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RESUMO

CALDAS, Débora Werneck, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, maio deQ@bsde

capim liméo, Cymbopogon flexuosus como anestésico para tetra negrdzymnocorymbus

ternetzi. Orientador: Jener Alexandre Sampaio Zuanon. Coorientadoras: Ana Lucia Salaro,
Pollyanna de Moraes Franga Ferreira e Suellen Silva Condessa.

Os manejos de captura, biometria, classificacdo e transporte desencadeiam respostas de
estresse em peixes, como 0 aumento de cortisol, hiperglicemia, hiperlactacemia, aumento da
ventilacdo branquial, distarbios i6nicos e metabdlicos e reducdo da pigmentacdo da pele. A
reducdo das repostas de estresse pode ser alcancada por boas praticas de manejo e pel
utilizacdo de aditivos na agua como probioticos, sequestradores de amobnia, sal comum e
anesédcos/sedativos. Os anestésicos sintéticos sao eficazes durante 0s manejos daccriacao
transporte de peixes porém, podem causar perda de muco, irritagdo de branquias e corneas,
além da dificil obtencdo e do custo relativamente alto. Dessa forma, é necessario avaliar
produtos naturais, como 6leos essenciais derivados de plantas, que sejam eficazes, seguros ¢
redutores das respostas de estresse em peixes. Dentre 6leos essenciais com potencial par
serem usados como anestésico para peixes destaca-se o capir@ymidopogon flexuosus,

em funcdo de suas propriedades ansiolitica, calmante e anestésica. O tetra negro,
Gymnocorymbus terneté uma espécie ornamental que, quando submetida aos manejos de
rotina na criagdo de peixes apresenta respostas de estresse, evidenciadas pela reducao d
pigmentacédo da pele e consequente reducédo do valor de mercado. Com o objetivo de avaliar a
eficacia e seguranca do Oleo de capim limdo como anestésico para tetra negro foram
realizados trés experimentos. O primeiro experimento foi realizado para avaliar a eficacia do
6leo de capim limdo como anestésico, sendo mensurados o0s tempos de inducao e recuperacac
da anestesia. Os peixes foram individualmente submetidos as concentracdes de 0; 25; 50; 75;
100; 150 e 200mg/L de 6leo de capim limdo na agua, além de um controle positivo com
alcool etilico absoluto (3.600 mg/L). Apos a inducdo a anestesia foi realizada biometria dos
peixes (peso e comprimento) para simular situacdo de estresse que 0s peixes sS40 comumente
expostos durante os manejos de rotina na criagdo. O segundo experimento foi realizado para
avaliar a seguranca do 6leo de capim liméo durante exposic¢ao curta (5 min) em que 0s peixes
foram individualmente expostos as mesmas concentracdes do primeiro experimento. O
terceiro experimento foi realizado para avaliar a seguranca do Oleo de capim limao por
exposicao prolongada (24h), em que foram utilizadas as concentracdes de 5; 10; 20; 30; 40;

50; 60 e 70 mg/L. O tempo de indugdo a anestesia apresentou reducdo dose dependente, con
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a menor concentracdo estimada que induz anestesia profunda de 68 mg/L. O tempo de
recuperacdo da anestesia ndo foi influenciado pelas concentracées de 6leo de capim limao
avaliadas. A glicose sanguinea ap0s a anestesia apresentou reducdo dose dependente, o qu
indica provavel efeito redutor das respostas de estresse. Durante exposicéo curta, o 6leo de
capim limao causou 20% de mortalidade dos peixes na concentragéo de 100 mg/L e 100% a
partir da concentracdo de 150 mg/L. Durante exposi¢cao prolongada o 6leo de capim liméo
causou mortalidade de 100% dos peixes em concentracdes a partir de 10 mg/L. Portanto, o
Oleo de capim limao é eficaz como anestésico para tetra negro, e seguro em concentracdes de
até 75 mg/l durante exposicao curta e 5 mg/L durante exposicdo prolongada. Concentracfes a
partir de 150 mg/L podem ser utilizadas para eutanasia de peixes.
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ABSTRACT

CALDAS, Débora Werneck, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, May, 2018.
Lemongrass oil, Cymbopogon flexuosus as anesthetic for black tetra Gymnocorymbus

ternetzi. Adviser: Jener Alexandre Sampaio Zuanon. Co-advisers: Ana Lucia Salaro,
Pollyanna de Moraes Franga Ferreira and Suellen Silva Condessa.

