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Sinopse:
Realizou-se o transporte simulado de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) para

avaliacdo da sobrevivéncia, parametros fisiologicos e histoldgicos, considerando a adigdo de

hidrolato Myrcia sylvatica na agua como possivel substancia sedativa.

Palavras-chaves: sobrevivéncia, qualidade da agua, fluxo iénico e células mucosas.
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Resumo

A utilizagdo de produtos de origem natural na aquicultura vem intensificando, como
alternativa para melhoria na producdo de peixes através do uso como suplementos
alimentares, inseticidas, anestésicos e sedativos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso do
Hidrolato Myrcia sylvativa (HMS), em condi¢Bes simuladas de transporte de juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum) em diferentes densidades de carga. Juvenis de tambaqui
(entre 3 a 5 cm) foram colocados em sacos plasticos para transporte simulado de 17h nas
densidades de carga de 30, 60 e 90 juvenis/L em trés concentracdes de HMS (2.5, 5 e 7.5%) e
controle agua (C.A). Foi verificada a sobrevivéncia logo apds o transporte e apos 24h
(caracterizado como pOs-transporte). Os parametros fisicos e quimicos da &gua foram
avaliados antes e ap0s o transporte (temperatura, pH, alcalinidade, dureza, oxigénio
dissolvido, condutividade elétrica e solidos totais dissolvidos), bem como calculado o fluxo
liquido dos ions Na*, K, CI" e excrecdo de amonia. Além disso, foi observada a densidade de
células mucosas branquiais ap6s o transporte. N&o houve diferenca significativa na
sobrevivéncia entre os tratamentos e densidades. A temperatura, dureza, aménia total e ndo
ionizada ndo mostraram diferenca significativa entre os tratamentos e densidade. J& o pH
apresentou diferenca mesmo no valores iniciais, reduzindo em funcdo do aumento da
concentragdo de HMS. O oxigénio dissolvido foi significativamente menor quando se
comparou os valores iniciais e finais. A alcalinidade e sélidos totais dissolvidos aumentaram
significativamente em funcdo da densidade. A condutividade e fluxo ionico (Na*, K™ e CI")
foram menores no tratamento com 5% de HMS principalmente na maior densidade. O numero
de células mucosas branquias neutras e acidas foi menor em 5% de HMS na maior densidade
de carga. O uso do HMS na concentracdo de 5% pode ser recomendado para transporte de
juvenis de tambaqui de longa duracdo 17h. Apesar de ndo diferir significativamente do grupo
controle no percentual de sobrevivéncia, todavia apresentou baixas ocilacGes nos valores de
pH em todas as densidades de carga e na densidade de 90 peixes/L reduziu o efluxo dos ions
de Na" e K" e CI', e ndo estimulou a producéo de células mucosas branquiais neutras e &cidas,
com isso mostrou-se um potencial redutor de estresse e eficaz nas maiores densidades. Este
trabalho é o primeiro estudo com o uso de hidrolato de Myrcia sylvativa com aplicacdo em
manejo na aquicultura.

Palavras-chaves: sobrevivéncia, transporte, densidade, hidrolato
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Abstract

The use of natual products in aquaculture has been intensifying, appearing as an alternative
for improvement in production as food supplements, insecticides, anesthetics and sedatives.
The objective of this work was to evaluate the use of the Myrcia sylvativa hydrolate (HMS)
under simulated conditions of transport of tambaqui (Colossoma macropomum) juveniles at
different densities. Tambaqui juveniles (3 to 5 cm) were placed in plastic bags. For a 17 h
simulated transport at loading densities of 30, 60 and 90 juveniles/L in three concentrations of
HMS (2.5, 5 and 7.5%) and control water (CA). Survival was verified immediately after
transport and after 24h (characterized as post-transport). The physical and chemical
parameters of the water were evaluated before and after the transport (temperature, pH,
alkalinity, hardness, dissolved oxygen, electrical conductivity and total dissolved solids), as
well as the net flow of Na*, K*, CI" ions and excretion of ammonia. In addition, the density of
gill mucous cells was observed after transport. There was no significant difference in survival
between treatments and densities. Temperature, hardness, total and non - ionized ammonia
showed no significant difference between treatments and density. However, the pH presented
a difference even at the initial values, reducing as a function of the increase in HMS
concentration. The dissolved oxygen was significantly lower when the initial and final values
were compared. Alkalinity and total dissolved solids increased significantly as a function of
density. The conductivity and ionic flow (Na*, K*, CI" . were lower in the treatment with 5%
HMS mainly at higher density. The number of mucosal cells neutral and acidic gills was
lower in 5% HMS at the higher charge density. The use of HMS at 5% concentration may be
recommended for the transport of long-lived tambaqui juveniles 17h. Although it did not
differ significantly from the control group in the percentage of survival, however, it presented
low fluctuations in pH values at all densities and at the density of 90 fish / L it reduced the
efflux of Na" and K" and CI" ions, and did not stimulated the production of neutral and acidic
gill mucosal cells, which proved to be a potential stress reducer and effective at higher
densities. This work is the first study with the use of Myrcia sylvativa hydrolate with
application in aquaculture management.

Key-words: survival, transport, density, hydrolate
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Introducéo Geral

No ambito global, a aquicultura tem um cenario futuro de crescimento, onde estima-se
que a producdo pode chegar a atingir 195,9 milhGes de toneladas em 2025. Nos paises da
Ameérica Latina essa producdo podera chegar a 3,7 milhdes de toneladas, um aumento de
39,9% para o setor em comparagdo com 2013-2015, ja o Brasil deve registrar um crescimento
de 104% (FAO, 2016).

O crescimento produtivo em grande escala do pescado em cativeiro esta atrelado ao
fato das espécies produzidas no pais apresentarem elevado potencial produtivo. Contudo, €
necessario que a atividade se desenvolva dentre as boas praticas de manejo, com técnicas
apropriadas de criacdo para o desenvolvimento e sucesso da atividade e com o minimo
impacto ambiental (Santos, 2009).

Na piscicultura as praticas de manejo, como a biometria, analises patologicas,
implantes hormonais e transporte freqiientemente expdem o0s peixes a uma variedade de
fatores estressantes, causando queda no seu desempenho (Vidal et al., 2007; Mercy et al.,
2013), podendo causar traumas e até mesmo a morte (Trushenski et al., 2013)

Os efeitos fisiologicos desses agentes estressores sobre 0s peixes podem ser divididos
em trés respostas: a primaria que é caracterizada pelo aumento dos niveis de cortisol
plasmaético e catecolaminas, que estimulam a hidrdlise de glicogénio no figado aumentando os
niveis de glicose no sangue, além do aumento dos batimentos cardiacos e diminuicdo da
proteina muscular, marcando o inicio da resposta secundaria que é marcada pelas alteracdes
na glicemia, incluindo mobilizacdo rapida das reservas de energia, mudanc¢as na capacidade
de trocas idnicas e diminuicdo do numero de linfocitos. A resposta terciaria € marcada pela
baixa resisténcia imune dos peixes, causada pela diminuicdo do numero de linfdcitos
(linfocitopenia) (Bonga, 1997; Maricchiolo e Genovese, 2011).

