Universidade Federal do Oeste do Para
Pro-reitoria de Pesquisa, Pos-graduacéo e Inovacdo Tecnologica
Instituto de Ciéncias e Tecnologia das Aguas
Programa de P6s-Graduacédo em Recursos Aquaticos Continentais

Amazonicos

TOXICIDADE AGUDA E POTENCIAL ANESTESICO DO HIDROLATO
DE Myrcia sylvatica (G.Mey.) DC. EM JUVENIS DE TAMBAQUI
(Colossoma macropomum)

ANDRIA SIMONE OLIVEIRA VALENTE

Santarém, Para
2018



ANDRIA SIMONE OLIVEIRA VALENTE

TOXICIDADE AGUDA E POTENCIAL ANESTESICO DO HIDROLATO DE Myrcia
sylvatica (G.Mey.) DC. EM JUVENIS DE TAMBAQUI (Colossoma macropomum)

Orientadora: Professora Dra. LENISE VARGAS FLORES DA SILVA

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos
para obtengdo do titulo de mestre em Recursos
Aquéticos  Continentais ~ Amazdnicos  pela

Universidade Federal do Oeste do Para.

Santarém, Para
2018



ANDRIA SIMONE OLIVEIRA VALENTE

TOXICIDADE AGUDA E POTENCIAL ANESTESICO DO HIDROLATO DE
Myrcia sylvatica (G.Mey.) DC. EM JUVENIS DE TAMBAQUI (Colossoma

macropomum)

Dissertagfo apresentada como parte dos requisitos
para obtengdo do titulo de mestre em Recursos
Aquiticos  Continentais ~ AmazOnicos  pela

Universidade Federal do Oeste do Para.

Aprovada em: 28 de Fevereiro de 2018

di_fuilon fodh
Prof/ Dra. Ynglea Georgina de Freitas (&6ch

Vice Coordenadora do PPGRACAM-UFOPA

Apresentada 8 Comissdo Examinadora, integrada pelos professores:

\Kl‘ (W#‘é &}iuh c{:_ &764 L~

Prof, Dr. Ricardo Bezerra de Oliveira

Universidade Federal do Oeste do Para (ICED-UFOPA)

Prof. Dr, Ruy Bessa Lopes
Universidade Federal do Oeste do Para (ICTA-UFOPA)

) //’/4#?

él/ cf
" Prof’ Dr Maxw BdlbOS'l de Santana

Universidade Federal do Oeste do Para (ICTA-UFOPA)

Prof. Dra. Lenise Vargas Flores da Silva (ICTA-UFOPA)
ORIENTADORA

Santarém, Para

chcrciro _(Ic 2018


Simone
Imagem Posicionada


Dados Internacionais de Catalogagao-na-Publicagao (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIGI/UFOPA

V154t Valente, Andria Simone Oliveira
Toxidade aguda e potencial anestésico do hidrolato de Myrcia sylvatica
(G.Mey.) DC. em juvenis de Tambaqui (Colossoma macropomum)./ Andria
Simone QOliveira Valente. — Santarém, 2018.
54 fls.: il.
Inclui bibliografias.

Orientador Lenise Vargas Flores da Silva

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Oeste do Para, Instituto de
Ciéncias e Tecnologia das Aguas , Programa de Pés-Graduagdo em Recursos
Aquaticos Continentais Amazonicos.

1. Anestesia. 2. Concentracao letal. 3. Fluxo lénico. |. Silva, Lenise Vargas
Flores da, orient. Il. Titulo.

CDD: 23 ed. 639.3

Bibliotecario - Documentalista: Renata Ferreira — CRB/2 1440



Sinopse:

Avaliou-se 0 potencial anestésico e a toxicidade aguda (CLso-96n) do hidrolato de Myrcia
sylvatica em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), utilizando-se analises dos
parametros fisico-quimicos da agua, fluxo idnico e densidade de células mucosas branquiais.

Palavras-chaves: Anestesia, concentracao letal, fluxo idnico, células mucosas, hidrolato.
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Resumo

Produtos naturais estdo sendo testados como anestésicos em peixes, afim de mitigar efeitos do
estresse causados por técnicas de manejo aplicadas na aquicultura. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o uso do hidrolato Myrcia sylvatica (HMS), como anestésico em juvenis de tambaqui
(Colossoma macropomum), bem como avaliar sua Concentracdo Letal (CLso-96n) do HMS. Para
0 teste de anestesia foi utilizado o HMS nas concentragdes 15, 20, 25, 30 e 35%, com 15 animais
por tratamento. Foram utilizadas as concentragdes 5, 7,5, 10, 12,5 e 15% de HMS para
determinar a CLso-geh. As variaveis fisico-quimicas (temperatura, pH, condutividade e oxigénio
dissolvido) das solucBes foram avaliadas antes e ap6s o teste. Foram coletadas amostras das
solugBes antes e ap6s a Clso-gen para avaliar o fluxo de ions Na*, K*, CI, e amobnia. Foi
determinada a densidade de células mucosas (DCM) ap6s 96 horas de exposi¢do ao HMS. Os
resultados evidenciaram que a concentracdo 30% de HMS teve os melhores tempos de inducao
e recuperacgdo anestésica, sendo indicado para manejos réapidos (cerca de 3 min). O teste de
toxicidade aguda estimou a CLso-96 em 11,19% de HMS. Juvenis de tambaquis expostos ao
HMS por 96 horas apresentaram elevada excre¢do de amdnia e efluxo de ions quando
comparados com o tratamento controle, aumentando com a concentracdo de hidrolato.
Entretanto, foi verificada a diminuicdo da DCM com o aumento da concentracdo de HMS. As
concentracgdes testadas de HMS néo séo indicadas para manejos prolongados, pois induziram a
estresse osmorregulatorio.

Palavras-chaves: Anestesia, concentracao letal, fluxo idnico, células mucosas, hidrolato
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Abstract

Acute toxicity and anesthetic potential of hydrolate of Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. in
juvenile of tambaqui (Colossoma macropomum): Natural products are being tested as
anesthetics in fish, in order to mitigate the effects of stress caused by management techniques
applied in aquaculture. The objective of this work was to evaluate the use of Myrcia sylvatica
hydrolate (MSH) as anesthetic in tambaqui juveniles (Colossoma macropomum), well as assess
the lethal concentration (LCso-96n). The concentrations of MSH used to anesthesia experiments,
were 15, 20, 25, 30 and 35% (15 fish per treatment). The lethal concentration tested were used
5,7.5, 10, 12.5 and 15% of MSH concentrations. The physical-chemical variables (temperature,
pH, electric conductivity and dissolved oxygen), flow of Na +, K +, Cl-, ammonia and alkalinity
of the solutions were evaluated before and after test. The gill mucous cell density (MCD) was
determined after 96 hours of exposure to HMS. The 30% concentration of MSH had the best
anesthetic induction and recovery times and was indicated for fast handling (about 3min). The
acute toxicity test estimated CLso in 11,19% of MSH. Juveniles of tambaquis exposed to MSH
for 96 hours presented high excretion of ammonia and efflux of ions, increasesed with
concentration of hydrolate increases. The MCD decresed with increase the concentration of
MSH. Thus, the concentration tested of HMS are not indicated for prolonged managements was
suggested, because induced osmoregulatory stress.

Key words: Anesthesia, lethal concentration, ionic flow, mucous cell, hydrolate
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Introducéo Geral

A producdo aquicola esta em constante crescimento, podendo chegar em 195,9 milhdes
de toneladas em 2025, um crescimento de 17% em relacao a producdo de 2013-2015. Os paises
da américa latina podem ter um aumento de 26%, sendo que para o Brasil estima-se um
crescimento de 104% (FAO, 2016).

Sendo o Brasil um dos poucos paises com potencial para atender a crescente demanda
mundial de pescado, sdo necessarias medidas como a adogéo de praticas de manejo e transporte
adequados para que o produto final seja realmente de qualidade (Goes et al., 2015). Praticas de
manejo mesmo sendo bem conduzidas podem ser fontes causadoras de estresse, pois
influenciam no equilibrio metabdlico dos animais, desencadeando respostas ao estresse, o que
pode alterar a qualidade do produto final, pois acelera o processo do rigor mortis que acelera o
processo de degradacdo (Mendes et al., 2015; Alves et al., 2016; Miranda et al., 2016).

O estresse € definido como um conjunto de reacdes fisioldgicas a um ou mais estimulos
que ameaca a homeostase (Boijink et al., 2016). Como resposta a situacdes de estresse podem
ocorrer possiveis alterac@es fisioldgicas como genéticas, proteicas, energéticas, imunolégicas,
enddcrinas, neurais e comportamentais, podendo alterar a capacidade imunoldgica, o estresse
também pode deixar o organismo susceptivel a doencas e a morte. O estresse pode ser
classificado em agudo e crénico, sendo o primeiro aquele de curto tempo como biometria,
transporte, reproducéo e aqueles ditos cronicos sdo de exposi¢cdo prolongada como poluigédo
(Tort, 2011).