Capture, biometry, sorting and transport can cause stress responses in fish, such as cortisol
increasement, hyperglycemia, hyperlactaemia, branchial ventilation increasement, ionic and
metabolic disorders and reduction of skin pigmentation. Reducing stress responses can be
achieved by good management practices and the use of additives in the water, such as
probiotics, ammonia removal, common salt and anesthetics / sedatives. Synthetic anesthetics
are effective during fish farming and transport, but can cause mucus loss, irritation of gills and
corneas, are also high cost and difficult to obtain. In this way, it is necessary to evaluate
natural products, such as essential oils extracted from plants, that are effective, safe and
reducer of stress responses in fish. Among essential oils with potential to be used as an
anesthetic for fish, lemongras€ymbopogon flexuosustands out due to its anxiolytic,
calming and anesthetic properties. The black t&gamnocorymbus ternetid an ornamental

fish species that, when exposed to routine management in fish farming, presents stress
responses evidenced by the reduction of skin pigmentation and consequent reduction of
market value. In order to evaluate the efficacy and safety of lemongrass oil as an anesthetic
for black tetra, three experiments were conducted. The first experiment evaluated the efficacy
of lemongrass oil as an anesthetic, and the induction and recovery times of anesthesia were
measured. Fish were individually submitted to concentrations of 0; 25; 50; 75; 100; 150 and
200mg/L of lemongrass oil in the water, and a positive control with absolute ethyl alcohol
(3,600 mg/L). After induction to anesthesia, fish biometry (weight and length) was performed
to simulate the stress situation that fish are commonly exposed during routine management at
fish farming. The second experiment evaluated the safety of lemongrass oil during short
exposure (5 min) in which fish were individually exposed to the same concentrations of the
first experiment. The third experiment evaluated the safety of lemongrass oil by prolonged
exposure (24h), using concentrations of 5; 10; 20; 30; 40; 50; 60 and 70 mg/L. The time of
induction to anesthesia showed dose-dependent reduction, with the lowest estimated
concentration inducing deep anesthesia of 68 mg/L. The recovery time of anesthesia was not
influenced by the concentrations of lemongrass evaluated. Blood glucose after anesthesia

showed dose-dependent reduction, indicating possible reducing effect of stress responses.

Xiii



During short exposure, lemongrass oil caused 20% fish mortality at 100 mg/L and 100% at
150 mg/L. During prolonged exposure the lemongrass oil caused 100% mortality of the fish
in concentrations starting at 10 mg/L. Therefore, lemongrass oil is effective as an anesthetic
for black tetra, and safe in concentrations up to 75 mg/L during short exposure and 5 mg/

during prolonged exposure. Concentrations from 150 mg/L can be used for fish euthanasia.

Xiv



ARTIGO

OLEO DE CAPIM LIMAO, Cymbopogon flexuosyCOMO ANESTESICO PARA TETRA
NEGRO,Gymnocorymbus ternetzi
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a eficacia e seguranca do 6leo de capim limdo @@GiHhppogon
flexuosus como anestésico para tetra negsgmnocorymbus ternetdigram realizados trés
experimentos. No primeiro experimento, 0s peixes foram expostos as concentra¢des de 0; 25;
50; 75; 100; 150 e 200mg/L de OCL na &gua para avaliar os tempos de inducdo eg&gupera

da anestesia e a concentracao de glicose sanguinea. No segundo experimento, foram usadas &
mesmas concentracdes citadas anteriormente para avaliar a seguranca do OCL por exposicaa
curta (5 minutos)e no terceiro experimento foram utilizadas as concentragdes de 0; 5; 10; 20;
30; 40; 50; 60 e 70mg/L por exposi¢ao prolongada (24h). O tempo de inducdo a anestesia
apresentou reducdo dose dependente, com a menor concentracao estimada que induz anestes|
profunda de 68mg/L. O tempo de recuperacdo da anestesia ndo foi influenciado pelas
concentracbes de OCL avaliadas. A glicose sanguinea ap0s a anestesia apresentou reducac
dose dependente, o que indica provavel efeito redutor das respostas de estresse. ApoOs
exposicao por 5 min houve mortalidade dos peixes a partir de 100mg/L e ap0s exposicao
prolongada a partir de 10mg/L. Portanto, o OCL é eficaz como anestésid®. jaraetzie

seguro em concentragfes de até 75 mg/l durante exposicao curta e 5mg/L durant@oexposic
prolongada. Concentracdes a partir de 150mg/L podem ser utilizadas para eutanasia de peixes.

