™ causou um abaulamento do abddmen dos peixes,
principalmente nas fémeas (Figura 5). As concentragdes de 50 e 60 pl L ao final do teste
causaram a mortalidade de 67 e 100 % dos animais respectivamente.

Tabela 1. Sinais clinicos observados (%) em B. splendens expostos a diferentes
concentracdes de OECS.

Concentragdes de OECS (ul L)

Sinais clinicos

Perda excessiva de muco do corpo
Alteracdo de cor

33,33 50,00 100,00 100,00
33,33 100,00 100,00 100,00

0 20 30 40 50 60
Opacidade da cornea 0 0 33,33 66,67 100,00 100,00
Branquia opaca 0 0 0 0 0 0
Hemorragia no pendulo caudal 0 0 0 0 0 0
Excesso de muco na pele e branquias 0 0 0 0 0 0

0 0

0 0
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Figura 3. B. splendens macho (A) e fémea (B) do grupo controle. B. splendens macho (C) e
fémea (D), expostos a 30 pl L™t de OECS durante o ensaio de toxicidade aguda.

Figura 4. Nadadeira caudal de B. splendens macho do grupo controle (A), e em (B) macho
exposto a 60 pl L™ de OECS durante o ensaio de toxicidade aguda.
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Figura 5. B. splendens fémeas, ap6s exposicdo a 60 pl L™ do OECS durante o ensaio de
toxicidade aguda. Observa-se a presenca de abaulamento do abddémen (A, B, C) das fémeas
expostas ao OECS, além de alteracdo da coloracdo (A e C) em comparacdo com animal do
grupo controle (D).

4.2 Inducéo a Anestesia e Recuperacao

Em relagdo aos tempos de inducdo e recuperacdo da anestesia, foi possivel observar que
0 aumento da concentracdo de OECS diminuiu significativamente o tempo necessario para
sedacdo e inducdo a anestesia profunda e aumentou o tempo de recuperagdo (Figura 6).A
anestesia foi alcancada com a utilizagdo de 150 pl L™ de OECS em 10 minutos, sendo que
nesta concentracdo os peixes levaram até 5 minutos para recuperar da anestesia. O etanol na
maior concentragdo utilizada (2700 pl L) ndo produziu nenhum efeito anestésico nos animais.
A inducdo a sedacdo e anestesia ndo foram acompanhadas por mortalidades dentro da faixa
testada ou durante a recuperacdo, como também nao foi observada mortalidade residual nas
primeiras 48 h de observacdo apds os experimentos.
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Figura 6. Sedacdo estagios I e 1l (A e B, respectivamente), inducdo a anestesia profunda (C)
e tempos de recuperacdo (D) de B. splendens em diferentes concentra¢des de OECS.

4.3 Avaliacéo do Comportamento Agressivo do B. splendens Exposto ao OECS

Uma relacdo inversamente proporcional foi observada entre a concentracdo de OECSe
a agressividade dos peixes, ou seja, quanto maior a dose utilizada menor a incidéncia de
comportamentos hostis (Figura 7 A). Com relacdo a frequéncia respiratéria aérea,
aconcentragdo de 30 pl L de OECS proporcionou a menor frequéncia respiratoria, quando
comparada as demais concentragdes avaliadas (Figura 7B).
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Figura 7. Comportamento agonista (A) e frequéncia respiratoria aérea (B) de machos adultos
de B. splendens durante 30 minutos de exposicdo a diferentes concentrac6es de OECS.

4.4 Transporte e Efeitos do OECS nas AlteracGes Histologicas na Branquia de B.
splendens
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A concentracdo de 20 pl L™t de OECS induziu apenas sedacdo nos peixes durante as
seis horas de transporte. De modo geral os animais transportados em agua sem a presenca do
OECS estavam mais agitados do que os peixes mantidos em 20 pl L de OECS, estes
primeiros ainda apresentaram alteracdo de cor e nadadeiras danificadas (Figura 8A). Nao
houve incidéncia de mortalidade dos peixes durante o transporte, assim como nas primeiras
48 h apos a realizacdo do experimento. A adicdo do OECS na agua de transporte do B.
splendens ndo alterou os pardmetros da agua, para ambos os tratamentos foram obtidos niveis
de oxigénio dissolvido de 4,0 mg/L™!, temperatura entorno de 25,7 °C, pH 6,6, amonia total 0,5
mg L~! N-NH3 e aménia n&o ionizada 0,001 mg L™! N-NHs.