A resposta ao estresse envolve mecanismos fisiologicos com possiveis alteracdes
genéticas, proteicas, energéticas, imunoldgicas, enddcrinas, neurais e até comportamentais para
compensar os desequilibrios gerados pelo agente estressor afim de recuperar a homeostase. Por
alterar a capacidade imunologica normal do organismo, 0 estresse também pode deixar o
organismo susceptivel a doencas e a morte (Tort, 2011; Santos et al., 2016). A magnitude e a
duracgéo das respostas ao estresse dependem do tipo de agressor e do tempo e intensidade de
exposicdo, podendo causar problemas no crescimento, desenvolvimento, reproducéo,

comportamento e resisténcia a doencas (Schreck et al., 2016).

Um dos primeiros 6rgaos a entrar em contato direto com 0 agente estressor sdo as
branquias, fazendo destes um possivel biomarcador de estresse (Paulino et al., 2012; Santos et

al., 2014). Séo a primeira linha de defesa e ainda estdo envolvidas em varios processos


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848616306925#bbb0060
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fisiologicos como respiracdo, excrecdo de residuos nitrogenados, osmorregulacdo, equilibrio
acido base, e producdo hormonal (Beck e Peatman, 2015). De acordo com Cantanhéde et al.
(2014), a qualidade da &gua e a polui¢do causam alteracdes nas branquias como mecanismos
de resposta, essas alteracfes podem comprometer a fungdo primordial das branquias. Agentes
estressores agem nestes orgaos alterando a producao e composi¢do de muco (Monteiro et al.,
2010), a densidade de células mucosas (Sveen et al., 2016; Silva et al., 2017), e provocando

processos inflamatorio e lesdes (Fiuza et al., 2015).

Segundo Boijink et al. (2016), os agentes estressores também podem desencadear
mudancas na difusdo dos ions. Peixes de dgua doce tem mecanismo de regulacdo iénica, no
entanto em situacdes de estresse alteracdes nos niveis de cortisol e catecolaminas aumentam a
superficie branquial para uma maior capitacdo de oxigénio aumentando a difusdo de ions para
0 meio (Silva et al., 2015; Cunha et al., 2017).

Segundo Alves et al. (2016) torna-se necessario a utilizacéo de novas técnicas de manejo
que visem o bem-estar animal, afim de minimizar o efeito do estresse sobre a qualidade do
produto final. H& algumas décadas anestésicos utilizados na aquicultura estdo sendo estudados,
por serem um grupo de substancias mitigadoras do estresse de manejo em peixes. Atua
reduzindo o estresse do manuseio, transporte, e 0s niveis de amonia e efluxo de ions (Becker et
al., 2016; Sena et al., 2016; Cunha et al., 2017; Silva et al., 2017). Os anestésicos atuam no
sistema nervoso diminuindo as respostas dos organismos ao estresse (Dos Santos et al., 2017).
A depressao do sistema nervoso central € dada pela acdo nos axdnios, causando a liberagdo de
neurotransmissores ou aumentando a excitabilidade da membrana (Tavares-Dias, 2009).

Os anestésicos podem ser locais ou gerais e via branquia, difundindo-se pelo sangue
agem inibindo a transmisséo de sinais neurais do sistema nervoso periférico para o central. Um
dos possiveis mecanismos de acdo dos anestésicos & pela potencializacdo do sistema
GABAérgico (4cido gama-aminobutirico-neurotransmissor inibitério no sistema nervoso
central), pela modulacao no sitio de benzodiazepina (BDZ) do receptor GABAA. Pode também
agir na modulac@o dos canais idnicos dependentes de voltagem (Ross e Ross, 2008;). No
entanto, 0 mecanismo de acdo da maioria dos anestésicos ainda nao foi elucidado (Baldisserotto
et al., 2017). Os anestésicos diferem em suas acOes e afetam a funcdo celular de diferentes
maneiras (Rang et al., 2016), dificultando assim o entendimento do mecanismo de ag&o de cada

um, sendo necessario estudos sobre cada produto.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848616306925#bbb0060
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Alguns trabalhos tém confirmado o envolvimento do efeito anestésico com o sistema
GABA em estudos com Lippia alba (Heldwein et al., 2014), Ocimum gratissimum (Silva et al.,
2012), Clibadium surinamense (Costa et al., 2006; Santos et al., 2016), e verificado uma relacédo
do eugenol, presente no 6leo essencial de algumas plantas com ativacéo do receptor GABAA
(Sahin et al., 2017). Porém esta relagdo com o sistema GABAEeérgico nédo foi visto para Aloysia
triphylla e Cymbopogon flexuosus (Dos Santos et al., 2017). Em anestésicos sintéticos como o
MS-222 e a benzocaina foi comprovado o bloqueio dos canais de sddio dependentes de

voltagem (Baldisserotto et al., 2017).

No entanto, efeitos adversos a partir da utilizacdo de anestésicos quimicos tém sido
reportados em peixes, como o0 aumento dos batimentos cardiacos e da respiracao, acompanhado
da elevacdo dos niveis de glicose no sangue (Zahl et al., 2012). Embora o uso destes produtos
na aquicultura seja uma boa alternativa para a diminuicao das respostas dos peixes ao estresse,
deve-se ter cautela em seu uso, uma vez que existem poucos estudos e estes podem apresentar
efeitos colaterais indesejaveis. Isso porque cada anestésico exige uma concentracdo diferente
para atingir o estagio de anestesia desejado (Souza et al. 2015). Se usado de forma inadequada,
concentracdo ou tempo de exposicao elevados, podem tornar essas substancias toxicas para o
peixe (Cunha et al., 2017).

Diante disso, a toxicologia se apresenta como é uma ferramenta indispensavel na
avaliacdo de compostos em que 0s organismos aquaticos podem ser expostos (Américo-
Pinheiro et al., 2017). Sendo definida como a capacidade que uma substancia tem de causar
efeito danoso em um organismo (Costa et al., 2008). Os testes de toxicidade podem ser agudos
ou cronicos. Em testes de toxicidade aguda, um organismo é exposto a varias concentracdes de
determinada substancia para determinar a CLso, que € a concentragéo letal, capaz de matar 50%
dos animais testados, em um curto intervalo de tempo que varia de 24 a 96 horas (Klaassen e
Watkins, 2012). Portanto, os testes de toxicidade podem auxiliar na definicdo de uma margem

de confianca para 0 uso de anestésicos.

Os anestésicos sintéticos mais usados séo a tricaina metano sulfonato (MS-222), a
quinaldina (2-4 -metilquinolina), o fenoxietanol (2-fenoxietanol) e a benzocaina (ethyil-p-
aminobenzoato), sendo a benzocaina economicamente mais acessivel (Santos et al., 2016;
Bolasina et al., 2017; Correia et al., 2017). O MS-222 ¢ um dos poucos anestésicos com
permissdo para uso na aquicultura, mas ndo se encontra disponivel para venda no Brasil,

estimulando assim estudos que viabilizam produtos anestésicos alternativos (Saccol et al.,
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2017b). Devido a estes fatores, ha uma demanda crescente para produtos anestésicos de baixo
custo, de fécil obtencdo e possa oferecer seguranca aos animais, aos manipuladores e ao
ambiente (Correia et al., 2017), concentrando as pesquisas em produtos naturais para substituir

produtos sintéticos (Boijink et al., 2016).

Além disso, 0 uso de anestésicos de origem natural é uma boa alternativa para
aquicultura com bases agroecoldgicas, uma vez que a piscicultura organica € a criagdo de peixes
sem a utilizacdo de contaminantes ou poluentes, ou aditivos quimicos artificiais, priorizando a
conservacao do ambiente, protecdo dos consumidores e proibicdo de terapéuticos sintéticos ou
produtos quimicos (Boscolo et al., 2012; Rebouca e Gomes, 2016). Desta forma a utilizacdo de
anestésicos de origem natural, com possiveis baixos niveis de toxicidade, viabilidade
econdmica, praticidade e eficacia no uso, apresenta-se como uma alternativa viavel na reducéo

de possiveis danos fisioldgicos e bioquimicos (Cunha et al., 2011).

A flora brasileira tem uma série de espécies com potencial de extragdo de 6leo essencial
(OE) que ainda néo foi estudada. O OE pode ser fonte de moléculas com efeitos depressores no
sistema nervoso central, tais quais anestésicos e sedativos (Garlet et al., 2016). Propriedades
fitoterapicas de 6leos essenciais tém sido pesquisadas em diversos paises devido a saude
humana e ambiental. O uso de extrativos vegetais, como 6leos essenciais e derivados tém se
mostrado promissor com efeitos anestésicos e sedativos na aquicultura, sendo o eugenol e o
mentol os principais anestésicos naturais utilizados no Brasil (Barbas et al., 2017; Baudisserotto
et al., 2017). Existem estudos sendo desenvolvidos com 6leo essencial de plantas, como
alfavaca (Ribeiro et al., 2016), melaleuca, eucalipto (Rezende et al., 2017), manjericéo (Correia
et al., 2017), lavanda, sandalo (Matulovic et al., 2015), poejo (Cunha et al., 2017), citronela
(Barbas et al., 2017), acafrdo e murta (Saccol et al., 2017b).