Palavras-chave: dose letal, mortalidade, peixes ornamentaisicedac



INTRODUCAO

Os manejos de captura, biometria, classificacdo, exposicdo ao ar e transporte
desencadeiam respostas de estresse em peixes cultivados, como o aumento de cortisol
(Mariano, Oba, Santos, & Fernandes, 2009; Oba, Mariano, & Santos, 2009; Vargas-Chacoff
et al., 2014; Yarahmadi, Miandare, Fayaz, & Caipang, 2016), hiperglicemia (Mariano et al.,
2009), hiperlactacemia (Mariano et al., 2009; Yarahmadi et al., 2016), aumento da ventilagdo
branquial (Rodrigo Egydio Barreto & Volpato, 2004, 2006, 204 Disturbios idbnicos e
metabdlicos (Barbosa et al., 2010; Carvalho & Fernandes, 2006; Fernandes Junior et al.,
2010; Ferreira & Matsubara, 1997; Mariano et al., 2009; Vargas-Chacoff et al., 2014,
Yarahmadi et al., 2016). A exposicdo prolongada a fatores estressores causa reducdo no
crescimento, na reproducdo, imunodepressdo, aumento a susceptibilidade a patdégenos e,
consequentemente, perdas por mortalidade e reducdo da sustentabilidade econdmica da
criacao de peixes de corte e ornamentais (Rodrigo E. Barreto & Volpato, 2011; Pickering &
Pottinger, 1989; Yarahmadi et al., 2016). Um dos principais fatores determinantes do valor de
mercado dos peixes ornamentais é a coloracdo da pele, comumente reduzida pela exposi¢ao &
fatores estressores (Kittilsen et al., 2009; Rotllant et al., 2003; Van Der Salm, Martinez, Flik,

& Wendelaar Bonga, 2004), o que também contribui para a reducdo da lucratividade da
atividade.

Diversas praticas tém sido empregadas a fim de reduzir as respostas de estresse
decorrentes do manejo na criacdo, como a utilizacdo de aditivos na agua. Os aditivos usados
sdo probidticos, que reduzem as respostas de estresse e a susceptibilidade a patdgenos (Roll
et al., 2006; Wang, 2007; Yanbo & Zirong, 2006; Zhou, Tian, Wang, & Li, 2010), o sal
comum usado para reduzir disturbios osmaticos e ibnicos (Carneiro & Urbinati, 2001; Croshy
et al., 2006; Oyoo-Okoth et al., 2011; Ramirez-Duarte et al., 2011; Tacchi et al., 2015), o
sequestradores de amonia (Ramirez-Duarte et al., 2011; Singh, Vartak, Balange, &
Ghughuskar, 2004) e os anestésicos usados para reducdo da atividade natatoria e metabolice
(Inoue et al.,, 2003; Oliveira et al., 2009) e consequente reducdo do consumg adke O
excrecdo d€O; e de amobnia (Pramod, Sajeevan, Ramachandran, Thampy, & Pai, 2010).

Os principais anestésicos utilizados durante os manejos da criacdo e transporte de
peixes sao a tricaina metano sulfonad&®-222),a benzocaina e o 2-fenoxietanol (Altun &
Danabas, 2006; Fabiani et al., 2013; Mitjana et al., 2014; Oliveira et al., 2009; Velisek,
Svobodova, & Piackova, 2007). Porém, esss substancias causam efeitos indesejados como
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perda de muco, irritacdo de branquias e cérneas (Hill, Davison, & Forster, 2002; Inoue,
Santos Neto, & Moraes, 2003a; IwamMcGeer, & Pawluk, 1989; VelisSek & Svobodova,

2004), além da dificil obtenc&o e do custo relativamente alto (Hovda & Linley,. ZDéX3a

forma, é necessario avaliar produtos naturais, como 06leos essenciais derivados de plantas, que
sejam eficazes, seguros e redutores das respostas de estresse em peixes.

Dentre Oleos essenciais com potencial para serem usados como anestésico para peixes
destaca-se dCymbopogon flexuosug;omumente conhecido como capim limdo, capim
cidreira, capim santo ou erva principe. Extratos das raizes e partes aéreas da planta sédo
utilizados como aromatizante na indudstria alimenticia, em massagens e na medicina
alternativa em funcé@o de suas propriedades ansiolitica, anticonvulsivante, anti-hipertensiva,
anti-inflamatéria,  hipoglicémica,  hipolipidémica, antimicrobiana,  espasmolitica,
cardioprotetora, diurética, calmante e anestésica (Adeneye & Agbaje, 2007; Blanco, Costa,
Freire, Santos, & Costa, 2009; Carbajal, Casaco, Arruzazabala, Gonzalez, & Tolon, 1989;
DEVI, Mui SIM, & Ismail, 2011; Gayathri, Jayachandran, Vasanthi, & Rajamanickam, 2010;
Viana, Vale, Pinho, & Matos, 2000). O principal componente do 6leo de capim limdo é
citral, um monoterno composto de uma mistura dos esteroisdmeros geranial, neral e beta-
mirceno (Blanco et al., 2009; Lorenzetti, Souza, Sarti, Santos Filho, & Ferreira, 1991).