Apbds o procedimento experimental, nenhuma alteracdo a nivel histolégico foi
observada em ambos os tratamentos (Figura 9). Pode-se observar os filamentos branquiais
bem evidentes (Figura 9 — A e C), representando o tratamento controle sem a utilizacdo do
OECS e o grupo exposto ao OECS, assim como a lamela priméria e secundaria sem lesdes
(Figura 9 — B e D), correspondente ao grupo controle e tratado, respectivamente. Néo foi
possivel observar hiperplasia do epitélio lamelar, assim como hiperplasia e hipertrofia de
células do muco. N&do foi observado também necrose ou degeneracdo em nenhum dos
tratamentos.

A

Figura 8. B. splendens macho do grupo controle (A), e (B) animal transportado em &agua
contendo 20 pl L™ de OECS (Silva, 2021).
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Figura 9. Corte longitudinal de filamentos branquiais de B. splendens expostos ao OECS.
Imagens A e B correspondem ao tratamento controle (0,0 pul L de OECS), C e D
correspondem ao grupo tratado (20 pl L™ de OECS). Legenda: Filamento branquial (seta
amarela); Lamela priméria (cabeca de seta vermelha); Lamela secundaria (*) (Silva, 2021).
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5 DISCUSSAO

5.1 Toxicidade Aguda do OECS em B. splendens

Os anestésicos para peixes devem apresentar varios atributos, tais como curto tempo
de inducéo e recuperacao, efeitos fisiologicos ndo duradouros, eliminacgdo rapida do corpo,alta
solubilidade em &gua, disponibilidade, custo beneficio e baixa ou nenhuma toxicidade para os
peixes e manipuladores (BOLASINA et al., 2017). Nesse sentido, os OEs e extratos vegetais
podem constituir uma alternativa valiosa aos anestésicos tradicionais, poisapresentam grande
parte desses requisitos desejaveis (CAN et al., 2018; VANDERZWALMEN et al., 2020). No
entanto, mesmo os OEs em determinadasconcentracfes podem apresentar alta toxicidade para
os peixes levando-os a morte (WARISTHA et al., 2011; PATTANASIRI et al., 2017a), ou
causar alteracdes histologicas graves nos tecidos branquiais dos peixes (BRANDAO et al.,
2021).

De acordo com os resultados obtidos, para o B. splendens a CLsp em 48h de exposicéo
ao OECS foi de 49, 17 uL L' e as maiores porcentagens de sobrevivéncia foram obtidas com a
utilizacdo de 20 e 30 puL L' de OE, 100 e 83 % respectivamente. Waristha et al. (2011),
investigaram a toxicidade do OE de cravo em B. splendens machos aos seis meses de idade e
observaram que a (CLso-96n) de 6leo de cravo foi de 26, 3 ppm. Ao levarmos em consideracdo
gue 0s peixes pertenciam a mesma espécie e apresentavam idades semelhantes, sugerimos queo
OECS pode ser menos toxico para o B. splendens do que o dleo de cravo. Porém, se faz
necessario levar em consideracdo o maior tempo de exposicao dos peixes ao OE de cravo.

Em outro estudo Pattanasiri et al. (2017a) avaliaram diferentes concentracdes de OE
de cravo e eugenol quanto a toxicidade desses produtos para o B. splendens e encontraram a
Clso de 48h de o6leo de cravo e eugenol na faixa de 30,63 mg L* e, 29,95 mg L?
respectivamente.

5.2 Inducédo a Anestesia e Recuperacao

Quanto aos tempos de inducdo e recuperacdo da anestesia, Ross e Ross, (2008) afirmam
que a anestesia deve ocorrer preferencialmente em menos de 3 minutos e o tempo de
recuperacdo nao deve ultrapassar 5 minutos. A menor concentracdo de OECS utilizada no
presente estudo (25 pL L"), causou apenas sedagdo leve no B. splendens em aproximadamente
8,3 minutos e uma concentragdo de 150 pL L' foi necessaria para induzir anestesia profunda
nesta espécie em 10 minutos. Waristha et al. (2011) encontrou um tempo de inducdo a
sedacdo semelhante para o B. splendens com 20 ppm de OE de cravo, aproximadamente 12
minutos. Pattanasiri et al. (2017a), estudaram os efeitos sedativos e anestésicos do OE de cravo
e eugenol em B. splendens e observaram que 25 mg L™ de ambos produtos pode levar os
peixes a sedacdo em 18,7 minutos e 13,7 minutos, respectivamente, assim como, 50 mg L™ dos
dois anestésicos pode causar anestesia profunda em 20 minutos.