A magnitude e a duracdo das respostas ao estresse sdo de acordo com o tipo de
agressor e do tempo e intensidade de exposicédo, causando efeitos indesejaveis deflagrados no
metabolismo, problemas no crescimento, desenvolvimento, capacidade reprodutiva,
comportamento e resisténcia a doencas (Schreck et al., 2016).

Uma das maneiras de se avaliar o estresse em peixes € verificar a estrutura histoldgica
branquial, devido a importancia deste 6rgdo no processo respiratorio e osmorregulacao
(Cavichiolo, 2009). As branquias possuem varios tipos celulares, entre elas podemos destacar
as células mucosas. As células mucosas possuem distribui¢do diferenciada dependendo da
fase de desenvolvimento. Entretanto, estas células s&o encontradas principalmente nas

branquias e epitélio intestinal, exercendo principalmente funcéo de protecdo (Dezfuli et al.,
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2010). Essa protecdo ocorre com a estimulacdo da producdo de muco em funcdo do aumento
da densidade das células mucosas, para evitar danos ocasionados por situacdes adversas ou
produtos diluidos na 4gua por acdo do contato direto (Paulino, 2012; Sveen et al., 2016; Silva
etal., 2017).

Segundo Perry e Capaldo (2011) o estresse provoca a liberacdo de catecolaminas, que
desencadeia 0 aumento da ventilagdo branquial e consequentemente a passagem mais rapida
da agua pelas branquias. Isso aumenta as trocas idnicas com o ambiente e 0s peixes de agua
doce que sdo hiperosmaticos em relacdo ao meio, aumentam a perda de ions e ganho de agua
(Zeppenfeld et al., 2014; Salbego et al., 2015)

Dentre os procedimentos que provocam o estresse em peixes durante a produgdo em
cativeiro, podemos destacar o transporte como um dos maiores causadores (Takahashi et al.,
2006). O transporte de juvenis de varias espécies de peixes como tambaqui (Colossoma
macropomum), pacu (Piaractus mesopotamicus), matrinxa (Brycon amazonicus), entre outros,
sdo geralmente realizados em sacos plésticos. Para o procedimento é adicionado agua,
seguido do peixe, gas oxigénio, e por ultimo, o lacre no saco plastico (Gomes, 2003).

No processo de transporte de peixes, uma etapa que se torna imprescindivel é
determinar a densidade de carga, ou seja, 0 numero de individuos por litro de agua. Esse
estdgio € um dos fatores principais de bem-estar animal, e com grande capacidade de
alteracdo dos parametros fisicos e quimicos da &gua, podendo causar mortalidade ou
comprometer o crescimento do animal apds o transporte (Garcia et al., 2015). O manejo
inadequado pode levar a alta debilidade e mortalidade prejudicando o sistema produtivo (Ross
e Ross, 2008).

Segundo Grottum et al. (1997), o principal fator de sucesso do transporte é manter a
maior densidade de peixes no menor volume de agua possivel, sem que haja mortalidade,
deterioracdo da qualidade da agua e estresse. A densidade de carga atrelada ao tempo de
duracdo do transporte esta diretamente ligada a sobrevivéncia dos animais transportados,
mostrando a necessidade de se conhecer estudos relacionados a transporte de viagens de longa
duracdo (Gomes et al., 2006a). Gomes (2003) elaborou um protocolo para transporte de
juvenis de tambaqui (C. macropomum) 3-5 cm destacando a forte relagdo da densidade de
carga e tempo de transporte, visando facilitar o manejo no transporte e contribuir para o bem-
estar dos animais transportados. Entretanto, problemas relacionados a qualidade e
sobrevivéncia dos peixes durante e ap0s o transporte ainda é motivo de preocupagdo dos

produtores, distribuidores e compradores de alevinos.
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Tem se buscado alternativas a exemplo da adicdo de sal na d&gua com a finalidade de
reduzir a diferenca osmdtica entre a 4gua doce e o plasma do peixe, que teoricamente
diminuiria a perda de ions do peixe para a dgua doce (Baldisserotto et al., 2017). No entanto
para varias espécies 0 uso do sal ndo mostrou resultado favoraveltais como Rhamdia quelen
(Gomes et al., 1999) juvenis de Arapaima gigas (Gomes et al., 2006b; Brandao et al., 2008) e
juvenis de tambaqui C. macropomum (Gomes et al., 2006a).

Em piscicultura, é possivel reduzir os efeitos estressantes provocados pelo transporte
através da sedacdo dos peixes com 0 uso de substancias anestésicas (Costas et al., 2011).
Anestesia € um estado reversivel de depressdo do sistema nervoso central, acompanhada de
perda sensorial envolvendo hipnose, analgesia, a supressao da atividade reflexa e relaxamento
do musculo voluntario. Sedacdo é um estado preliminar da anestesia em que a sonoléncia é
induzida, com a percepcdo sensorial entorpecida e com alguma analgesia. Os anestésicos
podem ser locais ou gerais e agem via branquias difundindo-se pelo sangue e agem no sistema
nervoso, inibindo a transmissao de sinais neurais do sistema nervoso periférico para o central.
Um dos possiveis mecanismos de acdo dos anestésicos é pela potencializacdo do sistema
GABAEérgico (4cido gama-aminobutirico-neurotransmissor inibitério no sistema nervoso
central), pela modulagdo no sitio de benzodiazepina (BDZ) do receptor GABAA. Pode
também agir na modulacdo dos canais ibnicos dependentes de voltagem (Ross e Ross, 2008).
No entanto, 0 mecanismo de acdo da maioria dos anestésicos ainda ndo foi elucidado
(Baldisserotto et al., 2017).

As substancias anestésicas mais utilizadas na aquicultura sdo a tricaina metano
sulfonato (MS-222), a benzocaina, 0 metomidato e o 2-fenoxietanol. No entanto, a utilizacéo
destas drogas sintéticas revelou eficiéncia anestésica varidvel e tendem a causar efeitos
adversos em peixes, tais como perda de muco, irritacdo das branquias e danos na cornea
(Inoue et al., 2003). Dentre os citados acima o Unico anestésico aprovado pelo FDA (Food
and Drug Administration, EUA) é o MS-222, o qual ndo é produzido no Brasil, é o anestésico
mais amplamente usado em peixes no mundo (Readman et al., 2013; Trushenski et al., 2013).
O alto custo deste produto e a dificuldade de importagéo dificultam o seu uso principalmente
por pequenos piscicultores (Roubach et al., 2005).

No Brasil, a benzocaina é o anestésico mais utilizado em manejo de peixes. E muito
similar ao MS-222, porém a concentracdo de MS-222 necessaria para anestesiar um peixe €
cerca de dez vezes mais cara que uma concentracdo similar de benzocaina (Gomes et al.,
2001; Roubach e Gomes, 2001). Entretanto, nem todos os anestésicos usados em aquicultura

tém efeito (inibicdo) sobre a cascata de stress apresentada pelos peixes (Zahl et al., 2010).
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Alguns desses anestésicos citados, como 0 MS-222, benzocaina e metomidato tem
demonstrado ser indutor de estresse em algumas espécies de peixes, aumentando o nivel de
cortisol no sangue (Zahl et al., 2012). Carneiro et al. (2002), transportando matrinxas, Brycon
cephalus, verificaram que o0 uso da benzocaina mostrou efeitos negativos em duas
concentracdes (10 e 20 mg L™) nos pardmetros hematoldgicos, concluindo que essa
substancia ndo reduziu o estresse causado pelo transporte.