O Gymnocorymbus ternetztonhecido como tetra negro é uma espécie ornamental
que, quando submetida aos manejos de captura, exposi¢cdo ao ar, classificacdo e transporte
apresenta respostas de estresse evidenciadas pela reducdo da pigmentacdo da pele «
conseguente reducéo do valor de mercado.

Dessa forma, objetivamos avaliar a eficacia e seguranca do 6leo de capim limao,

Cymbopogon flexuosusomo anestésico para tetra ne@gmnocorymbus ternetzi



MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais de Producéo da
Universidade Federal de Vigcosa CEUAp/UFV, protocolo n° 055/2017 (Anexo 1), estando de
acordo com os principios éticos da experimentacdo animal, estabelecido pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacédo Animal - CONCEA e com a legislag&o vigente.

Foram realizados trés experimentos em delineamento inteiramente casualizado,
conduzidos no Laboratério de Fisiologia Aplicada a Piscicultura do Departamento de
Biologia Animal da Universidade Federal de Vigosa (LAFAP - DBA/UFV). O primeiro
experimento foi realizado para avaliar a eficacia do 6leo de capim li@@obopogon
flexuosuscomo anestésico para tetra ne@gmnocorymbus ternetz segundo foi realizado
para avaliar a seguranca do 6leo de capim lio@no anestésico para tetra negro durante
exposicdo curta (5 minutos) e o terceiro foi realizado para avaliar a seguranca do 6leo de
capim limdocomo anestésico para tetra negro durante exposicdo prolongada (24h). No
primeiro e segundo experimentos foram avaliadas oito concentracdes de 6leo de capim liméo
e 10 repeticdes, sendo cada peixe considerado uma repeticao; e no terceiro experimento foram
avaliados nove concentracdes de 6leo de capim liméo e trés repetices, sendo cada aquari
considerado uma repeticao.

Juvenis dé5. ternetzicom comprimento médio de 3,26cm + 0,32cm e peso médio de
1,739 + 0,87g foram obtidos de uma piscicultura ornamental localizada no municipio de Sao
Francisco do Gloria MG, Brasil e foram transferidos para o e mantidos para aclimatacdo por
15 dias em caixas plasticas de 250L com filtro biologico, aeracdo e temperatura a 25°C
mantida por aquecedores e termostato. Os peixes foram alimentados com racdo comercial
(36% PB) trés vezes ao dia. Antes da realizacdo de cada experimento, 0s peixes foram
submetidos a jejum de 12h.

Como o Oleo de capim lim&o apresenta baixa solubilidade em agua, para a obtencéo
das concentragdes teste foi preparada uma solucédo estoque do 6leo diluido em alcool etilico
absoluto (solugcédo estoque 10% - 100mg de 6leo/g de alcool). Para se obter as corgentracte
de 6leo de capim lim&o a serem avaliadas, diferentes quantidades da solugcédo estoque foram
diluidas na agua do aquéario de anestesia. O Oleo de capim limdo utilizado nos trés
experimentos continha o citral como principal componente (73%), sendo 41% de geranial e

32% de neral (BioEsséncia®).



Experimento 1: Eficacia do 6leo de capim limdo como anestésico para tetra negro

Foram testadas as concentragfes 0, 25, 50, 75, 100, 150 e 200mg/L de 6leo de capim
limdo, além de um tratamento com apenas alcool etilico absoluto. A quantidade de alcool
utilizada foi calculada com base na quantidade de alcool presente na maior concentracédo de
Oleo de capim lim&o testada.

Dois aquérios de vidro com volume util de 10L de agua foram utilizados, sendo um
para inducdo a anestesia e outro para recuperacdo da anestesia. Os aquarios foram mantido:
com aeracao por meio de compressor de ar, e temperatura constante (25°C) por meio de
aquecedor e termostato. Durante os procedimentos, o 6leo de capim limdo foi adicionado ao
aquario de anestesia em concentracdes crescentes, e a cada concentracdo testada os do
aquarios foram esvaziados e limpos. Foram utilizados os critérios estabelecidos por Woody,
Nelson, & Ramstad (2002) para considerar o estagio de anestesia profunda (estagio 4) e

recuperacao dos peixes (tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas comportamentais referentes aos estagios de anestesia e recuperaca
conforme descrito por Woody et. al. (2002).

Estagio Caracteristica comportamental

1 Movimento opercular visivelmente lento ou erratico.

2 Perda esporadica de equilibrio, dificuldade de se manter na posi¢cao ver
3 Completa perda de equilibrio, incapacidade de recuperar a posicéo vert
4 Sem reac¢do a estimulo tatil.