Segundo Cascaes et al. (2015) os 6leos essenciais de espécies de Myrcia sdo compostos
por monoterpenos e sesquiterpenos. Sendo sesquiterpenos predominantemente mais
abundantes para a espécie M. sylvatica (Silva et al., 2016). Sdo encontrados na literatura alguns
estudos acerca dos potenciais farmacologicos de M. sylvatica, dentre eles, seu potencial
fitopatogénico (Lustosa et al., 2011), microbiano/antibacteriano (Silva et al., 2016),
composi¢do quimica e toxicidade do 6leo de M. sylvatica contra Aedes aegypti (Rosa et al.,
2016), anestesico/sedativo em tambaqui (Saccol et al., 2017b) e matrinxa (Saccol et al., 2017a),

atenuante de alteracdes fisiologicas, moleculares e bioquimicas frente ao estresse do transporte
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(Saccol et al., 2018) e a descrigdo das propriedades do 6leo essencial de M. sylvatica (Prado et
al., 2017).

Além do OE outros subprodutos também tém se mostrados promissores quanto ao seu
potencial farmacoldgico. Por exemplo, 0 hidrolato, também conhecido como “aguas florais’ ou
‘hidrossois’, ¢ um subproduto do processo de hidrodestilagdo que consiste de solucdo aquosa
composta pela agua proveniente da hidrodestilagdo e alguns componentes volateis, e principios
ativos presentes no OE (Souza et al., 2007).

Alguns autores avaliaram o potencial farmacoldgico desse tipo de extrativo vegetal.
Como o potencial fungicida dos hidrolatos de Helietta apiculata, Conyza canadenses e
Cymbopogon nardus (Franzener et al., 2007), Schinus terebinthifolius (Santos et al.,2014),
Cymbopogon citratus, Gallesia integrifolia, Coriandrum sativum. Bibiano e Saber (2017)
estudaram a inibicdo de crescimento micelial pelo hidrolato de Annona muricata. Nascimento
et al. (2009) testaram o efeito antihelmintico in vivo do hidrolato de horteld em bovinos
infectados por nematoides gastrointestinais. Souza et al. (2017) verificaram o potencial
alelopatico do hidrolato de seis espécies do género Croton. Por outro lado, Riani et al. (2017)
fizeram a caracterizacdo quimica do hidrolato de Piper chimonanthifolium, indicando seus
possiveis potenciais cosméticos e farmacoldgicos. Quanto ao potencial farmacol6gico na
aquicultura, Silva et al. (2017) avaliaram o uso de hidrolato de Lippia alba em transporte

simulado de tambaqui.

Com o constante crescimento da producdo aquicola, e em paralelo as constantes
situacOes de estresse decorrentes do manejo adotado, torna-se necessaria a formulacdo de
produtos de baixo custo, baixa toxicidade, praticidade no uso e de facil acesso aos piscicultores
que possa minimizar os danos decorrentes dessas situacdes. Os sedativos e anestésicos de
origem natural surgem como uma op¢ao, sendo estes ainda condizente com as diretrizes
aplicadas ao mercado de produtos organicos, que inviabiliza o0 uso de produtos sintéticos.
Podendo ser estes na forma de dleo, extratos, nanoemulsdes, ou mesmo o hidrolato, que sendo

um subproduto da extracdo do 6leo tem sido descartado ao longo da producéo do 6leo.

Assim sendo, o presente trabalho vem contribuir com estudos sobre os produtos
anestésicos alternativos a fim de minimizar efeitos de estresse decorrentes de praticas de manejo
em sistemas de piscicultura intensiva. Sendo o hidrolato, um produto de origem vegetal, de facil

acesso e hidrossoluvel, torna-o econdmico e ecologicamente viavel uma vez que produtos
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naturais apresentam possiveis baixos niveis de toxicidade sobre o0s organismos, 0 ambiente e 0s

agentes envolvidos.

Esta dissertacdo foi organizada em forma de uma introducéo geral, objetivos, um artigo
cientifico que sera submetido para a revista Journal of Apllied Ichthyology (normas em anexo-
A). As figuras e tabelas foram inseridas no corpo do texto para melhor compreensao das
informagdes e visualizagdo dos resultados. Sendo posteriormente formatado segundo as normas

da revista. A dissertacdo esta finalizada com o tdpico consideragdes finais.
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Objetivos
Geral

Avaliar o efeito anestésico ou sedativo e a toxicidade do Hidrolato de Myrcia sylvatica
(G.Mey.) DC. em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum).

Especificos

Verificar a efic&cia, o tempo e a concentracdo necessaria para a inducao e recuperagdo
anestésica de juvenis de tambaqui expostos ao hidrolato de Myrcia sylvatica;

Determinar a concentracéo letal em 96 horas (CLso-96n) do Hidrolato de M. sylvatica em
juvenis de tambaqui;

Avaliar os parametros fisico-quimicos da solucdo teste antes e ap6s a introducdo do
Hidrolato de M. sylvatica para os testes de concentracdo letal (CLso-96n) Nas diferentes
concentracgdes testadas em juvenis de tambaqui;

Identificar as concentragcbes de Na®, K* e CI" na solucdo teste em funcdo das
concentracdes do Hidrolato de M. sylvatica utilizadas para a concentracéo letal (CLso-96n) de
juvenis de tambaqui;

Caracterizar a densidade de células mucosas branquiais em juvenis de tambaqui expostos
aos testes de concentracédo letal (CLsogen) Nas diferentes concentragfes de Hidrolato de M.

sylvatica.
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Resumo

Préaticas de manejo em piscicultura podem ser estressante para peixes. Alguns produtos
anestésicos estdo sendo utilizados como mitigadores de respostas ao estresse de manejo.
Este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial anestésico e a toxicidade aguda do
hidrolato de Myrcia sylvatica (HMS) em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum).
Para o teste de anestesia foram utilizadas as concentracées 15, 20, 25, 30 e 35% de HMS
diluido em agua e um controle contento somente agua. Para determinar a Concentracédo
Letal (CLso-96n) foram utilizadas as concentragdes 5, 7,5, 10, 12,5 e 15% de HMS e
controle 4gua. Para ambos os testes foram utilizados 15 animais por tratamento. Foram

feitas analises fisico-quimicas das solugdes quanto a temperatura, pH, oxigénio
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dissolvido, condutividade elétrica, alcalinidade, aménia total, Na* e K* e ClI- antes e apds
0 teste CLso-96n. FOI determinado a densidade de células mucosas branquiais (DCM) ap6s
a exposicéo ao teste CLso-gen. O tratamento de 30% HMS foi 0 mais efetivo para indugéo
e recuperagdo anestésica em tambaquis. A CLso-gsn estimada foi de 11, 19% de HMS. Os
parametros fisico-quimicos ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao
controle, antes e apos o teste CLso-g6n. Houve aumento no efluxo de ions e excrecéo de
amonia dose dependente. A DCM diminuiu com o aumento da concentragdo de HMS. O
uso deste produto mesmo em baixas concentracGes para 0 manejo por tempo prolongado
deve ser evitado. Sugere-se a continuidade de estudos a cerca da toxicidade do HMS.

Introducéo

A producdo aquicola estd em constante crescimento, podendo chegar em 195,9 milhdes
de toneladas em 2025, um crescimento de 17% em relacdo a producdo de 2013-2015
(FAO, 2016). No entanto, os procedimentos de manejo aquicola, como captura,
biometria, reproducéo e transporte sdo agentes estressores. Tem sido estimulado o uso de
anestésicos para minimizar os efeitos e danos causados pelo estresse (Tavares-Dias &

Mariano, 2015).

Os anestésicos sintéticos mais usados em peixes sdo a tricaina metano sulfonato (MS-
222), a quinaldina (2-4 -metilquinolina), o fenoxietanol (2-fenoxietanol) e a benzocaina
(ethyil-p-aminobenzoato), sendo a benzocaina economicamente mais acessivel (Bolasina
etal, 2017; Correiaetal, 2017; Santos et al, 2016). Contudo Zahl et al, (2012) mencionam
efeitos adversos no uso destes produtos quimicos e atrelados a necessidade de produtos

de baixo custo, facil acesso e seguranga aos atores envolvidos, pesquisas estdo sendo
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desenvolvidas com produtos naturais para substituir produtos sintéticos (Correia et al,

2017; Boijink et al, 2016).

Os oleos essenciais (OE) de eugenol e o mentol sdo os anestésicos mais utilizados em
estudos na aquicultura (Barbas et al, 2017; Baudisserotto et al, 2017), porém existem
outros OE sendo testados como alfavaca (Ribeiro et al. 2016), melaleuca, eucalipto
(Rezende et al, 2017), manjericdo (Correia et al, 2017), lavanda, sandalo (Matulovic et
al, 2015), poejo (Cunha et al, 2017), citronela (Barbas et al, 2017), acafrdo e murta

(Saccol et al, 2017b).

Segundo Cascaes et al. (2015) os OE de espécies de Myrcia sdo compostos por
monoterpenos e sesquiterpenos. Sendo sesquiterpenos predominantemente mais
abundantes para a espécie M. sylvatica (Silva et al. 2016). Estudos recentes mostram seu
potencial antinociceptivo e anti-inflamatério (Almeida 2014), fitopatogénico (Lustosa et
al. 2011), microbiano/antibacteriano (Silva et al. 2016), e de toxicidade contra Aedes
aegypti (Rosa et al. 2016). Saccol et al. (2018) avaliaram o potencial farmacolégico do
OE de M. sylvatica na aquicultura como mitigador de alteraces fisioldgicas, moleculares
e bioquimicas frente ao estresse do transporte. Saccol et al. (2017a, 2017b) estudaram seu

efeito anestésico/sedativo em matrinxa e em tambaqui.