O uso de extrativos vegetais (como os 0leos essenciais- OE) e seus subprodutos tem se
intensificado na aquicultura como  estimuladores de  apetites, anti-estresse,
imunoestimuladores, anti-patogénicos e sedativos/anestésicos (Reverter et al., 2014). Os 6leos
essenciais como uma das opg¢des desses extrativos sdo substancias volateis, de origem
terpénica, que podem possuir atividades bioldgicas (Gongalves et al., 2008; Saccol et al.,
2013; Soltani et al., 2014). Em outras palavras, apresentam um grande potencial medicinal e
podem ser usados no desenvolvimento de novas drogas alternativas, pois apresentam um
amplo espectro de efeitos farmacol6gicos indicados, como antibacterianos, antivirais,
antifangicos, inseticidas (Scherer et al., 2009; Milezzi et al., 2013) além de efeitos sedativos e
anestésicos (Parodi et al., 2014; Silva et al., 2015a; Hohlenwerger et al., 2016; Silva et al.,
2017).

Facanha e Gomes (2005) relatam que € vidvel o uso de 6leos essenciais de plantas
como anestésicos naturais para peixes, principalmente por se tratar de uma substancia de
baixo custo, e facilidade de obtencdo comparada com produtos quimicos utilizados para o
mesmo fim. Dessa forma as pesquisas em produtos naturais sdo necessarias para substituir
produtos sintéticos (Boijink et al., 2016).

Alguns estudos mostraram a utilizacdo de alguns 6leos essenciais extraidos a partir de
plantas como alternativa anestésica em peixes, tais como o eugenol (Sanchezet al., 2014;
Rocha et al., 2015) e mentol (Simdes e Gomes, 2009; Hoshiba et al., 2015), e também alguns
6leos essenciais, como os obtidos a partir de Aloysia triphylla (Parodi et al., 2014), Lippia
alba (Cunha et al., 2011; Toni et al., 2015a; Hohlenwerger et al., 2016) e Ocoteaa cutifolia
(Silva et al.,2013a) Cymbopogon nardus (Barbas et al., 2017), Curcuma longa e Myrcia
sylvatica (Saccol et al., 2017b) demonstraram atividade anestésica em diferentes espécies de
peixes.

A Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. (Myrtaceae), é uma planta com ampla distribuicao
na Ameérica do Sul, e freqientemente usada na medicina popular na Regido Amazonica
(Zoghbi et al., 2003). Estudos recentes demonstraram que o 6leo essencial de M. sylvatica

tem efeitos anestésicos e sedativos em matrinxa@ (Brycon amazonicus) (Saccol et al., 2017a) e
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tambaqui (C. macropomum) (Saccol et al., 2017b), associado a reducdo do estresse devido a
diminuicédo dos niveis de cortisol.

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
fitopatogénico (Lustosa et al., 2011), microbiano/antibacteriano (Silva et al., 2016) e
toxicidade contra Aedes aegypti (Rosa et al., 2016). Saccol et al. (2018) avaliaram o potencial
farmacologico do OE de M. sylvatica na aquicultura como mitigador de alteragdes
fisiologicas, moleculares e bioquimicas frente ao estresse do transporte.

Além do OE outros extrativos vegetais também tém se mostrados promissores quanto
ao seu potencial farmacologico. Por exemplo, o hidrolato, também conhecido como ‘aguas
florais’, consiste da solucdo aquosa condensada proveniente da hidrodestilacio e alguns
componentes volatéis hidrossoltveis, a exemplo de acidos, aldeidos, aminas e principios
ativos presentes no OE (Franzener et al., 2007; Souza et al., 2017).

Apenas um pequeno numero de estudos foram realizados com hidrolatos na criacdo de
animais: atividade antihelmintica do hidrolato de Menthavillosa em bovinos (Nascimento et
al., 2009) e propriedades fungicidas e bactericidas de Helietta apiculata, Conyza canadensis e
hidrolato de Cymbopogon nardus (Franzener et al., 2007). No entanto, foi encontrado
somente um trabalho com aplicacdo de hidrolato na aquicultura. Silva et al. 2017 avaliou 0
uso de hidrolato de Lippia alba em transporte simulado de tambaqui em diferentes densidades
de carga e concluiu que o produto tem um potencial redutor de estresse, baixo custo e
hidrossoltvel em agua.

Desse modo, o uso de fitoterdpicos vem ganhando espaco na produgdo animal por
reduzirem os efeitos estressantes, em geral atoxicos ao ambiente e na sua maioria nao
provocarem reacles adversas aos peixes (Soares e Tavares-Dias, 2013).

Tendo em vista a necessidade de manejos em piscicultura (como biometrias,
reproducéo e transporte) e em trabalhos experimentais aplicados a biologia de peixes (como
cirurgias e implantes diversos) torna-se importante estudar a eficiéncia dos diferentes tipos de
produtos anestésicos para que haja menos estresse dos peixes, promover o bem-estar animal e
evitar mortalidades nas praticas rotineiras aplicadas aos animais (Bittencourt et al., 2012).

Em face a necessidade de formulacdo de produtos de baixo custo e de facil acesso aos
pequenos piscicultores em virtude do grande potencial piscicola no pais. Os sedativos de
origem natural podem ser op¢Oes para reduzir esses problemas. Com isso investigar o uso de

substancias de origem de plantas da regido Amazonica, principalmente os seus subprodutos da
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extracdo dos 6leos essenciais que geralmente sdo descartados, € de fundamental importancia.
O desenvolvimento e aprimoramento de técnicas de manejo e incentivo a utilizacdo de
produtos que minimizem o efeito residual ao meio ambiente, além de agregar valor a
biodiversidade, beneficiam a escala produtiva dos fitoterapicos aplicados a aquicultura.

Diante disto, este trabalho visa contribuir para o aproveitamento de um subproduto das
extracOes dos materiais vegetais e buscar alternativas para reduzir o estresse no transporte de
tambaqui sob diferentes densidades de carga, proporcionando maior indice de sobrevivéncia
apos o transporte.

Portanto, diante do potencial promissor do uso dos subprodutos dos extrativos vegetais
este estudo tem como objetivo avaliar o uso de Hidrolato de M. sylvatica (G. Mey.) DC. como
sedativo em condicdes simuladas de transporte de juvenis de tambaqui em diferentes
densidades de carga. Além disso, avaliar os efeitos do hidrolato sobre a melhoria da qualidade
de agua e alteracGes na morfofisiologia branquial (densidade de células mucosas).

Esta dissertacdo foi organizada em forma de uma introducéo geral, objetivos gerais e
um artigo cientifico, a ser submetido para a revista Aquaculture International (normas em
anexo-A). As figuras e tabelas foram inseridas no corpo do texto para melhor compreensao
das informacdes e visualizacdo dos resultados. Entretanto, na formatacdo final (as figuras e
tabelas) serdo distribuidas segundo as normas da revista. Posteriormente ao artigo cientifico

foi descrito o topico consideracdes finais.
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Objetivos
Objetivo Geral

Avaliar o uso do hidrolato de M. sylvatica como sedativo em condic¢des simuladas de
transporte de juvenis de tambaqui (C. macropomum) em diferentes densidades de carga.
Especificos

Avaliar a sobrevivéncia dos juvenis de tambaqui apds o transporte nas densidades (30,
60 e 90 peixes/L) e diferentes concentracdes de hidrolato de M. sylvatica (2.5, 5 e 7.5 %).