_ Habilidade de permanecer na posi¢éo vertical com recuperacao da ca
Recuperacéo
de nadar.

O tempo de inducgao e recuperacao da anestesia foi monitorado individualmente em 10
peixes/tratamento. Ao atingirem o estagio de anestesia profunda, os peixes foram retirados do
aquario de inducao e, para simular situacdes de estresse causadas pelas biometrias realizada

nas pisciculturas, foram pesados e medidos. Em seguida, os peixes foram transferidos para o



aquério de recuperacdo até a recuperacdo da capacidade de nadar. Apés a reclgperaca
anestesia, os peixes foram transferidos para aquérios de polietilebb, &2 anestésico e

com aeracdo e temperatura constante (25°C) para o monitoramento da mortalidade durante
96h.

Para a avaliacdo das respostas de estresse, os procedimentos de anestesia citado:
anteriormente foram realizados em outros trés peixes. Imediatamente apds atingirem o estagio
de anestesia profunda, foi realizado um corte no pedunculo caudal com bisturi heparinizado e
o sangue foi depositado em tira reagente do aparelho monitor digital Accutrend® Plus Roche

para quantificacdo da glicose sanguinea.

Experimento 2: Seguranca do 6leo de capim limdo como anestésico para tetra regr
durante exposicao curta (5 minutos)

Em procedimentos de anestesia nas pisciculturas, muitas vezes os animais ficam
expostos ao anestésico por mais tempo do que 0 necessario para atingir os estagios desejados
Sendo assim, é necessario avaliar a seguranca do uso do 6leo de capim limdo por um periodo
de 5 minutos (Zahl, Kiessling, Samuelsen, & Hansen, 2009). Para tanto, 10 peixes foram
individualmente anestesiados nos mesmos aquarios e tratamentos utilizados no experimento 1
e a mortalidade dos peixes foi monitorada. ApOs a recuperacao da anestesia, 0s peixes foram
transferidos para aquarios de polietileno de 35L, sem anestésico e com aeragao e temperatura

constante (25°C) para o monitoramento da mortalidade durante 96h.

Experimento 3: Seguranca do 6leo de capim limdo como sedativo e anestésico para tetra
negro durante exposicao prolongada (24h)

Durante o transporte de peixes ornamentais, 0s mesmos sdo expostos a fatores
estressores que podem causar perdas por mortalidade. Portanto, € necessario avaliar o uso d
substancias anestésicas em baixas concentracbes (efeito sedativo) durante periodos
prolongados de exposi¢cdo, uma vez que altas concentracées podem causar mortalidade dos
peixes. Para tanto, os peixes foram alojados em 27 aquarios de polietileno contendo 25L de
agua (20 peixes/aquario) e expostos as concentracdes 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, e 70mg/L de
Oleo de capim liméo, que foram definidas com base nos resultados do experimento 2. A
mortalidade dos peixes foi monitorada ao final de 24h. Nas primeiras 12h de exposi¢éo, a

mortalidade foi monitorada a cada hora.



Analises estatisticas

A avaliacéo dos efeitos do 6leo de capim lim&o sobre as variaveis avaliadas, nos trés
experimentos, foi realizada por meio de analise de variancia e regressao polinomial ao nivel
de 5% de probabilidade. Para verificar o pressuposto de normalidade dos erros foi aplicado o
teste de Shapiro-Wilk. Para escolha do modelo de regressao foi considerado a significancia
dos coeficientes de regressdo, o comportamento das varidveis em estudo e a magnitude dos

coeficientes de determinacéo



RESULTADOS

Experimento 1: Eficacia do 6leo de capim limdo como anestésico para tetra negro

Na concentracdo de 25mg/L houve diminuicdo dos batimentos operculares e reducéo
da atividade natatGria, porém 0s peixes mantiveram a capacidade de responder aos estimulos,
indicando que nao foi atingida a anestesia profunda em tempo menor que 5 minutos. A partir
da concentracdo de 50mg/L, os peixes atingiram o estagio de anestesia profundaitcom ef
linear decrescente (p<0,05) do capim lim&o no tempo de inducéo (Tabela 2; Figura. 1). O dleo
de capim lim&o ndo apresentou efeito significativo no tempo de recuperacdo dos peixes
(Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios do tempo (s) necessario para inducdo e para recuperacdo da
anestesia de tetra neg®ymnocorymbus ternetsubmetidos a diferentes concentragdes do
6leo de capim limadCymbopogon flexuosus

Oleo de capim lim&o (mg/L)
Tempo (nin) 0 25 50 75 100 150 200 CV(%)

Anestesia* >5min >5min 3,4 3,02 2,21 1,29 0,73 27,62
Recuperacd® >5min >5min 4,51 3,44 4,34 3,4 3,21 23,06

CV — Coeficiente de variacéo.