Além do OE outros extrativos vegetais também tém se mostrados promissores quanto ao
seu potencial farmacoldgico. Por exemplo, 0 hidrolato, também conhecido como ‘aguas
florais’, consiste da solu¢ao aquosa condensada proveniente da hidrodestilacdo e alguns
componentes volatéis, compostos aromaticos e principios ativos presentes no OE (Souza
et al. 2007; Souza et al. 2017). Foi avaliado o potencial antifingico, antibacteriano e

indutor da producdo de fitoalexinas dos hidrolatos de Helietta apiculata, Conyza
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canadensis e Cymbopogon nardus em plantas (Franzener et al, 2007). O potencial
fungicida do hidrolato de aroeira foi testado contra antracnose de goiabeira por Santos et
al (2014). Nascimento et al. (2009) testou o efeito anti-helmintico do hidrolato de hortela
contra nematdides gastrointestinais em bovinos. Avaliou-se o potencial alelopéatico do
hidrolato de espécies do género Croton na germinacdo de didsporos de alface e tomate
(Souza et al (2017). Bibiano e Saber (2017) estudaram a inibi¢éo de crescimento micelial
de fungos fitopatogénicos pelo hidrolato de Annona muricata. Contudo, somente um
trabalho foi encontrado com aplicagéo de hidrolato na aquicultura, onde Silva et al (2017)

avaliou o uso de hidrolato de Lippia alba em transporte simulado de tambaqui.

Diante do exposto, torna-se necessaria a formulacdo de produtos para minimizar o
estresse no manejo, que sejam de baixo custo, baixa toxicidade, efetividade, praticidade
no uso, de facil acesso aos piscicultores e seguro aos agentes envolvidos. Sedativos e
anestésicos de origem natural surgem como uma opc¢ao, sendo estes ainda condizente com
as diretrizes aplicadas ao mercado de produtos organicos, que inviabiliza o uso de
produtos sintéticos, estimulando estudos com hidrolato na aquicultura, por ser um
subproduto, geralmente descartado, de facil acesso e hidrossoltvel. E sendo o tambaqui
(Colossoma macropomum), a espécie mais cultivada na América do Sul, possui grande
potencial para aquicultura, principalmente na regido Norte do Brasil (Rebelatto Junior et
al., 2015). E a espécie nativa mais cultivada na Regido Amaz6nica, um peixe de habito
alimentar onivoro-oportunista alta produtividade e rusticidade, suporta, variagdes nos
parametros fisico-quimicos da agua, vem aumentando o interesse pelo cultivo dessa

espécie (Gomes et al. 2010; Rodrigues, 2014; Santos et al. 2006).
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Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial anestésico e a toxicidade aguda
do hidrolato de M. sylvatica (HMS) em juvenis de tambaqui, e verificar o efeito sobre a
morfofisiologia branquial (densidade de células mucosas) e o fluxo i6nico.

Material e Métodos

Material Vegetal

A parte aérea da espécie de M. sylvatica foi coletada as margens da Rodovia Everaldo
Martins-PA 457, km 21 na comunidade de Santa Rosa (S 02°30°46.4> W 054°50°93.1°),
Santarém, Pard, Brasil. A coleta de dados foi realizada pela manha (entre 7h30 e 8h30),
em maio de 2016. Um espécime de voucher foi depositado no Herbéario da EMBRAPA
Amazonia Oriental, Cidade de Belém, estado do Par4, Brasil, sob o nimero IAN 184696.
Extracdo do hidrolato

O material vegetal (folhas frescas) de M. sylvatica foi desfolhado, alocado em sacos de
papel, colocado para secagem em estufa (40°C) por um periodo de 72 horas, e triturado.
O hidrolato foi obtido pela técnica de hidrodestilagdo, utilizando o aparato tipo Clevenger,
com 3 horas de duracdo para o processamento. Foi utilizado 960 gramas de material
vegetal para a obtencédo de 6 litros de hidrolato. O hidrolato coletado foi armazenado em
freezer a 2°C até a realizacdo do experimento anestésico.

Apdbs a extracdo do hidrolato, foi feita a particdo liquido/liquido com hexano, e
posteriormente foi realizada a caracterizagdo quimica por meio de cromatografia gasosa
(cromatdgrafo Agilent Technologies 6890 Plus Series GC System, acoplado a um
detector seletivo de massa Agilent Technologies MSD 5973). Sendo analisado por meio
da comparacdo de espectros de massa com bibliotecas referéncias (Adams, 2006;

Mondello, 2011; Nist, 2011) no programa GCMS Prostrun Analysis.
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Procedimento Experimental

Os experimentos e a obtengdo dos juvenis ocorreram na Estacdo de producdo de Peixes
UAGRO-Santa Rosa/-SEDAP- Santarém-Brasil.

Para realizacdo dos testes de indugdo anestésica foram utilizados juvenis de tambaqui de
3-5cm de comprimento (1,1+0,38 g), que foram aclimatados em tanques continuamente
aerados, e mantidos em jejum por 24 horas. Posteriormente, para a observagao da indugéo
anestésica, os peixes foram acondicionados, individualmente, em recipientes contendo
500 mL da solucdo - &gua com adicdo do HMS em diferentes concentracgdes (15, 20, 25,
30 e 35%). As concentragbes anestésicas foram escolhidas com base em testes
preliminares pelos quais foram avaliadas diversas concentra¢cbes do HMS diluido em
agua. Para cada tratamento foram submetidos 15 animais (n total = 75). Entdo foi
determinado o tempo de inducdo anestésica (em segundos) com tempo maximo de
observacao de 30 minutos, conforme protocolo de Small (2003) adaptado seguindo os
estagios: estagio 1 - sedacdo leve, diminuicdo da reatividade para estimulos externos;
estagio 2 - sedacdo profunda, perda parcial de equilibrio e nado erratico; estagio 3 -
anestesia, perda total do equilibrio e da locomocao; e estagio 4 - colapso medular. No
entanto, este ultimo estagio ndo foi observado. Posteriormente os animais foram
transferidos para um recipiente com 1L de agua livre de anestésico para determinar o
tempo de recuperagédo, onde se considerou recuperado quando apresentava nado normal
e reacdo a estimulos externos normal (Saccol et al, 2017b).

Para determinacdo da CLso-9sn de HMS para juvenis de tambaqui foi utilizado o sistema
de conducdo de teste estatico, sem substituicdo ou sifonagem de agua, fotoperiodo de 12
horas, aeracdo constante e sem alimentacdo durante o periodo de 96horas de exposi¢do

ao anestésico. Foram avaliadas as concentracdes de 5, 7,5 10, 12,5 e 15% (hidrolato
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diluido em &gua), e os controles contendo somente dgua (CA), com 3 repeticdes por
tratamento. O recipiente com capacidade Util de 1L, e com densidade de cinco juvenis
perfazendo um total de 90 juvenis (15 para cada tratamento). A cada 24horas foi
observada a sobrevivéncia, quanto ao comportamento (presenca de reflexos, natacdo e
equilibrio na coluna de &gua, surgimento de protusdo labial, observacdo da existéncia de
muco corporal e mortalidade) e aferido as varidveis fisico-quimicas da agua como
oxigénio dissolvido (oximetro Lovibond- Senso Direct 150), temperatura, pH e
condutividade elétrica (multipardmetro ExStik 11 EC500). Foram coletadas amostras das
solucBes antes e apos o teste para verificagdo da alcalinidade (Boyd & Turker, 1992),
amonia total (pelo método do salicilato-hipoclorito de acordo com Verdouw; Van Echteld
& Dekkers (1978)) e ndo ionizada (Colt & Tomasso, 2002). O fluxo liquido de ions Na,
K™ e CI foi calculado de acordo com Gonzalez et al. (1998).

Anélise histoldgica e densidade de células mucosas branquiais

Ap0s a exposicdo ao teste CLso-96h, 0S @animais que sobreviveram foram anestesiados com
eugenol e eutanasiados por seccdo medular, foram entdo fixados inteiros em solucdo de
Bouin (por 24h), lavados em alcool 50% e armazenados em alcool 70% com amostragem
de 5 peixes/tratamento/repeticdo. Posteriormente foi feita a disseccdo dos arcos
branquiais para o processamento histolégico padrdo em parafina. Foram feitos 5
cortes/animal em perfil sagital com espessura de 5pm em micrétomo marca Leipzig. Para
coloracédo das laminas utilizou-se os corantes Alcian blue — pH 2,5 (coloragéo de células
mucosas acidas) e Acido Periddico e Reativo de Shiff (PAS+) (coloragio de células
mucosas neutras). A contagem destas células foi feita com o auxilio de um microscépio

Opitco equipado com sistema de captura de imagem (Zeiss/Axio Cam Erc 51) e programa
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de medidas interativas (Image-PRO PLUS) obtendo-se assim a densidade de células

estimadas em mma2.