Determinar a concentracdo de sedacdo de hidrolato de M. sylvatica em fungdo da
densidade de carga para uso no transporte de juvenis de tambaqui.

Verificar os efeitos do uso de hidrolato de M. sylvatica nos pardmetros fisicos e
quimicos da agua apos o transporte de juvenis de tambaqui em diferentes densidades.

Determinar o fluxo iénico (Na*, K*, CI") e excrecdo de amdnia total e ndo ionizada
durante o transporte dos juvenis de tambaqui nas diferentes densidades e concentracdes de
hidrolato de M. sylvatica.

Caracterizar a densidade de células mucosas branquiais de juvenis de tambaqui apds o

transporte em diferentes densidades e concentracdes de hidrolato de M. sylvatica.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso do hidrolato de Myrcia sylvatica (HMS) como
sedativo em condicOes simuladas de transporte de juvenis de Colossoma macropomum. Foi
realizado transporte simulado de 17h, nas densidades de carga (30, 60 e 90 peixes/L) com 2,5;
5; e 7,5 % de hidrolato de Myrcia sylvatica (HMS) e tratamento controle agua (C.A). Foi
avaliada a sobrevivéncia (ap6s a simulacdo de transporte e apds 24h.). Os parametros fisicos e
quimicos da agua e o fluxo de Na*, K" e CI, foram avaliados antes e ap6s o transporte. A
densidade de células de mucosas foi observada apds o transporte. Nao houve diferenca
significativa na sobrevivéncia entre os tratamentos e as diferentes densidades. A temperatura,
dureza, aménia total e ndo ionizada ndao mostraram diferenca significativa entre os
tratamentos e densidade. J& o pH apresentou diferenca mesmo no valores iniciais, reduzindo
em funcdo do aumento da concentracdo de HMS. O oxigénio dissolvido foi significativamente
menor quando se comparou os valores iniciais e finais. A alcalinidade e solidos totais
dissolvidos aumentaram significativamente em funcdo da densidade. A condutividade e fluxo
ionico (Na*, K" e CI) foram menores no tratamento com 5% de HMS principalmente na
maior densidade. O nimero de células mucosas branquias neutras e acidas foi menor em 5%
de HMS na maior densidade de carga. Portanto, sugere-se que o HMS 5% pode ser
considerado uma alternativa como sedativo para o transporte de juvenis de tambaqui,
principalmente na maior densidade (90 peixes/L) em até 17h de transporte, pois diminuiu a
perda destes ions em comparacdo com controle. Este trabalho é o primeiro estudo com uso de
HMS com aplicagdo em manejo na aquicultura.
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Introducéo

Os procedimentos comuns em praticas de aquicultura e pesquisas aplicadas (por
exemplo, captura, manuseio, transporte, analise biométrica, densidade de estoque) sdo
estressantes para peixes e ativam alteracOes fisioldgicas, muitas vezes, resultando em mortes e
perdas substanciais para o setor aquicola (Mommsen et al. 1999; Tort 2011; Mazandarani et
al. 2017).

O tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818), é um peixe de 4gua doce nativo
das bacias do rio Amazonas e do rio Orinoco, e possui um alto valor de mercado em todo o
mundo (Gomes et al. 2010). Os juvenis dessa espécie, geralmente sdo transportados em sacos
plasticos com agua e oxigénio puro, porém a alta mortalidade de juvenis durante o transporte
ainda é um grande problema para os produtores de peixe (Gomes 2003).

O tempo de transporte afeta a sobrevivéncia dos peixes, bem como a deterioracdo da
qualidade da agua alterando os parametros quimicos (principalmente oxigénio dissolvido e
amonia), cuja extensdo aumenta com a densidade da carga (Becker et al. 2013; Golombieski
et al. 2003). Maior perda de ions e excrecdo de aménia durante o transporte podem ser
induzidas pelo estresse (Becker et al. 2012) e como mecanismo de protecdo contra mudancas
de qualidade da agua, o peixe estimula a proliferacdo de células mucosas e secrecdo mucosa
(Guardiolaet al. 2016; Sveen et al. 2016).

Para facilitar o manuseio, minimizar o risco de infligir dor ou lesdes e evitar 0 estresse
nos peixes 0 uso de sedativos sdo indicados na agua do transporte para tentar diminuir os
niveis de estresse do peixe e melhorar consequentemente a qualidade da agua como a
benzocaina (Inoue et al. 2010), eugenol e extrato metandlico de Condalia buxifolia (Becker et
al. 2013; Salbego et al. 2015).

A Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. (Myrtaceae), é uma planta com ampla distribuicao
na América do Sul, e é freqlientemente usada na medicina popular na Regido Amazonica
(Zoghbi et al. 2003). Estudos recentes demonstraram que o 6leo essencial de Myrcia sylvatica
tem efeitos anestésicos e sedativos em juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) (Saccol et al.
2017a) e tambaqui (C. macropomum) (Saccol et al. 2017b), associado a reducdo do estresse
devido a diminuicdo dos niveis de cortisol.

Segundo Cascaes et al. (2015) os 0Oleos essenciais (OE) de espécies de Myrcia sao
compostos por monoterpenos e sesquiterpenos. Sendo sesquiterpenos predominantemente
mais abundantes para a espécie M. sylvatica (Silva et al. 2016). Estudos recentes mostram seu

potencial fitopatogénico (Lustosa et al. 2011), microbiano/antibacteriano (Silva et al. 2016),
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toxicidade contra Aedes aegypti (Rosa et al. 2016). Saccol et al. (2018) avaliaram o potencial
farmacoloégico do OE de M. sylvatica na aquicultura como mitigador de alteragdes
fisioldgicas, moleculares e bioquimicas frente ao estresse do transporte.

Além do OE outros extrativos vegetais também tém se mostrados promissores quanto
ao seu potencial farmacologico. Por exemplo, o hidrolato, também conhecido como ‘aguas
florais’, consiste da solu¢do 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).

Poucos estudos foram realizados com o uso de hidrolatos na producdo animal:
atividade antihelmintica do hidrolato de Mentha villosa em bovinos (Nascimento et al. 2009)
e propriedades fungicidas e bactericidas de Helietta apiculata, Conyza canadensis e hidrolato
de Cymbopogon nardus (Franzener et al. 2007). No entanto, ha somente um trabalho com
aplicacdo de hidrolato na aqiicultura. Silva et al. 2017 avaliou o uso de hidrolato de Lippia
alba em transporte simulado de tambaqui e concluiu que o produto tem um potencial redutor
de estresse, baixo custo e hidrossoltvel em agua. O objetivo deste estudo foi avaliar o uso de
Hidrolato de M. sylvatica (G. Mey.) DC. como sedativo em condi¢des simuladas de transporte
de juvenis de tambaqui em diferentes densidades de carga. Além disso, avaliar os efeitos do
hidrolato sobre a qualidade de agua e alteracbes na morfofisiologia branquial (densidade de

celulas mucosas).