- O tempo de inducéo a anestesia excedeu cinco minutos e, portanto, foi considerada ineficaz.
* Y= 4,2595- 0,0185x (R=0,9739).

ns— nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 1. Tempo médio de inducdo a anestesiasddernetzisubmetidos a diferentes
concentragdes de 6leo de capim limé&o.

Houve efeito linear decrescente (p<0,05) do 6leo de capim limdo para a glicose

sanguinea (Tabela 3, Figura 2).

Tabela 3. Valores médios de glicose sanguinea de tetra r@gnmocorymbus ternetzi
submetidos a anestesia em diferentes concentracfes do 6leo de capinCyimBopogon
flexuosus

Oleo de capim lim&o (mg/L)
0 25 50 75 100 150 200 CV(%)

?n'q'godsﬁ)sangu'”ea 47,00 61,33 56,33 39.66 46,00 21,33 27,33 26,00

CV - Coeficiente de variacdo
*Y=57,192—- 0,169x (R=0,673)
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Figura 2. Valores médios de glicose sanguine@.dernetzisubmetidos a anestesia com 6éleo
de capim liméao.

Experimentos 2: Segurancga do 6leo de capim limdo como anestésico para tetra negro
durante exposicao curta (5 minutos)

Nas concentracfes de 0, 25, 50 e 75mg/L de 6leo de capim limdo néo foi observada
mortalidade dos peixes apds 5 mia.athestesia. Entretanto, observou-se 20% de mortalidade
na concentragdo de 100mg/L e 100% de mortalidade nas concentragbes de 150 e 200mg/L
(Tabela 4). Ap6s 96h de observacdo ndo houve mortalidade dos peixes em nenhuma das
concentracdes de 6leo de capim limao avaliadas (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios de taxa de mortalidad&ylanocorymbus ternetsubmetidos a

anestesia com diferentes concentracbes de 6leo de capim @yddpopogon flexuosus
durante a avaliacdo da seguranca do Oleo.

Oleo de capim lim&o (mg/L)

0 25 50 75 100 150 200
Taxa de _mortalldade 0 0 0 0 20 100 100
5 min (%)
Taxa de mortalidade
96h (%) 0 0 0 0 0 0 0
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Experimento 3. Seguranca do Oleo de capim limdo como anestésico para tetra negro
durante exposicao prolongada (24h)

Em todas as concentracfes de 6leo de capim limdo avaliadas, exceto na de 5mg/L,
houve 100% de mortalidade apos 24h (Tabela 5). Nas concentrac6es de 50, 6GLe 70mg
todos os peixes morreram com cerca de 30 minMasconcentracdes de 20, 30 e 40ing
todos os peixes morreram com cerca de 120 minutos, e na concentracéo /lecs0peixes
comecaram a morrer apos 12h. Apos 96h, todos os peixes sobreviveram na concemtracdo d

5mg/L de 6leo de capim liméo (Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios de taxa de mortalidad&ylanocorymbus ternetsubmetidos a
anestesia com diferentes concentracbes de 6Oleo de capim @yddpopogon flexuosus
durante a avaliacdo da seguranca do 6leo.

Oleo de capim limdo (mg/L)
0 5 10 20 30 40 50 60 70

Taxa de mortalidade
24h (%)

Taxa de mortalidade
96h (%)

0 0 100 100 100 100 100 100 100

12



DISCUSSAO

A auséncia de comportamentos caracteristicos de anestesia nos peixes submetidos ao
controle positivo (alcool etilico absolute 3600mg/L) indica que esse ndo apresenta
propriedades anestésicas, quando usado em baixas concentragfes, como observado por (Ega
et al., 2009). Este resultado confirma que os efeitos observados nas diferentes concentracbes
avaliadas podem ser atribuidos ao 6leo de capim liméao.

O ¢6leo de capim limédo é eficaz como anestésico Gari@rnetzi pois promoveu 0s
comportamentos caracteristicos de anestesia profunda em tempo menor que 3 eminutos
tempo de recuperacdo menor que 5 minutos, como recomendado por Marking & Meyer
(1985). O tempo de inducéo a anestesia pelo 6leo de capim liméo foi dose dependemte, com
menor concentracdo estimada que promove anestesia profunda, com tempo mehor que
minutos, de 68,08mg/L. A auséncia de efeito do dleo de capim lim&o sobre o tempo de
recuperacdo esta de acordo com os resultados observados por Limma-Netto, Sena, & Copatti
(2016) utilizando Cymbopogon flexuosuspara anestesia de tambacwPiafactus
mesopotamicux Colossoma macropomymEntretanto, o uso de citronel@ymbopogon
nardus(planta cujo 6leo essencial tambapresenta como principal componente o citral), como
anestésico par@olossoma macropomumostrou aumento no tempo de recuperacédo (Barbas
et al., 2017).