Andlise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os resultados dos tempos de
inducdo e recuperacédo anestesica, fluxo de ions e a densidade de células mucosas, foram
submetidos a anélise de variancia (ANOVA- One Way). Em seguida foi aplicado o teste
de Tukey (p<0,05) para comparacao das médias, através do software SigmaPlot v. 11. Foi
realizada uma anélise de regressdo para a avaliacdo da dose-resposta da relacéo entre a
concentracdo do hidrolato e os tempos de anestesia pelo software Statistica 8.

Para determinacdo da CLso-06n do HMS foi utilizada a analise de probitos por meio do
software SPSS (Versdo 16).

Resultados

Caracterizacdo quimica do Hidrolato

Foi analisado o hidrolato e 0 OE de M. sylvatica que apresentaram sesquiterpenos como
constituintes majoritarios, tendo grande similaridade entre a composicdo do OE e HMS.
Os constituintes majoritarios destes compostos estdo apresentados na tabela 1. O OE e 0
HMS apresentaram 0s mesmos constituintes marjoritarios, diferindo apenas nas
concentragoes.

Tabela 1 Constituintes majoritarios do 6leo essencial (OEMS) e hidrolato de Myrcia

sylvatica (HMS), analisado pela comparacéo do indice de retencdo de Kovats calculado

(IRcalc) e da literatura (IRref), sendo TR o tempo de retencdo do constituinte.
TR Constituintes majoritarios OEMS (%) HMS (%) IR calc IRref

28.37 Beta Selineno 14.88 12.81 1489 1489
29.69 Trans Calameneno 13.83 11.16 1526 1521
30.62 Alfa Calacoreno 11.02 9.78 1542 1544
32.16 Oxido de Cariofileno 6.45 3.51 1585 1582
33.95 1 Epi Cubenol 2.99 3.32 1630 1627
35.80 Cadaleno 4.29 4.67 1677 1675

35.83 Mustakone 2.39 2.57 1680 1676
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Inducdo e recuperacdo anestésica
N&o houve mortalidade durante o experimento de anestesia. Houve diminui¢do do tempo

de anestesia com 0 aumento na concentracdo anestésica (Figura 1).
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200 7 R2= 0,9375

f=a‘exp(-b™x)

Tempo de anestesia (segundos)

100

10 1I5 20 2I5 SID 3I5 4ID
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Figura 1. Tempo de inducdo anestésica dos juvenis de tambaqui expostos a diferentes

concentragOes de hidrolato de Myrcia sylvatica (HMS).

As concentracGes acima de 20% mostraram bons tempos de inducdo e recuperagédo
anestésica inferior a 3 e 5 minutos, respectivamente. Sendo 30% a concentracdo que
apresentou 0 menor tempo de inducdo e recuperacdo anestésica (63,45+9,07 e

71,57+12,35 segundos) (Tabela 2).
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Tabela 2— Tempo de indugdo e recuperagao anestésicas (em segundos) com Hidrolato
de Myrcia sylvatica (HMS) em Juvenis de Tambaqui (Colossoma macropomum) em
diferentes concentragdes na agua.

Estagios anestésicos (segundos)

Concentragao ~
%) : : : Recuperacao (s)
(% Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
HMS 15% 43,42+12,45? 93,45+36,96% 399,00+51,532 147,40+£28,51°
HMS 20% 38,36+11,162 55,75+10,81° 120,91+25,88° 100,68+41,47°
HMS 25% 20,18+7,76° 30,00£7,66° 120,80+16,67" 119,22+44,43%®
HMS 30% 19,42+3,26° 27,79+6,81° 63,45+9,07¢ 71,57+12,35P
HMS 35% 11,70+3,02° 16,08+4,01° 79,80+9,19¢ 222,90£33,19°

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

Toxicidade aguda (CLso-96h)

Nas primeiras horas de exposi¢do houve aumento de excretas e excitabilidade. Apds 72
horas de exposicdo foi observado comportamento canibal. Ndo houve mortalidade nas
concentracdes abaixo de 10% no teste de CLso-06n. Nas primeiras 24 horas morreram todos
0s animais expostos a HMS 15%, e 3 animais do tratamento 12,5%, que mostrou 100%
de mortalidade até 48 horas (Tabela 3), resultando em uma CLso-g6n estimada de 11,19%

de HMS (Figura 2).

Tabela 3 Mortalidade de juvenis de tambaqui expostos a
CLso-9sh com hidrolato de Myrcia sylvatica

HMS (%) Mortalidade
24h 48h 72h 96h

CA 0 0

5% 0 0

7,5% 0 0 0 0

10% 0 0
12,5% 12 15 15 15
15% 15 15 15 15
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Figura 2 Toxicidade aguda (CLso-9en) do hidrolato de Myrcia sylvatica em juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum).
Parametros fisico-quimicos da dgua e fluxo idnico
Os parametros fisico quimicos da solucéo pura de HMS foi: 25.8°C (temperatura), 4.97
(pH), 41,1 pS/cm? (condutividade elétrica), 4,9 mg.L™ (oxigénio dissolvido). N&o foi
observado diferenca significativa entre as variaveis fisico-quimicas agua dos tratamentos
(dgua +HMS) antes e apds o teste Clso-9sh. Os valores das variaveis fisico-quimicas
observadas (temperatura-°C, pH, oxigénio dissolvido- mg.L?, condutividade elétrica-
uS/cm? e alcalinidade- mg.L™ CaCOs) antes e depois do teste foram, respectivamente
(antes/depois): 26,53+0,51/27,06+0,21 (°C), 6,85+0,31/7,54+0,13 (pH), 6,43%0,59/
6,88+0,53 (mg.L), 127,68+10,02 /164,05+14,12 (uS/cm?) e 16,74+2,76 /43,82+0,92 de
mg.L™? CaCOs.
Ocorreu um aumento no efluxo dos ions Na* (HMS 5 e 7,5%) e Cl (7,5 e 10%)", € na
excrecdo de amonia (total e ndo-ionizada para todos os tratamentos) durante o teste

toxicoldgico nos tratamentos com HMS quando comparado com o controle. Quanto ao
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K* ndo houve diferenca significativa entre o efluxo dos tratamentos CA e com HMS
(Tabela 4).

Tabela 4 Fluxo i6nico de sodio (Na*), cloreto (CI°) e potassio (K*) e excrecdo de amdnia total
(NH4" + NH3) e amonia ndo-ionizada (NH3)

Na* cr K (NHa"+ NH) (NHs)

umol.L.kgth?  pmol.L.kgth?  pmol.L.kg?th' Mg.L* Mg.L?

CA -648,80+207,50° -1055,8+246,83°  -74,58+17,20° 098+001:  0.0172¢001°
b

HMS5%  -1197,3+188,37° -1861,21+316,58" -74,28+2339° 1,71x016> 004322000
b

HMS7,5% -1532,6740,40° -5264,74+375,22> -110,4946,95® 214+01gc  0:0491x0.00
0,0461+0,00°

HMS 10%  -836,86+28,21° -5194,44+327,81° -64,45+15,73* 1,84+0,01"

Letra mindscula diferenca significativa entre tratamento (linhas). ANOVA ONE WA, teste de Tukey (p<0,05).
Densidade de células mucosas branquiais
A densidade de células mucosas neutras (CMN) foi maior que o de células mucosas acidas
(CMA) (Figura 3). A densidade de todos os tipos de células mucosas branquiais diminuiu

com o aumento da concentragéo do hidrolato, havendo diferenca significativa entre todos

os tratamentos em relacdo ao controle agua (Tabela 5).
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Figura 3— Densidade de células mucosas acidas (CMA), neutras (CMN) e totais

(CMT) (mm?) em juvenis de tambaqui expostos aos tratamentos controle (C.A) e

diferentes concentragcdoes de hidrolato de Myrcia sylvatica (HMS). Letra mindscula

diferenca significativa entre tipos de células; ANOVA TWO WAY, p<0.05 teste de Tukey.



29

Tabela 5— Densidade de células mucosas acidas (CMA), neutras (CMN) e totais
(DCM) (mm?) em juvenis de tambaqui expostos aos tratamentos controle (C.A) e
diferentes concentragdes de hidrolato de Myrcia sylvatica (HMS).

Tratamentos CMA CMN CMT
C.A 13,712,322 515,50+69,35 545,90+46,95°
HMS 5% 12,12+0,65° 91,30+11,95° 60,23+10,06"
HMS 7,5% 2,33+0,94° 8,88+1,34° 12,55+2,85°
HMS 10% 0,70+0,27" 7,77+3,34° 9,58+2,36°

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

Discussao

A maioria dos compostos quimicos encontrados no OE e HMS foram do tipo
sesquiterpenos, corroborando com os trabalhos de Cascaes et al (2015), Saccol et al
(2018) e Silva et al (2017). Os constituintes majoritarios do HMS encontrados neste
trabalho (beta selineno (12,81%), trans calameneno (11,16%), alfa calacoreno (9,78%) e
cadaleno (4,67%)) sdo similar aos apresentados em estudos com OE de M. sylvatica
(Prado et al, 2017; Saccol et al, 2017b; Saccol et al, 2018; Silva et al, 2016). Os
constituintes majoritarios encontrados no hidrolato foram os mesmos encontrados no OE,

evidenciando o potencial farmacoldgico do produto.