Os resultados obtidos mostram que o OECS pode proporcionar tempos de inducéo a
sedacdo ideais para o B. splendens. Porém, a menor concentracdo anestésica de OECS 150 pL
L~! ndo atendeu aos requisitos de Ross e Ross, (2008), porque proporcionou um tempo de
inducdo elevado. Lopes et al. (2018), também encontraram tempos de inducdo elevados para o
Rhamdia quelen anestesiado com 400, 600 e 800 L L' de OE de Citrus x aurantium, de
acordo com os autores a maior concentragdo de OE de Citrus x aurantium utilizada 800 pL
L' proporcionou 0 melhor tempo de indugdo nesta espécie, cerca de 8,2 minutos.

A concentragdo de 250 puL L' de OECS produziu anestesia no B. splendens em um
tempo mais apropriado (cerca de 3,3 minutos), mas o0 uso desta concentracdo resultou em um
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tempo de recuperacdo acima do recomendado, 8,3 minutos. Muito embora 250 uL L' de
OECS tenha proporcionado um tempo de recuperacdo acima do recomendado, talconcentragéo
ndo pode ser considerada inadequada para o B. splendens, pois, ha evidencias deque a espécie
pode necessitar de um tempo maior para se recuperar da anestesia, devido a sua resposta
metabolica mais lenta, e além disso, cinco minutos € um valor de referéncia recomendado para
outras espécies de metabolismo mais ativo, como a truta arco-iris (FABREGAT et al., 2015).

Uma particularidade importante do beta refere-se a sua capacidade de respirar ar
atmosférico (ALTON et al., 2013), o que possivelmente pode ter interferido na forma como o
OECS foi absorvido, e por isso foram necessarias concentracdes de OECS mais elevadas para
obter respostas anestésicas adequadas para esta espécie (FABREGAT et al., 2015). De
acordo com Lopes et al. (2018), os efeitos sedativos e anestésicos dos OEs citricos em peixes
sdo causados por interacGes aditivas e/ou sinérgicas entre diversos compostos, como o
limoneno, PB-pineno, a-pineno ¢ y-terpineno. O limoneno tem sido apontado como um dos
principais componentes dos OEs envolvido na anestesia de peixes (BECKER et al., 2018).
Aparentemente esse composto pode ligar-se diretamente ao receptor adenosina Aca,
produzindo os efeitos anestésicos nos peixes (LOPES et al., 2018). Segundo Almeida et al.
(2018) o OE de Aloysia triphylla contendo 21,6 % de limoneno foi efetivo em anestesiar o
Serrasalmus rhombeus. E, além disso, 0 OE de Cinnamomum camphora que apresentou 30 %
de limoneno produziu diferentes estagios anestésicos em Amphiprion ocellaris
(PEDRAZZANI e NETO, 2014). No presente estudo o OECS utilizado apresentou 93,2 % de
limoneno, assim, seu efeito anestésico em B. splendens era esperado.

Os nossos resultados evidenciaram ainda a existéncia de uma relagdo inversa entre a
concentracdo de OE usada e o tempo de inducdo, ou seja, a medida que foi aumentada a
concentracdo de OECS, os tempos de indugdo foram decrescendo. Em relacéo a recuperacéo,
foi observado um efeito oposto ao da inducdo, pois quanto maior a concentracao, maior foi o
tempo despendido para os peixes atingirem a recuperacdo total. Nesse sentido, resultados
semelhantes de inducéo e recuperagdo anestésica ja haviam sido relatados para outras espécies
de peixes ornamentais como Carassius auratus com o OE de Aniba rosaeodora (KIZAK etal.,
2018), Sciaenochromis fryeri e Labidochromis caeruleus com OE de Pelargonium graveolens
(CAN et al., 2018) e Aulonocara nyassae a partir da utilizacdo da benzocaina e do mentol
(FERREIRA et al., 2020).