Os procedimentos relacionados com a anestesia dos peixes como captura, exposi¢ao
ao ar, mudancas de qualidade de &agua, além dos manejos relacionados com biometria
realizados no presente estudo causam estresse nos peixes como observado por Barbosa et al
(2010); Fernandes Junior et al. (2010); e Yarahmadi et al. (2016). O aumento de cortisol
durante as respostas de estresse causa elevacdo dos niveis de glicose, lactato, acidos graxo:
colesterol e aminoacidos no plasma, além da reducdo das reservas de glicogénio no figado,
protedlise e inibicdo da sintese proteica muscular, distirbios osmdéticos e ibnicos, mudancas
hematoldgicas em eritrocitos e leucocitos, alteragdes no fluxo sanguineo e na capacidade de
transporte de oxigénio no sangue (Barbosa et al., 2010; Rodrigo E. Barreto & Volpato, 2011;
Rodrigo Egydio Barreto & Volpato, 2004, 2006; Carvalho & Fernandes, 2006; Fernandes
Junior et al., 2010; Ferreira & Matsubara, 1997; Mariano et al., 2009; Oba et al., 2009;
Vargas-Chacoff et al., 2014; Yarahmadi et al., 2016). A exposicdo prolongada a fatores
estressores causa redugdo no crescimento, na reproducdo, imunodepressdo, aumento &

susceptibilidade a patdgenos e, consequentemente, perdas por mortalidade e redugédo da

13



sustentabilidade econémica da criagéo de peixes de corte e ornamentais (Rodrigo E. Barreto
& Volpato, 2011, Pickering & Pottinger, 1989; Yarahmadi et al., 2016). Dentre esses efeitos,

a elevacao da glicose sanguinea é considerada um bom indicador das respostasede estress
(Silbergeld, 1974). Portanto, a reducéo da glicemi&enernetzindica que o Oleo de capim

liméo é eficaz na reducdo das respostas de estresse durante os procedimentos de anestesia
biometria. Porém, o efeito hipoglicemiante do 6leo de capim limao tem sido observado em
animais nao expostos a fatores estressores (Adeneye & Agbaje, 2007). Os referidos autores
especulam que esse efeito pode ser decorrente da estimulacdo da secrecdo de insulina ot
aumento da utilizacdo da glicose pelos tecidos periféricos.

Sao caracteristicas desejaveis de um anestésico promover anestesia em tempo menor
que 3 minutos em baixas concentragdes, recuperacdo em tempo menor que 5 minutos e
reduzir respostas de estresse (Javahery, Nekoubin, & Moradlu, 2012; Matthews & Varga,
2012; Zahl, Samuelsen, & Kiessling, 2012). Em funcdo do 6leo de capim limédo apresentar
tais caracteristicas recomendamos sua utilizagdo como anestésic@.péeanetzi na
concentracdo de 68,0 mg/L.

Durante exposicao curta (5 min.), o 6leo de capim limdo é segur@pé&eemetziem
concentracdes de até 75mg/L, pois promoveu 0s comportamentos caracteristicos da anestesia
profunda sem causar a morte dos peixes, sendo entdo, seguro para procedimentos.de manejo
Em concentracfes iguais ou acima de 100mg/L o 6leo de capim limdo ndo € seguro como
anestésico par@. ternetzi O citral, principal principio ativo do capim limdo mostrou efeitos
toxicos em fémeas de ratos (Gaworski, Vollmuth, York, Heck, & Aranyi, 1992) e pele
humana (Hayes & Markovic, 2003). Gaworski et al 1992 observaram que 68 ppm de citral,
administrado por inalagcdo do vapor, causou dificuldade de respirar, opacidade ocular,
secrecdo nasal, salivacao e reducdo do ganho de peso. Na pele humana, o citral causou perd:
da integridade e solubilizacdo do estrato cérneo, necrose e vacuolizacao celulaaidayes
Markovic 2003). Considerando os danos causados a um tecido queratinizado como a pele, nas
branquias o citral deve apresentar efeitos mais danosos em funcdo da sensibilidade desse
orgao ser maior e assim causar mortalidade dos peixes.