Estudos recentes mostram o potencial farmacoldgico do o6leo de M. sylvativa na
aquicultura. Saccol et al (2017b) observaram seu efeito anestésico e antioxidante, sendo
confirmado posteriormente e indicado para uso em manejo de transporte por melhorar o
bem-estar animal, pois se mostrou atenuante em resposta ao estresse (Saccol et al, 2017a

e 2018).
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Neste trabalho foi observada uma relagdo negativa entre a concentracdo de hidrolato e o
tempo de anestesia em praticamente todos 0s estagios anestésicos, ou seja, quando se
aumentou a concentracdo do hidrolato, diminuiu o tempo necesséario para inducéo
anestésica assim como descrito por Saccol et al, (2017b) ao estudar o efeito anestésico do
OE desta mesma planta. Um padrdo semelhante foi visto em relacdo a recuperagéo
diferindo apenas a partir da concentragdo de 30%. Segundo Ross & Ross (2008) o tempo
de recuperacdo deveria aumentar conforme se aumenta a concentracao anestésica. Todas
as concentracdes testadas induziram ao estagio 3 de anestesia. No entanto, se considera a
concentracdo anestésica do HMS mais efetiva a de 30% com tempo de anestesia
(63,45+9,07 segundos) e recuperacdo (71,57+12,35 segundos), estando essas abaixo do
tempo considerados ideal (3 e 5minutos para anestesia e recuperagédo, respectivamente).
Portanto, mostrou-se um bom anestésico de acordo com os padrodes indicados (Ross &
Ross, 2008). O HMS apresentou tempo de inducdo e recuperagdo menores de que 0S
obtidos nas melhores concentracGes do OE testados em tambaqui, matrinxa e jundia
(Saccol et al, 2017a; 2017b; 2018). Sugerindo um forte efeito farmacologico na
considerada “agua condensada geralmente de descarte ap0s a extracdo do OE”

(hidrolato).

No teste de toxicidade, juvenis de tambaqui foram expostos a diferentes concentracdes de
HMS (5%, 7,5%, 10%, 12,5% e 15%) por um periodo de 96hs para determinar a
concentracgéo letal a 50% da populagdo exposta. A CLso estimada do HMS foi 11,19%.
Ap0s o contato com o anestésico foi observado aumento na excrecdo dos animais. Nas
primeiras 24 horas os animais dos tratamentos acima de 10% tombaram. Todos 0s animais
expostos as concentragdes de 12,5 e 15% morreram nas primeiras 48 horas. No entando,

0s animais do tratamento 10% se recuperaram, sugerindo que o produto tenha
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volatilizado. A partir do terceiro dia de exposigédo 0s peixes apresentaram comportamento
canibal, chegando até a morte, ndo foi encontrado na literatura informagbes sobre
canibalismo em tambaqui. Para um manejo prolongado as concentracbes acima de
11.19% podem ser letais, o que ndo inviabiliza 0 uso do HMS como anestésico na
concentragdo sugerida de 30% pois esta concentragdo mostrou-se segura n&o
apresentando nenhuma mortalidade durante ou ap0s os testes de anestesia, considerando-
se manejos rapidos (cerca de 3 minutos). No entanto para manejos prolongados, de acordo

com a CLso-96h, NA0 se recomenda o uso do HMS em concentragfes acima de 11,19%.

As variaveis fisico-quimicas da agua (temperatura, pH, condutividade elétrica e oxigénio
dissolvido) antes e apds o teste de toxicidade aguda, se mantiveram dentro da faixa
considerada ideal para piscicultura (Arana, 2010; Faria et al, 2013; Leira et al, 2017; S4,
2012; Silva et al, 2013), sugerindo que essas variaveis ndo influenciaram nos resultados
obtidos de fluxo i6nico, excrecdo de amoénia e na DCM. O estresse pode alterar a difuséo

ibnica entre 0 meio interno e externo em peixes (Silva et al., 2015).

Neste estudo foi observado o aumentou do efluxo de ions (Na* e CI") e amoénia total e ndo
ionizada com o0 aumento da concentracdo de HMS na maioria dos tratamentos, indicando
que este produto pode causar estresse osmorregulatorio. Situacdes de estresse podem
aumentar a difusdo de ions para 0 meio, e 0 uso de OE como anestésico diminui o efluxo
de ions e a excrecdo de amonia (Becker et al, 2016; Cunha et al, 2017). Silva et al. (2017)
obteve diminuigdo no efluxo de ions, reducéo na excrecdo de amoénia e da proliferagdo de

células mucosas com o uso de hidrolato de Lippia alba em tambaqui.

Contudo o uso de HMS aumentou o efluxo de ions e também os niveis de aménia total e
amoOnia ndo-ionizada, diferindo do observado por outros autores que mostram que 0 uso

de anestésico diminui a amdnia ndo-ionizada (Sena et al., 2016), sugerindo que este
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anestésico, nas concentragdes testadas, pode ser um estressor adicional. Segundo Cunha
etal. (2017), os anestésicos podem agir como estressores podendo provocar desequilibrio
osmotico. Apesar disto os valores de amonia total e NHs mantiveram-se dentro do

considerado ideal (Leira et al., 2017).

A proliferacdo de CM branquais pode ser uma resposta ao estresse. Pois, aumenta-se a
taxa de produgéo de muco que atua como um filtro a fim de agregar uma maior quantidade
de substancias toxicas (Rezende et al., 2013). O aumento no nimero e densidade de
células mucosas inibe a perda de 4gua quando o peixe esta fora da 4gua e a perda ibnica
quando ele esta na agua (Moron et al., 2009). Neste trabalho a DCM indicou uma relagéo
negativa entre a concentragdo de HMS e a densidade dessas células. Outro fator
interessante é que a densidade de CMN foi bem superior ao de CMA. Sendo que as CMN
sdo glicoproteinas de baixa viscosidade e atuam lubrificando e protegendo o epitélio
branquial contra danos fisicos, enquanto que as CMA sdo glicoproteinas com alta
viscosidade atuam aumentando a adesdo a material particulado na agua, atraem uma
maior quantidade de ions da osmorregulacdo, e evitam a proliferacdo de
microorganismos. A diminuicdo de muco acido reduz o gradiente iénico proximo ao
epitélio favorecendo a perda de ions (Moron et al., 2009). Corroborando os resultados
encontrados no presente trabalho, onde a densidade de CMA mostrou-se muito baixa e
consequentemente houve aumento do efluxo de ions comparados ao controle agua, o que

difere de trabalhos que mostram o efeito mitigador de anestésico sobre a perda iénica.

O uso do HMS surge como uma alternativa mitigadora de estresse decorrente de manejo
em aquicultura, pois mostrou efeito anestésico nas concentracfes testadas e nédo
apresentou morte de nenhum dos animais submetidos ao teste, 0 que da uma margem de

confianca na utilizacdo do produto. Este € um subproduto da produgéo do 6leo essencial,
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geralmente descartado, podendo ter um rendimento muito superior ao 6leo e apresentando
0s mesmos constituintes majoritario, com a vantagem de ser uma substancia hidrossoltvel
em &gua, o que facilita o seu uso na aquicultura pois ndo é necessario a diluicdo em élcool
como o0s Oleos essenciais. Surge também como uma alternativa no campo da
agroecologia, uma vez que este € um produto de origem natural e pode substituir produtos

sintéticos que ndo sdo permitidos por este setor.

Concluséo

O HMS 30% pode ser indicado como anestésico em tambaqui para manejos rapidos (cerca
de 3 minutos) por promover inducdo anestésica em cerca de 1minuto e sua recuperagao
em menos de 2minutos. A CLso-gs estimada foi de 11,19% de hidrolato diluido em agua.
No teste de toxicidade aguda em 96 horas, este produto reduziu a densidade de células
mucosas em todos os tratamentos testados. No entanto, causou estresse osmorregulatorio
elevando a perda de ions e amdnia com o aumento da concentracdo do hidrolato,
sugerindo que este pode ser um agente estressor dependendo do tempo de exposicao.
Portanto, considera-se restritivo o uso do HMS em tempos prolongados mesmo em baixas
concentracdes (5-10%). Sugere-se a manutencdo de estudos acerca da toxicidade desse
produto a niveis plasmaticos e celulares. Além de pesquisas sobre a seguranca do uso
(manipuladores, organismos alvo e ambiente), volatilidade do composto, e seu tempo de
prateleira, pois sdo escassas as informagdes sobre esse tipo de extrativos alternativos em
organismos aquaticos.
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Consideracgoes Finais

O uso de produtos naturais na aquicultura vem sendo amplamente estudado, e varias
plantas tém-se por estudar em uma regido tao rica em biodiversidade como a Amaz6nia. No
entanto, a maior parte dos estudos estdo voltados para a utilizacdo do 6leo essencial, podendo
ser ampliado para outros tipos de extrativos vegetais. O hitrolato, por exemplo, é um subproduto
da extracao do Gleo e, geralmente, é descartado. No entanto, este produto tem sua constituicao
quimica semelhante a do OE da planta de origem, contendo assim, possivelmente, as mesmas
propriedades farmacoldgicas. Contudo, torna-se necessario a realizacdo de estudos a fim de
esclarecer lacunas sobre esse produto, uma vez que este é pouquissimo estudado e pouco se
sabe sobre seu potencial, volatilidade, tempo de prateleira, toxicidade aos organismos e ao
ambiente.