Material e Métodos

Material Vegetal (Planta)

A parte aérea da M. sylvatica (G.Mey.) DC. foi coletada em setembro de 2016,
correspondendo ao periodo seco do ano. A planta foi coletada no municipio de Santarém — PA
(latitude 02°30°32,1” S e longitude 54°54°59,8”° O) em uma area caracterizada como regiao
de savana, as margens da Rodovia PA-457 (Comunidade Santa Rosa) a qual liga a cidade de
Santarém a vila de Alter-do-Chdo-PA. A identificagdo da espécie ocorreu por método de
comparagdo, com base nas amostras depositadas no herbario do Instituto Nacional de
Pesquisa da Amazonia, em Manaus (INPA/AM). A espécie utilizada nesse estudo foi
identificada como similar as exsicatas de n°® 163551 e 163770 do herbario do INPA/AM,

procedente de Alter-do-Chéo, Santarém - PA.

Extracédo do Hidrolato
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A extracdo do hidrolato de M. sylvatica foi realizada no Laboratdrio de Bioprospeccao
e Biologia Experimental da Universidade Federal do Oeste do Para- LABBEX-UFOPA. A
parte aérea da planta (folhas) foi separada e pesada em balanca semi-analitica. Em seguida foi
colocada em sacos de papel e em estufa, a temperatura de 40°C, por um periodo de 72 h.
Posteriormente, as folhas desidratadas foram reduzidas a fragmentos menores por meio de
trituracao e inseridas no baldo volumétrico, onde foi adicionada dgua destilada até a imerséo
completa das folhas.

O hidrolato foi obtido por meio da técnica de hidrodestilacdo, utilizando o aparato de
Clevenger (Marca Vidrolabor), com o tempo de trés horas de processamento, tempo maximo
para cessar a extracdo de 6leo essencial. O hidrolato obtido na extracdo foi armazenado em
galdo de pléstico devidamente impermeabilizado e sob refrigeracéo (- 20°C).

Ap0s a extracdo retirou-se uma aliquota a qual foi feita a particdo liquido/liquido com
hexano, e posteriormente foi realizada a caracterizacdo 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 19 espectros de massa com bibliotecas referéncias (Adams 2006; Mondello
2011; Nist 2011) no programa GCMS Prostrun Analysis.

Procedimento Experimental- Transporte Simulado

Os experimentos foram realizados na Unidade Agropecudria UAGRO-Santa Rosa/-
SEDAP- Santarém-PA, local onde os juvenis também foram adquiridos. Os experimentos de
transporte foram simulados com duragéo de 17h. Foram utilizados 2.160 juvenis de tambaqui
com comprimento total (entre 3 a 5 cm) (1,1+0,38 g) os quais foram submetidos a um jejum
prévio de 24h antes da simulacdo de transporte. Os juvenis foram colocados em sacos
plasticos (3L), contendo 1L de agua do reservatério oriunda de um igarapé que abastece a
unidade e volume completado com oxigénio puro, em diferentes densidades de carga: 30
(46.75+8.1g/L), 60 (93.5£16.3g/L) e 90 (140.25+24.5g/L) juvenis por litro em quatro
concentragcfes de hidrolato de M. sylvatica (2.5, 5 e 7.5 %) adicionado diretamente na agua
antes de colocar os peixes e um tratamento controle agua (C.A). Durante a simulagéo, os
sacos de transporte foram colocados em uma sala com temperatura ambiente
(aproximadamente 28°C), com circulacdo periodica de pessoas e com som de bombas de
aeracdo, sendo que a cada 2h os sacos foram movimentados manual e individualmente. Apos

a simulacdo de transporte os juvenis foram transferidos para recipientes plasticos (7L),
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contendo &gua limpa para recuperacdo dos animais pos transporte com aeragdo constante para
verificacdo da sobrevivéncia, quanto ao comportamento fisiologico (presenca de reflexos,
natacdo e equilibrio na coluna de &gua, surgimento de protusdo labial, e mortalidade) onde
permaneceram nessas condi¢fes por 24 h, estimados a partir da contagem dos animais para
avaliacdo da mortalidade logo apds o transporte, conforme protocolo adaptado de (Becker et
al. 2012).

Amostras e Analise da Agua

Os parametros fisicos e quimicos da agua foram mensurados antes e depois do
transporte simulado. A temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg/L), condutividade elétrica
(uS.cm), pH e solidos totais dissolvidos (ppm) foram medidos utilizando equipamentos
portateis. Amostras de agua foram coletadas antes e apds o transporte para verificacdo da
amonia total que foi determinada pelo método do salicilato-hipoclorito de acordo com
(Verdouw et al.1978), a am0nia n&o-ionizada foi calculada segundo (Colt e Tomasso 2002),
dureza total pelo método tritimétrico com EDTA e a alcalinidade de acordo com (Boyd e
Turker 1992).

Fluxo Liquido de lons

A 4gua foi coletada antes e depois do transporte para avaliacdo do fluxo idnico de Na®,
K" e CI". Os valores de Cl'na 4gua foram determinados segundo (Zallet al.1956), e os de Na* e
K*com o auxilio de fotdmetro de chama (Marca Benfer, modelo LB-BFC300). As solucdes
padroes foram feitas com reagentes de grau analitico devidamente dissolvido em &gua
deionizada e cada ion verificado teve a sua curva padrdo definida através de cinco diferentes

concentragdes. O fluxo liquido de ions foi calculado de acordo com a férmula descrita abaixo.

Fi _ V ([Ion, ]-[Ton,])
Mt

Onde [lon1] e [lon2] é a concentragdo dos ions da &gua de transporte no inicio e do

fim do periodo do transporte, respectivamente, V é o volume de agua em litros, M é a massa

do peixe em quilos e t € a duragéo do transporte em horas (Val et al.1998).

Anélise Histologica e Densidade de Células Mucosas Branquiais
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Ap6s o transporte coletou-se cinco juvenis/repeticdo/tratamento dentre 0s
sobreviventes para o processamento histologico, os mesmos foram eutanasiados atraves de
seccdo medular e fixados inteiros em solucdo de Bouin (24h, temperatura ambiente),
posteriormente lavados em alcool 50% e armazenados em alcool 70%. Foram extraidos 0s
arcos branquiais e em seguida, foi feito a inclusdo em parafina da parte mediana do terceiro
arco branquial. Foram utilizadas seccdes de cinco cortes/animal, em perfil sagital com
espessura de S5Sum em microtomo (marca Leipzig). Os cortes foram corados utilizando solugéo
de Alcian Blue pH-2,5 para marcacéo de células mucosas acidas e Acido Periodico e Reativo
de Shiff (Solugdo PAS) para marcacdo de células mucosas neutras. As células mucosas
branquiais foram identificadas e quantificadas com o auxilio de microscdpio (ZEISS Axio
modelo-AGmbH37081) acoplado com sistema de captacdo de imagem (ZEISS, modelo-
AxioCamErc 51) e programa de medidas interativas (Image-PRO PLUS) obtendo-se assim a

densidade de células mucosas branquias em mmz.
Anélise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. O teste de Shapiro-Wilk
foi feito para avaliar normalidade. Em seguida foi realizada a analise de variancia com dois
fatores (ANOVA TWO WAY) (densidade x tratamentos) utilizada para avaliar o nivel de
significancia. Os dados foram submetidos ao teste de Tukey para a comparacdo de médias
(p<0,05) através do software Sigma Plot v.11.