Durante exposi¢cdo prolongada (24h), o 6leo de capim limao foi considerado seguro
apenas na concentracdo de 5mg/L, pois nas concentra¢des iguais ou superioggt,a010m
Oleo de capim limdo causou a morte de todos os peixes. A causa da mortalidade dos peixes
provavelmente foi a depresséo cardiorrespiratéria, como observada por Barbas et al. (2017)

em tambaquiColossoma macropomunApesar de néo ter sido observada mortalidade dos
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peixes, os referidos autores relatam que a depressdo cardiorrespiratoria é reversivel e
dependente da dose e do tempo de exposi¢cdo. Assim, 0 maior tempo de exposi¢cao (24h) do
tetra negro ao 6leo de capim limdo explica a mortalidade dos peixes mesmo em baixas
concentracoes.

Durante exposicao prolongada (24h), o 6leo de capim liméo foi considerado seguro
apenas na concentracdo de 5mg/L. Porém, para que o capim limdo possa ser usado como
sedativo em transporte de peixes, € necessario a realizacdo de experimentos para avaliar
concentracées menores que 10mg/L. Os efeitos desejados de um sedativo no transporte de
peixes sdo a reducdo das respostas de estresse, do metabolismo, do consgmdade O
excrecdo de amonia, distirbios osméticos e hematoldgicos (Altun & Danabas, 2006; Bowker,
Trushenski, Glover, Carty, & Wandelear, 2015; Inoue, Santos Neto, & Moraes, 2003b;
Oliveira et al., 2009; Pramod et al., 2010). Assim, a utilizacdo de sedativos durante o
transporte de peixes pode contribuir para a manutencao da qualidade de agua, o que permite
sua realizacdo em maiores densidades de estocagem e/ou maior duracdo, com reducao dos
custos de transporte.

Devido a letalidade, associada a capacidade anestésica e redutora das respostas d
estresse, 0 6leo de capim limao pode ser utilizado para eutanasia de peixes na concentracao de
150 mg/L.
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CONCLUSOES

O O6leo de capim limdo é eficaz como anestésico f@manocorymbus ternetzi
Durante exposicéo por até 5 min é seguro em concentracdes menores ou iguais a 75mg/L. Sob
exposicdo prologada é seguro em concentracdes de até 5mg/L. Concentragliesda pa
150mg/L podem ser utilizadas para eutanésia de peixes.
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Anexo 1- Certificado de aprovacdo do comité @ica

% -KC ¥ UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
I COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DE PRODUCAO
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Vicosa, 23 de Mov. de 2017

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado *Extratos vegetais coma aditives na ayua de transporte de tetra
negro, ymaccorymbus termetz”, protocolo o* 05520017, sob a responsabilidede de Jener Alexandre Sampaio
fuanon - gque envolve a produgdo, mamtengio efou utilizacio de animais pertencentes ao filo chordatn, subfilo
vertebrata (exceto o homem), para fins de pesguisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acondo com os
preceitos da lei 0* 11,794, de 8 de outubro de 2008, do decreto 0® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo conselho nacional de comtrole da experimentsgio ammal {concea), ¢ for aprovado pela comissio de
&ticn no uso de animais de producio da wniversidade federnl de vigosa (cevap-ufv) em reunido de 17 de Nov., de
2017,

Fialidade: { X }Pesquisa { }Emsino

Vigéncia do Projeto; de 23 de Nov., de 2007 a 31 de Jan. de 2008

Especieflinhagem: Peive (Gymmocorymbuay termeizi) MN® de animais: K27

Peso: 5 g Idade: 3 meses Sexp: M—xu>~" COrigem: Setor de Fiscicoltura/UFY - CPFICNPI:
25944 455/0001-96

CERTIFICATE

We certify that the project entitled ™ begetol extracts ox additives in back fetra, Gymnocorymbus
fermerzi, transport water™, protocol n® 0552017, wnder the responstbility of Jener Alexandre Sampaio
Fuanon - which involves the production, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum chordata,
subphylum vertebrata (except man), for scientific research purposes (or education) - is in accondance with the law
n® 11.7%, of October &, 2008, Decree n®. 6899 of July 15, 20009, and the mies issued by the Bramlian Mational
Council for Animal Experimentation Control (CONCEA), and was approved by the Ethics Commission on the
use of farm apimals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFY) n its meeting on New, 17th, 20017,
Finality: { X jResearch { JEducation
Druration of the Project: from Now, 23th, 2007 to Jan, 31th, 2008,

Species ( strain: Fish (rpmaocorymbus fernetzi) N° of amimals: 827
Weight: 5 ¢ Age: 3 months Sex: MM Source: Setor de Piscicultura/UFY - CPECNEI:
25944 455000196
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Luciana Nu'l.'ajnsuRemé
Coordenadora da CEUAP/UFY
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