Neste trabalho foi confirmado o potencial anestésico do HMS como mitigador de
estresse em juvenis de tambaqui, no entanto, em tempo prolongado ele causa estresse
osmorregulatério e uma relacdo interessante de diminui¢do de células mucosas apesar do
aumento do efluxo de ions e aménia. Evidenciando o potencial promissor desse produto como
anestésico (até 3-5 min) e ndo se recomenda o0 uso para procedimentos longos. Com isso,
recomenda-se a continuacdo de estudos com uso de hidrolato de outras plantas na producéo

animal.
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ichthyological problems occurring in developing countries.

3. MANUSCRIPT CATEGORIES AND REQUIREMENTS
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All submissions should have continuous line numbers. All tables, figures, supporting
information and bibliographic entries must have a reference in the text. Tables should be
included in the main document after the reference list, each on an individual page alongside
their legend. Figures should not be included in the main document and should instead be
uploaded as individual files. Character limit includes tables, figure/table legends and references,
and excludes spaces.

I. Original Articles. Manuscript structure: Summary (400 words max); Introduction; Materials
and Methods; Results; Discussion; Acknowledgements; References; Tables; List of figure
captions; List of supporting information legends. Character limit: 30,000 characters (20 pages).
ii. Review Articles. Manuscript structure: Summary (400 words max); Introduction; Suitable
headings; Acknowledgements; References; Tables; List of figure captions; List of supporting
information legends. Character limit: 37,000 characters (25 pages).

iii. Short Communication. Manuscript structure: Introduction; Materials and Methods;
Results; Discussion; Acknowledgements; References; Tables; List of figure captions; List of
supporting information legends. Character limit: 9000 characters (6 pages).

iv. Technical Contribution. Manuscript structure: Summary (250 words max); Introduction;
Materials and Methods; Results; Discussion; Acknowledgements; References; Tables; List of
figure captions; List of supporting information legends. Character limit: 15,000 characters (10
pages).

v. Sturgeon Paper. Manuscript structure: Summary (400 words max); Introduction; Materials
and Methods; Results; Discussion; Acknowledgements; References; Tables; List of figure
captions; List of supporting information legends. Character limit: 30,000 characters (20 pages).
vi. Supplement Article. Manuscript structure: No specific word limit or structure. However
papers should include tables and a list of figure captions after the reference list.

4. PREPARING YOUR SUBMISSION

Cover Letters-Cover letters are not mandatory however may be supplied at the author’s
discretion.

Parts of the Manuscript-The manuscript should be submitted in separate files: main text file
including title page and tables; figures; supplementary/supporting files.

Main Text File-The text file should be presented in the following order:

i. Title

ii. A short running title of less than 50 characters

iii. The full names of the authors

iv. The author's institutional affiliations where the work was carried out, with a footnote for the
author’s present address if different from where the work was carried out. The corresponding
author should be identified here also.

v. Acknowledgements

vi. Main text (structured according to Section 3)

vii. References

viii. Tables (each on an separate page with title and footnotes if necessary)

iX. Figure legends

x. Appendices (if relevant). Figures and supporting information should be supplied as separate
files.

Title: The title should be a short informative title that contains the major key words related to
the content. The title should not contain abbreviations (see Wiley's best practice SEO tips).
Authorship: For details on eligibility for author listing, please refer to the journal’s Authorship
policy outlined in the Editorial Policies and Ethical Considerations section.
Acknowledgments: Contributions from individuals who do not meet the criteria for authorship
should be listed, with permission from the contributor, in an Acknowledgments section.
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Financial and material support should also be mentioned. Thanks to anonymous reviewers are
not appropriate.

Conflict of Interest Statement: Authors will be asked to provide a conflict of interest statement
during the submission process. See ‘Conflict of Interest’ section in Editorial Policies and Ethical
Considerations for details on what to include in this section. Authors should ensure they liaise
with all co-authors to confirm agreement with the final statement.

Main text

See Section 3: Manuscript categories and requirements for information on manuscript types,
structure, word limit and other requirements. Footnotes to the text are not allowed and any such
material should be incorporated into the text as parenthetical matter.

References

References should be prepared according to the Publication Manual of the American
Psychological Association (6th edition). This means in text citations should follow the author-
date method whereby the author's last name and the year of publication for the source should
appear in the text, for example, (Jones, 1998). The complete reference list should appear
alphabetically by name at the end of the paper. All citations mentioned in the text, tables or
figures must be listed in the reference list. A sample of the most common entries in reference
lists appears below. Please note that a DOI should be provided for all references where
available. For more information about APA referencing style, please refer to the APA FAQ.
Please note that for journal articles, issue numbers are not included unless each issue in the
volume begins with page one.

Journal article

Beers, S. R. & De Bellis, M. D. (2002). Neuropsychological function in children with
maltreatment-related posttraumatic stress disorder. The American Journal of Psychiatry, 159,
483-486.doi:10.1176/appi.ajp.159.3.483

Book

Bradley-Johnson, S. (1994). Psychoeducational assessment of students who are visually
impaired or blind: Infancy through high school (2nd ed.). Austin, TX: Pro-ed.

Internet Document

Norton, R. (2006, November 4). How to train a cat to operate a light switch [Video file].
Retrieved from http://www.youtube.com/watch?v=Vja83KLQXZs. While authors are
responsible for the accuracy of the references, submissions are not required to reflect the precise
reference formatting of the journal (use of italics, bold etc.), however it is important that all key
elements of each reference are included.

Tables

Tables should be self-contained and complement, but not duplicate, information contained in
the text. They should be supplied as editable files, not pasted as images. Please convey essential
information within the first 60 characters of the legend. The table, legend and footnotes must
be understandable without reference to the text. All abbreviations must be defined in footnotes.
Footnote symbols: T, I, §, Y, should be used (in that order) and *, **, *** should be reserved
for P-values. Statistical measures such as SD or SEM should be identified in the headings.
Figure Legends

Legends should be concise but comprehensive - the figure and its legend must be
understandable without reference to the text. Include definitions of any symbols used and
define/explain all abbreviations and units of measurement.

Figures

Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-review
purposes, a wide variety of formats, sizes, and resolutions are accepted. Click here for the basic
figure requirements for figures submitted with manuscripts for initial peer review, as well as
the more detailed post-acceptance figure requirements.
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Figures submitted in colour will be reproduced in colour online free of charge. Please note,
however, that it is preferable that line figures (e.g. graphs and charts) are supplied in black and
white so that they are legible if a reader chooses to print them in black and white.

Additional Files

Appendices-Appendices will be published after the references. For submission they should be
supplied as separate files but referred to in the text.

Supporting Information-Supporting information is information that is not essential to the
article but that provides greater depth and background. It is hosted online, and appears without
editing or typesetting. It may include tables, figures, videos, datasets, etc. Click here for Wiley’s

FAQs on supporting information. Note: if data, scripts or other artefacts used to generate the

analyses presented in the paper are available via a publicly available data repository, authors
should include a reference to the location of the material within their paper.

General Style Points

« Abbreviations: In general, terms should not be abbreviated unless they are used repeatedly
and the abbreviation is helpful to the reader. Initially use the word in full, followed by the
abbreviation in parentheses. Thereafter use the abbreviation only.

e Units of measurement: Measurements should be given in Sl-units wherever possible.
Visit the Bureau International des Poids et Mesures (BIPM) website
at http://www.bipm.fr/ for more information about SI units. If other units cannot be
avoided, these should be defined at first mention.

Wiley Author Resources
Manuscript Preparation Tips: Wiley has a range of resources for authors preparing
manuscripts for submission available here. In particular, authors may benefit from referring to
Wiley’s best practice tips on Writing for Search Engine Optimization.
Editing, Translation and Formatting Support: Wiley Editing Services can greatly improve the
chances of a manuscript being accepted. Offering expert help in English language editing,
translation, manuscript formatting and figure preparation, Wiley Editing Services ensure that
the manuscript is ready for submission.
5. EDITORIAL POLICIES AND ETHICAL CONSIDERATIONS
Editorial Review and Acceptance
The acceptance criteria for all papers are the quality and originality of the research and its
significance to our readership. Papers will only be sent to review if the Editor-in-Chief
determines that the paper meets the appropriate quality and relevance requirements. Papers that
do not meet these requirements may be rejected without review. The journal operates a single-
blind peer review process. Wiley's policy on confidentiality of the review process is available
here.
Data storage and documentation
The Journal of Applied Ichthyology encourages data sharing wherever possible, unless this is
prevented by ethical, privacy or confidentiality matters. Authors publishing in the journal are
therefore encouraged to make their data, scripts and other artefacts used to generate the analyses
presented in the paper available via a publicly available data repository, however this is not
mandatory. If the study includes original data, at least one author must confirm that he or she
had full access to all the data in the study, and takes responsibility for the integrity of the data
and the accuracy of the data analysis.

Animal Studies

A statement indicating that the protocol and procedures employed were ethically reviewed and

approved, as well as the name of the body giving approval, must be included in the Methods

section of the manuscript. Authors are encouraged to adhere to animal research reporting
standards, for example the ARRIVE reporting guidelines for reporting study design and
statistical analysis; experimental procedures; experimental animals and housing and husbandry.
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Authors should also state whether experiments were performed in accordance with relevant

institutional and national guidelines and regulations for the care and use of laboratory animals:

« US authors should cite compliance with the US National Research Council's Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals, the US Public Health Service's Policy on Humane
Care and Use of Laboratory Animals, and Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals.

o UK authors should conform to UK legislation under the Animals (Scientific Procedures)
Act 1986 Amendment Regulations (S1 2012/3039).

o European authors outside the UK should conform to Directive 2010/63/EU.