Resultados

Caracterizacdo Quimica do Hidrolato

O hidrolato e o OE de M. sylvatica que apresentaram sesquiterpenos como
constituintes majoritarios, tendo grande similaridade entre a composi¢do do OE e HMS. Os
constituintes majoritarios destes compostos podem ser observados na Tabela 1. O OE e o

HMS apresentaram 0s mesmos constituintes majoritarios, diferindo apenas nas concentragdes.

Tabela 1. Constituintes majoritarios do 6leo essencial (OEMS) e hidrolato de M. sylvatica
(HMS), analisado pela comparacdo do indice de retencdo de Kovats calculado (IRcalc) e da
literatura (IRref), sendo TR o tempo de retencdo do constituinte.
TR Constituintes OEMS (%)  HMS (%) IR calc IRref
majoritarios
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28.37
29.69
30.62
32.16
32.92
33.95
34.61
35.80
35.83

Beta Selineno

Trans Calameneno

Alfa Calacoreno

Oxido de Cariofileno

1 EpiCubenol
Alfa Muurolol
Cadaleno
Mustakone

Guaiol

14.88
13.83
11.02

6.45
2.06
2.99
2.24
4.29
2.39

12.81
11.16
9.78
3.51

3.32

4.67
2.57

1489
1526
1542
1585
1604
1630
1645
1677
1680

1489
1521
1544
1582
1600
1627
1644
1675
1676

Sobrevivéncia apds Transporte

Apo6s o experimento de transporte simulado verificou-se que ndo houve diferenca

significativa na sobrevivéncia logo ap6s o transporte (p>0,05) entre os tratamentos e

densidades de carga (Figura 1a), o mesmo foi observado na sobrevivéncia ap6s 24h de

transporte (Figura 1b).
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Figura 1. Sobrevivéncia logo apds o transporte (a) e sobrevivéncia apds 24h de transporte (b)
em diferentes densidades (D) 30, 60 e 90 peixes por litro, com apenas agua (C.A) e
concentragdes de Hidrolato de M. sylvatica (HMS) em 2.5, 5, e 7,5%.

Parametros Fisicos e Quimicos da Agua de Transporte

A temperatura e dureza da agua antes e depois do experimento ndo mostraram

diferenga significativa em relacdo a densidade e aos tratamentos, apresentando valores médios
de 26,01+0,13 °C e 1,72+0,27 (mg/L).
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O oxigénio dissolvido foi significativamente diferente quando se comparou os valores
iniciais e finais. No entanto ndo houve diferenca entre os tratamentos com o HMS e em
funcdo da densidade de carga (Tabela 2). Ja o pH apresentou diferenca significativa mesmo
entre os valores iniciais, reduzindo os valores do pH em funcdo do aumento da concentracao
do HMS, bem como ao final da simulacdo apresentou diferenca significativa entre os
tratamentos nas densidades de (30 e 60 peixes/L) reduzindo o pH quando comparado ao
controle. No entanto, os tratamentos na densidade de 90 peixes/L ndo apresentaram diferenca
significativa, houve estabilizacdo dos valores de pH em todas os tratamentos com HMS em
funcédo da densidade, diferindo do controle (Tabela 2).

A condutividade elétrica da agua ndo mostrou diferenca significativa entre os
tratamentos na densidade de 30 peixes/L. No entanto, aumentou nas maiores densidades (60 e
90 peixes/L). A condutividade reduziu no tratamento com 5% de HMS na densidade de 90
peixes/L, sendo menor em quando comparado com o tratamento controle (Tabela 2).

A Alcalinidade da dgua ndo mostrou diferenca significativa entre os tratamentos na
densidade de 30 peixes/L. Entretanto reduziu em todos os tratamentos comparado ao controle
na densidade de 60 peixes/L, e aumentou no tratamento com 2,5% de HMS na densidade de
90 peixes/L, quando comparado com controle (Tabela 2). Os Sélidos totais dissolvidos (TDS)
reduziu no tratamento com 5% de HMS na densidade de 60 peixes/L, e na densidade de 90

peixes/L, sendo menor quando comparado com controle (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de Oxigénio dissolvido (mg/L), pH, Condutividade elétrica (uS.cm)
Alcalinidade (mg/L) e Solidos totais dissolvidos (ppm) inicial e ap6s o transporte simulado de
17h com juvenis de tambaqui em diferentes densidades 30, 60 e 90 peixes por litro, com
apenas agua (C.A),e Hidrolato de M. sylvatica (HMS) em 2.5, 5, e 7,5%.

Oxigeénio dissolvido (mg/L)

Inicial D30 D60 D90
C.A 5,4+0,00" 2,05+0,23%2 0,90+0,26“ 0,70+0,26“
HMS-2,5% 4,7+0,00™ 1,13+0,25°° 1,00+0,20%2 0,70+0,20%
HMS-5% 4,0+0,00" 1,03+0,32°° 0,55+0,05°2 0,60+0,00%?
HMS-7,5% 3,9+0,00™ 0,80+0,10%° 0,76+0,15% 0,50+0,10%
pH
C.A 7,36+0,00™ 6,44+0,03° 6,35+0,03“ 6,17+0,03"2
HMS-2,5% 7,020,007 6,27+0,00%" 6,220,045 6,20+0,05%
HMS-5% 6,97+0,00°" 6,23+0,04°%° 6,27+0,02°5% 6,22+0,03%
HMS-7,5% 6,92+0,00"° 6,29+0,06°" 6,22+0,06°° 6,21+0,06°
Condutividade elétrica (uS.cm)

C.A 47,60+ 0,00™ 121,33+ 8,56°*  200,00+31,57“®  328,66+31,62°*
HMS-2,5% 47,00+0,00" 122,53+10,10%  226,50+1,50%* 354,50+27,50°?
HMS-5% 44,60+0,00™ 110,63+1,62°° 189,26+5,39“° 294,00+7,55°"
HMS-7,5% 43,70+0,00" 115,43+2,31%  108,43+4,55°®  309,66+9,01°*°




24

Alcalinidade (mg.L™ CaCOs)

C.A 22,00+2,20" 47,30+ 1,10% 78,10+1,10% 87,26+4,58"*
HMS-2,5% 19,06+1,274 47,30+ 1,102 69,30+1,10°% 102,66+16,21°°
HMS-5% 19,80+2,20" 42,90+1,10% 66,00+2,20°" 90,20+6,60™
HMS-7,5% 19,80+0,00% 40,33+3,36"° 63,80+2,20°° 92,40+7,93°%
Sélidos totais dissolvidos (ppm)
C.A 32,60+0,00" 84,23+6,12°° 160,66+2,81“® 229,66+16,77°%
HMS-2,5% 31,50+0,00" 81,56+ 7,73%%  148,66+11,37“®  238,33+19,85"*
HMS-5% 30,60+0,00" 76,631,265 131,33+3,97° 202,33+4,16°

HMS-7,5% 30,00+0,00" 80,06+2,08°2 138,06+2,60%° 214,00+9,00°"

Letra mailscula indica diferenga significativa entre densidades do mesmo tratamento (linha). Letra minuscula
indica diferenca significativa entre tratamento da mesma densidade (coluna); ANOVA TWO WAY, teste de
Tukey (p<0,05).