5.3 Avaliacdo do Comportamento Agressivo do B. splendens Exposto ao OECS

Através de analises comportamentais foi possivel identificar que o comportamento
agressivo do B. Splendens durante a interagdo entre machos foi significativamente reduzido em
comparagdo com o grupo controle. Portanto este resultado sugere que o OECS pode diminuir a
pré-disposicdo do B. splendens a agresséo.

Em betas, recentemente foi observado que o comportamento agressivo é fruto de uma
estrutura poligénica (ZHANG et al., 2021), e também associado a diversos fatores neuro- fisio-
enddcrinos. Nesse mesmo trabalho, os autores hipotetizam que, durante a briga entre dois
exemplares, h4& um aumento na respiracdo aérea dos animais, e esse comportamento é
relacionado a maior eficiencia em manter um metabolismo associado ao lactato, em virturdeda
maior necessidade de contragcdo muscular responsavel pelos ataques.

E este foi o primeiro trabalho onde h& a descricdo do uso de um 6éleo essencial na
reducdo da agressividade em peixes. O uso do OECS minimizou a incidéncia de
comportamentos agressivos do B. splendens, logo, a demanda por oxigénio pode nédo ter
sido alterada e consequentemente 0s peixes emergem menos a superficie da agua para
captar oxigénio (CASTRO et al., 2006), como visto no presente estudo. O OECS também pode
ter influenciado os peixes através de seus efeitos sedativos, pois ao serem sedados 0s peixes
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tendem a diminuir a atividade respiratdria em detrimento da desaceleracdo do seu metabolismo
(TEIXEIRA et al., 2017). Similarmente ao que foi observado no presente estudo,
Vanderzwalmen et al. (2020) mostraram que um condicionador de &gua a base de plantas,
principalmente Aloe vera, diminuiu significativamente a prevaléncia de comportamentos
agressivos em Poecilia reticulata submetidos a um transporte simulado em laboratério, bem
como reduziu a agressividade em Xiphophorus variatus, apds um transporte internacional.

Sabe-se que o0 uso da fluoxetina, um inibidor da serotonina, auxilia também na reducao
do comportamento agressivo em betas (EISENREICH e SZALDA-PETREE, 2015). Futuros
estudos devem ser feitos para elucidar os mecanismos genéticos e metabdlicos que agem na
reducdo desse comportamento em peixes.

5.4 Transporte e Efeitos do OECS nas Alteracbes Histoldgicas na Branquia de B.
splendens

De acordo com Becker et al. (2012), as concentracBes anestésicas usadas durante o
transporte de peixes deve induzir, no méaximo, o estagio 2 da anestesia (estadgio de sedacdo
profunda). Porque a sedacdo leve permite que os peixes mantenham o equilibrio, a atividade de
natacdo e a respiracdo (SANTOS et al., 2020). Além disso, as concentracdes sedativas dos OEs
sdo suficientes para melhorar alguns indicadores fisioldgicos durante o transporte de peixes,
contribuindo para a manutencdo do estado de homeostase (SALBEGO et al., 2017). O OECS
na concentragdo utilizada (20 pl L) promoveu sedacgdo leve no B. splendens. Os peixes
apresentaram menos respostas a estimulos externos, porém mantiveram o equilibrio e a
atividade natatéria normal. Peixes em sedacdo profunda tendem a perder o equilibrio, a
capacidade de natagdo e podem morrer por sufocamento ao permanecerem no fundo do
recipiente de transporte (PARODI et al., 2014). Sedacdo semelhante foi observada em B.
splendens transportado com o 6leo de cravo (10 mg L) (PATTANASIRI et al. 2017b) e em
Rhamdia quelen com a utilizagdo do eugenol (1,5 ou 3,0 pl L™?) ou dleo essencial de Lippia
alba (10 ou 20 pl L) (SALBEGO et al., 2017).

B. splendens sdo conhecidos por causa de sua agressividade, extremamente
territorialistas, os machos desta espécie podem iniciar lutas agressivas na defesa de seu
territorio (CRAFT et al., 2003; CASTRO et al., 2006). As interacdes agnosticas em machos
dessa espécie podem durar mais de uma hora, geralmente tais disputas envolvem exibicdes
sociais estereotipadas com mordidas/golpes e bloqueios de boca (VU et al., 2021). Porém, em
caso de lutas diretas podem ocorrer danos graves a um dos peixes, causando sua morte
(CASTRO et al., 2006). Assim, devido a agressividade desses peixes convencionou-se
embalar 0os machos desta espécie individualmente, para evitar lesdes e estresse durante o
transporte (FAO, 2010).