Clinical Trial Registration: The journal requires that clinical trials are prospectively registered

in a publicly accessible database and clinical trial registration numbers should be included in

all papers that report their results. Authors are asked to include the name of the trial register and

the clinical trial registration number at the end of the abstract. If the trial is not registered, or

was registered retrospectively, the reasons for this should be explained.

Research Reporting Guidelines: Accurate and complete reporting enables readers to fully

appraise research, replicate it, and use it. Authors are encouraged to adhere to the research

reporting standards provided by the EQUATOR Network, e.g. for systematic reviews and meta-

analyses, observational studies, and many more.

Species Names: Upon its first use in the title, summary and text, the common name of a species

should be followed by the scientific name (genus, species and authority) in parentheses. For

well-known species, however, scientific names may be omitted from article titles. If no common

name exists in English, only the scientific name should be used.

Genetic Nomenclature: Sequence variants should be described in the text and tables using

both DNA and protein designations whenever appropriate. Sequence variant nomenclature must

follow the current HGVS guidelines; see http://varnomen.hgvs.org/, where examples of

acceptable nomenclature are provided.

Sequence Data

Nucleotide sequence data can be submitted in electronic form to any of the three major

collaborative databases: DDBJ, EMBL or GenBank. It is only necessary to submit to one

database as data are exchanged between DDBJ, EMBL and GenBank on a daily basis. The

suggested wording for referring to accession- number information is: ‘These sequence data have

been submitted to the DDBJ/EMBL/GenBank databases under accession number U12345°.

Addresses are as follows:

DNA Data Bank of Japan (DDBJ) http://www.ddbj.nig.ac.jp

EMBL Nucleotide Sequence Submissions http://www.ebi.ac.uk

GenBank http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Proteins sequence data should be submitted to either of the following repositories:

Protein Information Resource (PIR): pir.georgetown.edu

SWISS-PROT: expasy.ch/sprot/sprot-top

Conflict of Interest: The journal requires that all authors disclose any potential sources of

conflict of interest. Any interest or relationship, financial or otherwise that might be perceived

as influencing an author's objectivity is considered a potential source of conflict of interest.

These must be disclosed when directly relevant or directly related to the work that the authors

describe in their manuscript. Potential sources of conflict of interest include, but are not limited

to, patent or stock ownership, membership of a company board of directors, membership of an

advisory board or committee for a company, and consultancy for or receipt of speaker's fees

from a company. The existence of a conflict of interest does not preclude publication. If the

authors have no conflict of interest to declare, they must also state this at submission. It is the

responsibility of the corresponding author to review this policy with all authors and collectively

to disclose with the submission ALL pertinent commercial and other relationships.



http://www.nap.edu/openbook.php?record_id=5140
http://www.nap.edu/openbook.php?record_id=5140
http://grants.nih.gov/grants/olaw/references/phspol.htm
http://grants.nih.gov/grants/olaw/references/phspol.htm
http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-Use-of-Laboratory-Animals.pdf
http://grants.nih.gov/grants/olaw/Guide-for-the-Care-and-Use-of-Laboratory-Animals.pdf
https://www.gov.uk/government/publications/animals-scientific-procedures-act-1986-amendment-regulations
https://www.gov.uk/government/publications/animals-scientific-procedures-act-1986-amendment-regulations
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=CELEX:32010L0063:EN:NOT
http://www.equator-network.org/
http://varnomen.hgvs.org/
http://www.wileyauthors.com/blog
https://www.gov.uk/government/publications/animals-scientific-procedures-act-1986-amendment-regulations
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

52

Funding: Authors should list all funding sources in the Acknowledgments section. Authors are
responsible for the accuracy of their funder designation. If in doubt, please check the Open
Funder Registry for the correct nomenclature: https://support.crossref.org/hc/en-
us/articles/214360886-The-Open-Funder-Registry.

Authorship

The list of authors should accurately illustrate who contributed to the work and how. All those
listed as authors should qualify for authorship according to the following criteria:

1. Have made substantial contributions to conception and design, or acquisition of data, or
analysis and interpretation of data;

2. Been involved in drafting the manuscript or revising it critically for important intellectual
content;

3. Given final approval of the version to be published. Each author should have participated
sufficiently in the work to take public responsibility for appropriate portions of the content;
and

4. Agreed to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to
the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and
resolved.

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed, with
permission from the contributor, in an Acknowledgments section (for example, to recognize
contributions from people who provided technical help, collation of data, writing assistance,
acquisition of funding, or a department chairperson who provided general support). Prior to
submitting the article all authors should agree on the order in which their names will be listed
in the manuscript.

Additional authorship options: Joint first or senior authorship: In the case of joint first
authorship a footnote should be added to the author listing, e.g. ‘X and Y should be considered
joint first author’ or ‘X and Y should be considered joint senior author.’

ORCID

As part of the journal's commitment to supporting authors at every step of the publishing
process, the Journal of Applied Ichthyology encourages the submitting author (only) to provide
an ORCID iD when submitting a manuscript. This takes around 2 minutes to complete. Find
more information here.

Publication Ethics: This journal is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE).

Note this journal uses iThenticate’s CrossCheck software to detect instances of overlapping and
similar text in submitted manuscripts. Read our Top 10 Publishing Ethics Tips for Authors here.
Wiley’s Publication Ethics Guidelines can be found at https://authorservices.wiley.com/ethics-
guidelines/index.html.

6. AUTHOR LICENSING

If a paper is accepted for publication, the author identified as the formal corresponding author

will receive an email prompting them to log in to Author Services, where via the Wiley Author

Licensing Service (WALS) they will be required to complete a copyright license agreement on

behalf of all authors of the paper. Authors may choose to publish under the terms of the journal’s

standard copyright agreement, or OnlineOpen under the terms of a Creative Commons License.

General information regarding licensing and copyright is available here. To review the Creative

Commons License options offered under OnlineOpen, please click here. (Note that certain

funders mandate that a particular type of CC license has to be used; to check this please
click here.)

Self-Archiving definitions and policies: Note that the journal’s standard copyright agreement

allows for self-archiving of different versions of the article under specific conditions. Please
click here for more detailed information about self-archiving definitions and policies.
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Open Access fees: Authors who choose to publish using OnlineOpen you will be charged a fee.
A list of Article Publication Charges for Wiley journals is available here.

Funder Open Access: Please click here for more information on Wiley’s compliance with
specific Funder Open Access Policies.

7. PUBLICATION PROCESS AFTER ACCEPTANCE
Accepted article received in production: When an accepted article is received by Wiley’s
production team, the corresponding author will receive an email asking them to login or register
with Wiley Author Services. The author will be asked to sign a publication license at this point.
Proofs: Once the paper is typeset the author will receive an email notification with the URL to
download a PDF typeset page proof, associated forms and full instructions on how to correct
and return the file.

Please note that the author is responsible for all statements made in their work, including
changes made during the editorial process - authors should check proofs carefully. Note that
proofs should be returned within 48 hours from receipt of first proof.

Publication Charges

Colour figures: Colour figures are published online free of charge.

Page charges: The author will be notified of the cost of any page charges when they receive
the proofs, along with instructions on how to pay for the charges.

Early View: The journal offers rapid publication via Wiley’s Early View service. Early
View (Online Version of Record) articles are published on Wiley Online Library before
inclusion in an issue. Note there may be a delay after corrections are received before the article
appears online, as Editors also need to review proofs. Once the article is published on Early
View no further changes to the article are possible. The Early View article is fully citable and
carries an online publication date and DOI for citations.

8. POST PUBLICATION

Access and sharing

When your article is published online:

e The author receives an email alert (if requested).

o The link to the published article can be shared through social media.

« The author will have free access to the paper (after accepting the Terms & Conditions of

use, they can view the article).
e The corresponding author and co-authors can nominate up to ten colleagues to receive a
publication alert and free online access to your article.

To find out how best to promote an article, click here.

Measuring the Impact of an Article

Wiley also helps you measure the impact of your research through our specialist partnerships
with Kudos and Altmetric.

9. EDITORIAL OFFICE CONTACT DETAILS

For any queries or issues, please contact the Editorial Office: JAl.journal@wiley.com.
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Anexo B

GOVERNO DO ESTADO DO PARA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO PARA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE-
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CAMPUS XII - SANTAREM

PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Sr(a). Pesquisador(a).

O projeto “Produtos naturais como anestésicos em peixes da regido
oesie do Para: Caracterizagdo de parametros fisiolégicos, bioquimicos e
sensoriais ” N2 042-2012, sob a responsabilidade do (a) Pesquisador(a)
Orientador(a) Prof2. Dr2 Lenise Vargas Flores da Silva , foi APROVADO pelo
CEP em reuniao de 27/06/2012.

Santarém, 27 de junho de 2012.

WM“@‘/
Vol Courd. CEPUEM ST
— Porana 3470085

Prof. Msc. André dos Santos Cabral

Coordenador do Comité de Etica/UEPA/Campus XI/STM
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