Fluxo Liquido de fons

Houve efluxo dos ions Na* e K* e CI" durante o transporte em todos os tratamentos
(Figura 2). O tratamento 5 % de HMS reduziu o efluxo Na* e K* e CI" na densidade de 90
peixes/L, reduziu o efluxo Na* e CI na densidade de 60 peixes/L, ou seja, diminuiu a perda
destes fons em comparagdo com controle. O tratamento 7,5 % de HMS reduziu o efluxo Na*
na densidade de 30 peixes/L em comparacao ao grupo controle (Figura 2a). A Amonia total
(NH; + NH3) e NH;3 (ndo ionizada) ndo mostraram diferenca significativa com a densidade e
entre os tratamentos, verificou-se os valores respectivos de 3,10+0,13 e 0,0033+0,00035(mg.
LY.



25

a) b)
0 0
= = .10 4 U
251 2
-
— b = 20 ¢
210 | ¢ a a 2
£ a b a E 30 a
* +
T-15 4 L X
ﬁ b a b ab 2 -40 1
° | 9 b
%20 S 50
= b i |
25 ‘ ‘ ‘ 60 : : b_
D30 D80 D90 D30 D60 D90
Densidade (Peixe/L) Densidade (Peixe/L)
c)
0
—_ —CA
%] == HMS 2,5%
j m  HMS 5%
%—100 4 mm HMS 7 5%
£
E1s0 b
'© ab
200 | Jb a
o I
S50 | Ial I
(1S a aa
300 ‘ ‘ .
D30 D60 D90

Densidade (Peixe/L)

Figura 2. Fluxo ionico de sodio (Na) (a), potassio (K*) (b) e cloreto (CI") (c), apds o
transporte simulado de 17h em diferentes densidades (30, 60 e 90 peixes/L), com apenas agua
(C.A) e concentracbes de Hidrolato de M. sylvatica (HMS) em 2.5, 5, e 7,5%. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos. ANOVA TWO WAY, p<0.05
teste de Tukey.

Densidade de Células Mucosas Branquiais

Houve maior producdo de células mucosas neutras independentes da densidade de
carga. Os tratamentos de HMS 2,5% e 5% ndo estimularam a producédo de células mucosas
neutras na densidade de 30 e 90 peixes/L comparado ao controle dgua. Entretanto ndo foi
observada diferenca significativa nas densidades de células mucosas neutras e &cidas na
densidade de carga 60 peixes/L, bem como com os tratamentos avaliados nesta densidade
(Figura 3a).

Observou-se que o uso do produto independente da concentragdo ndo estimulou a
producdo de células mucosas &cidas na densidade de 30 peixes/L comparado com o

tratamento controle. Entretanto, o nimero de células mucosas acidas foi menor na maior
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densidade de carga (90 peixes/L) com o uso de HMS 5% e 7,5% em relacdo aos outros
tratamentos avaliados (Figura 3b).

A densidade de células mucosas totais é a soma de células mucosas neutras + acidas,
mostrou que a producdo dessas células foi graficamente modelado pela densidade de células
mucosas neutras, haja vista que foi encontrada em maior namero. O nimero de células
mucosas branquias totais foi menor em 5% de HMS na maior densidade de carga comparado

com o controle. (Figura 3c).
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Figura 3. Densidade de células mucosas neutras (a), &cidas (b) e totais (c) (mm?) em
branquias de juvenis de tambaqui ap6s o transporte simulado de 17h em diferentes densidades
(D) 30, 60 e 90 peixes por litro, com apenas agua (C.A) e concentracdes de Hidrolato de M.
sylvatica (HMS) em 2.5, 5, e 7,5%. Letras diferentes indicam diferencga significativa entre os
tratamentos. ANOVA TWO WAY, p<0.05 teste de Tukey.

Discussao

O tempo de transporte de 17 h e a densidade de carga ndo foram limitantes para a

sobrevivencia dos juvenis. Segundo Gomes et al. (2006a) a densidade de carga atrelada ao
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tempo de duracdo do transporte estd diretamente ligada a sobrevivéncia dos animais
transportados, os autores testaram gesso, sal e benzocaina (20mg/L) em transporte juvenis de
tambaqui (4,09+0,05 cm) por 18 horas, verificaram que a sobrevivéncia reduziu
significativamente com o aumento da densidade em todos os tratamentos, e indicam a
possibilidade de até 5% de mortalidade utilizando-se somente &gua nas densidades de 30 e 45
peixes/L. No entanto, o uso de eugenol e extrato metandlico de C. buxifolia reduziu a
mortalidade de juvenis de Rhamdia quelen transportados por 12 horas em comparacao com o
grupo controle ( Becker et al. 2013)

Com isso observa-se que em alguns estudos o produto, tempo de transporte e
densidade de carga pode limitar ou ndo a sobrevivencia dos peixes, em se tratando do presente
trabalho o uso do produto mostrou grande importancia, haja vista que apresentou maior
eficacia na maior densidade. Corroborando com Silva et al. (2017) que estudaram o uso de
hidrolato de Lippia alba como sedativo em transporte de tambaqui (3-5cm) que também
mostrou resultados importantes como a redugdo do estresse osmorregulatorio principalmente
na densidade 90 (peixes/L).

Apesar da alta sobrevivéncia em todos os tratamentos observou-se baixos valores de
oxigénio dissolvido na agua, evidenciados pelo aparecimento de protusdo labial nos juvenis
principalmente nas maiores densidades de carga independente do tratamento, um dos fatores
que podem explicar a alta sobrevivéncia nos tratamentos foi a baixa concentracdo de amonia
ndo ionizada 0,0033+0,00035 (mg/L) sendo que sua toxidade aumenta em funcdo do aumento
de pH e temperatura. Segundo Sampaio e Freire (2016) afirmaram que
no transporte de longa duracdo, 0 aumento nos niveis de ambnia é o
principal motivo de deterioracdo da dgua. Em relacdo ao pH, apesar da diferenca significativa
(p<0,05) em alguns tratamentos, houve uma estabilizacdo dos valores principalmente com a
adicdo do produto, e apresentaram valores dentro da faixa adequada para criacdo de peixes em
geral que variam entre 6,0 a 9,0 e a temperatura 26 a 29° C (Arana 2010; Faria et al. 2013;
Leira et al. 2017; S& 2012). Apresentando valores entre 7,36 a 6,17, dados semelhantes foram
encontrados no trabalho de (Tesoureiro 2012) onde o pH da agua foi reduzido de 7,5 para 6,0
apos 8 h de transporte de bacalhau em diferentes densidades de carga.

Conforme Sipauba-Tavares (1994), os niveis de dureza total quantificados no presente
estudo se mantiveram dentro dos limites favoraveis ao cultivo de peixes de dgua doce (0-75
mg/L), sendo classificadas como aguas moles. Em relacdo a alcalinidade, afirma que os

limites aceitaveis, para um bom desempenho do peixe estdo entre 20 a 300 mg/L CaCOs, pois
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esses valores reduzem as variagdes do pH .Nesse caso, os valores do presente estudo estdo
dentro desses limites.