No presente estudo, 0s peixes mantidos em &agua sem a presenca do OECS,
apresentaram danos fisicos, um alto nivel de estresse e consequentemente alteragdo de cor, em
virtude de intensas disputas entre os animais mantidos juntos. Portanto, a reducdo da
agressividade, conforme observado com a adi¢cdo do OECS é desejavel, pois pode contribuir
com a manutengdo do bem-estar dos peixes e possibilitar o acondicionamento de mais de um
B. splendens macho por saco plastico de transporte. Resultados semelhantes aos nossos foram
observados por Pattanasiri et al. (2017b), ao estudarem o efeito da adi¢cdo do Oleo essencial de
cravo (10 mg L™?) na agua de transporte de B. splendens machos. Embora os autores néo
tenham realizado o transporte coletivo dos animais, ainda assim, os peixes do grupo controle
apresentaram uma qualidade visual inferior em relagcéo aos peixes transportados na presenca do
essencial. Similarmente, Wang et al. (2021) avaliaram a adig&o do eugenol (0, 10 e 20 mg/L™?)
e timol (0, 10 e 20 mg/L™) na agua de transporte de juvenis de Ictalurus punctatus. Esses
autores recomendaram a utilizagdo de eugenol na faixa de 10 a 20 mg/L? e timol na
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concentragio de 10 mg/L™? para transportar esta espécie a longas distancias, uma vez que
promoveram menores niveis de cortisol sérico nos peixes.

Além dos OEs, outros produtos a base de plantas apresentaram efeitos positivos,
quando administrados a agua de transporte de peixes vivos. Por exemplo, a utilizacdo de um
condicionador de 4gua 260 ul L™ a base de Aloe vera durante um transporte simulado com
duracdo de 1h, reduziu significativamente o nimero de mordidas em Poecilia reticulata. Em
Xiphophorus variatus esse mesmo produto na concentragido de 125 pl L™ causou niveis
reduzidos de natacdo erratica e comportamento agressivo, apds um transporte internacional de
aproximadamente 30h (VANDERZWALMEN et al. 2020).

De acordo com Lopes et al. (2018) o contato prolongado dos Oleos citricos com a
agua, pode resultar na alteracdo de alguns parametros, como uma reducdo no pH. A
concentragdo de OECS utilizada no transporte experimental ndo causou mudancas na qualidade
da 4gua ou na taxa de mortalidade de B. splendens machos ao final do transporte. Em contraste
com esses resultados, Pattanasiri et al. (2017b), obteve maiores niveis de oxigénio dissolvido,
menores niveis de amonia ndo ionizada, uma reducdo do pH da &gua e uma menor taxa de
mortalidade para B. splendens transportados em &gua contendo Gleo essencial de cravo. A
manutencdo do pH observada no presente estudo pode ter ocorrido em virtude da respiracdo
facultativa aérea do beta em comparacdo a outras espécies de peixes estudadas
anteriormente. Nesse caso, como ndo ha a incorporacdo do CO; diretamente na agua, ndo ha
dessa maneira a acidificacdo da agua associada a dissolucdo desse composto em meio aquoso.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo é possivel concluir que a CLso em 48h do
Oleo essencial de Citrus sinensis foi de 49, 17 pl Lt O 6leo essencial de Citrus sinensis
apresenta potencial para ser utilizado como agente sedativo e anestésico em B. splendens,
proporcionando tempos de indugdo aceitdveis nesta especie. Além disso, recomenda-se a
concentracio de 20 pl L™ de 6leo essencial de Citrus sinensis para o transporte coletivo do B.
splendens, pois tal concentragdo ndo causou mortalidades nem reducdo da qualidade visual dos
animais transportados juntos, nem foram observadas alteracdes a nivel histologico nas
branquias dos animais, bem como nédo afetou negativamente os parametros de qualidade de
agua apos o transporte, apesar do tempo de recuperacdo estar acima do recomendado para
peixes.
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