Algumas alteracGes caracteristicas quanto a qualidade da dgua pode ser notada devido
ao abastecimento da estacdo de producdo de peixes, onde ocorreu o presente estudo. A agua
da referida estacdo tem origem de uma barragem de igarapé (um pequeno rio), isso explica as
baixas concentracbes de dureza da agua 1,72+0,27 (mg/L), por ser caracteristico de aguas de
igarapes da regido Amazonica, ou seja extremamente moles e que geralmente contém poucos
fons Ca*" e Mg dissolvidos (S& 2012). Ja os valores iniciais de alcalinidade foram bem
maiores, devido ao tratamento da &gua captada da barragem com a adi¢cdo de carbonato de
sodio para fins de correcdo de pH. Quando a alcalinidade total da agua excede sua dureza
total, uma fracdo do bicarbonato ou carbonato esta ligado com potéssio ou sédio e ndo
somente a calcio e magnésio (Arana 2010; Sa 2012). Neste estudo, foi possivel verificar de
maneira geral que o hidrolato possuiu pouca influéncia sobre os parametros fisico-quimicos
analisados com variagdes pouco expressivas nos tratamentos avaliados.

Resultados similares ao presente estudo em que o efluxo de ions foi reduzido e
consequentemente foi observado menores valores de condutividade elétrica na maior
densidade de carga, foram encontrados em estudos com transporte de juvenis de Rhamdia
quelen com a utilizacdo de 6leo essencial de Aloysia triphylla (Parodi et al. 2014) e com
animais adultos da mesma espécie mostrou que o efluxo de ions foi menor que no grupo
controle (Zeppenfeld et al. 2014).

Situacdes de estresse podem aumentar a difusdo de ions para o meio, e 0 uso de OE
como anestésico diminui o efluxo de ions e a excre¢do de amdnia (Becker et al. 2016; Cunha
et al. 2017). Os resultados do presente estudo corroboram com Silva et al.(2017) que
obteveram diminuicdo no efluxo de ions de juvenis de tambaqui na concentracdo de 5%
hidrolato de Lippia alba na densidade de 90 peixes/L. A reducdo do fluxo de ions com o uso
de sedativos na dgua também foi reportada em transporte de juvenis de Rhamdia quelen com a
utilizacdo de eugenol, extrato metandlico C. buxifolia (Becker et al. 2013 ; Salbego et al.
2015) e 6leo essencial de Lippia alba (quimiotipo linalol) (Becker et al. 2012; Salbego et al.
2014; Becker et al. 2015).

O aumento do ndmero e densidade de células mucosas desencadeia o aumento da
producdo de muco, onde ocorre a prote¢do epitelial branquial contra injurias e atua como um
filtro a fim de agregar uma maior quantidade de substancias toxicas diluidas na 4gua por agéo
do contato direto (Paulino et al. 2012; Rezende et al. 2013). O aumento no ndmero e

densidade de celulas mucosas inibe a perda de agua por difusdo quando o peixe esta fora da
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agua e a perda idnica quando ele esta na agua (Varsamos et al. 2005; Moron et al. 2009).
Portanto, 0 aumento do nimero dessas células pode indicar um potencial estresse estimulado
pelo ambiente (Moron et al. 2009).

Neste estudo os animais expostos a 5% HMS apresentaram menor densidade de
células mucosas branquiais € menor fluxo iénico na maior densidade (90 peixes/L) quando
comparado com grupo controle. Corroborando com o trabalho de (Silva et al. 2017) que
encontrou menor densidade de células mucosas nos animais expostos a 5% de hidrolato de
Lippia alba e conseqiientemente menor fluxo i6nico na mesma densidade, quando comparado
com o controle. Isso sugere-se, que a exposicdo ao HMS promoveu a sedagdo do peixe
diminuindo seu metabolismo, uma vez que houve a reducdo da perda de ions e
consequentemente menor proliferacdo de células mucosas branquiais.

Como verificado anteriormente os constituintes quimicos marjoritarios encontrados no
OE e HMS foram do tipo sesquiterpenos, os mesmos encontrados nos trabalhos de ( Cascaes
et al. 2015; Silva et al. 2017; Saccol et al. 2018). Os constituintes majoritarios do HMS
encontrados neste estudo (beta selineno (12,81%), trans calameneno (11,16%), alfa
calacoreno (9,78%) e cadaleno (4,67%) sdo semelhantes aos apresentados em estudos com
OE de M. sylvatica no qual foi testado como possivel mitigadora de estresse em transporte de
juvenis de tambaqui (Saccol et al. 2017b; Saccol et al. 2018). Haja vista que o OE de M.
sylvatica diminuiu a capacidade de lipoperoxidacdo e aumentou a atividade de algumas
enzimas antioxidantes nos tecidos (Saccol et al. 2016). Os constituintes majoritarios
encontrados no HMS foram os mesmos vistos no OE, mostrando evidencias do potencial
anestésico e sedativo na aquicultura.

Como ndo existe anestésico ideal, a escolha deve ser feita de maneira criteriosa,
primando pela maior eficacia possivel do produto (Baldisserotto et al. 2017) O HMS é um
produto de origem natural e com caracteristicas volateis, com isso seu efeito residual no
ambiente possivelmente diminui, quando exposto. Entretanto este fato necessita de
investigacdo. Este é um subproduto da producdo do 6leo essencial, geralmente descartado,
possui um rendimento muito superior ao Oleo e apresentando oS mesmos constituintes
majoritarios outra vantagem que é facilmente diluido em &gua (ndo é necessario a diluicdo em
alcool como os Oleos essenciais) e que proporcionou rapida recuperacdo dos juvenis de

tambaqui apés o transporte.

Concluséao
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O uso do HMS na concentragdo de 5% pode ser recomendado para transporte de
juvenis de tambaqui de longa duracdo 17h. Apesar de ndo diferir significativamente do grupo
controle no percentual de sobrevivéncia e apresentou baixos valores de oxigénio dissolvido ao
final do transporte, todavia apresentou baixas ocilacbes do pH em todas as densidades de
carga e na densidade de 90 peixes/L reduziu o efluxo dos fons de Na* e K* e CI', e ndo
estimulou a producdo de células mucosas branquiais neutras e &cidas na concentracdo
sugerida de 5%. Portanto considera-se que 0 HMS melhorou o bem-estar animal durante um
longo periodo de transporte (17h) de juvenis de tambaqui. Além disso, 0 HMS mostrou maior

eficacia como sedativo principalmente na maior densidade.
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Considerac0es Finais

O uso de produtos naturais como farmacos € um campo em ascensdao com grandes
expectativas de crescimento, principalmente na Amazonia. Esse trabalho € um o primeiro
estudo com o uso de hidrolato de M. sylvatica com aplicacdo no transporte de peixes.
Destaca-se que ha necessidade de mais estudos com essa substancia como agente mitigador
do estresse em peixes e seus efeitos sobre o animal e ambiente. Enfatizando que esse produto
é de facil manuseio devido ser hidrossollvel e geralmente é desprezado durante a extracdo do
oleo essencial, possuindo alto rendimento nas extragcdes. Portanto, sua utilizacdo deve ser
considerada devido evidéncias de suas substancias bioativas com potencial para uso na
producdo animal, além de possuir baixo custo devido a ser um residuo da extragdo do 6leo

essencial.
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