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“Podemos julgar o coracdo de um homem pela forma como ele trata os animais.”
(Immanuel Kant)



RESUMO

'[OTOLA, Pedro Segantini, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2024.
Oleos essenciais como redutores da excrecao de aménia em juvenis de
Cyprinus carpio como estratégia para manter a qualidade de agua. Orientador:
Jener Alexandre Sampaio Zuanon.

A aménia é um dos principais fatores causadores de perdas, tanto em ambientes de
cultivo, como durante o transporte de peixes, por causar danos em branquias,
figado, rins e sistema nervoso, estresse oxidativo, alteragdes comportamentais,
natagédo erratica, convulsées e morte. Portanto, é necessaria a busca por aditivos
gue reduzam a excregao de amoénia e contribuam para a manutengédo da qualidade
da agua. Deste modo, objetivamos avaliar a eficacia e seguranca dos 6leos de
cravo, Syzygium aromaticum, orégano, Origanum vulgare, e melaleuca, Melaleuca
alternifolia como redutores da excre¢cdo de ambnia em juvenis de Cyprinus carpio,
uma importante espécie ornamental comercializada no mundo todo. Foram
realizados trés experimentos independentes, em delineamento inteiramente
casualisado com cinco tratamentos e quatro repeticbes. Foram avaliadas as
concentracdes 0; 3,75; 7,5; 11,25 e 15 mg/L de éleo de cravo; 0; 1,25; 2,5; 3,75 e 5
mg/L de 6leo de orégano, e 0; 8,75; 17,5; 26,75 e 35 mg/L de 6leo de melaleuca. Os
peixes foram mantidos durante 24h em aquérios de vidro de 20 L dotados de
aeracao e temperatura controlada (24,5 + 0,46 °C), contendo 30 peixes/aquario nos
experimentos com os 6leos de orégano e melaleuca, e 20 peixes/aquario no
experimento com 6leo de cravo. Cada aquario foi considerado uma unidade
experimental. Foram avaliadas as seguintes variaveis: amdnia total (AT), ambnia ndo
ionizada (ANI), taxa de excrecao de aménia (TAN), oxigénio dissolvido e pH da
agua, bem como a glicose sanguinea dos peixes. Todas as concentra¢des dos éleos
avaliados causaram reducao de AT, ANl e TAN, contudo, as concentracées mais
baixas (3,75 mg/L de 6leo de cravo; 1,25 de 6leo de orégano e 8,75 de 6Oleo de
melaleuca) apresentaram melhor custo/beneficio por serem téao eficazes na redugao
da excrecdo de amolnia quanto as concentracdes mais altas, e serem menos
onerosas. As concentracdes mais altas de todos os 6leos avaliados (11,25 e 15,0
mg/L de 6leo de cravo; 2,5; 3,75 e 5,0 mg/L de éleo de orégano e 26,25 e 35,0 mg/L
de Oleo de melaleuca) causaram estresse nos peixes (aumento da glicemia) e,
portanto, ndo sao consideradas seguras. Dessa forma, considerando a eficacia na
reducado de excregcao de



amoénia, a seguranca e os custos do uso dos 6leos, as concentragdes recomendadas
para juvenis de C. carpio sao 3,75 mg/L de éleo de cravo; 1,25 de 6leo de orégano e
8,75 de 6leo de melaleuca.

Palavras-chave: nitrogénio amoniacal; extratos vegetais; peixes ornamentais;
sedacao;



ABSTRACT

TOTOLA, Pedro Segantini, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2024.
Essential oils as reducers of ammonia excretion in juvenile Cyprinus carpio as
a strategy to maintain water quality. Adviser: Jener Alexandre Sampaio Zuanon.

Ammonia is one of the main factors causing losses, both in culture environments and
during fish transportation, as it causes damage to the gills, liver, kidneys, and
nervous system, oxidative stress, behavioral changes, erratic swimming, convulsions,
and death. Therefore, it is necessary to search for additives that reduce ammonia
excretion and contribute to maintaining water quality. Thus, we aimed to evaluate the
efficacy and safety of clove, Syzygium aromaticum, oregano, Origanum vulgare, and
tea tree oils, Melaleuca alternifolia as reducers of ammonia excretion in juveniles of
Cyprinus carpio, an important ornamental species commercialized worldwide. Three
independent experiments were done in a completely randomized design with five
treatments and four replicates. The following concentrations were evaluated: 0; 3.75;
7.5; 11.25 and 15 mg/L of clove oil; 0; 1.25; 2.5; 3.75 and 5 mg/L of oregano oil, and
0; 8.75; 17.5; 26.75 and 35 mg/L of tea tree oil. Fish were kept for 24 h in 20 L glass
aquariums with aeration and controlled temperature (24.5 £ 0.46 °C), containing 30
fish/aquarium in the experiments with oregano and tea tree oils, and 20 fish/aquarium
in the experiment with clove oil. Each aquarium was considered an experimental unit.
The following variables were evaluated: total ammonia (TA), non-ionized ammonia
(NIA), ammonia excretion rate (TAN), dissolved oxygen and water pH, as well as
blood glucose of the fish. All concentrations of the oils evaluated caused a reduction
of AT, ANI, and TAN, however, the lowest concentrations (3.75 mg/L of clove oil;
1.25 of oregano oil, and 8.75 of tea tree oil) presented better cost/benefit because
they were as effective in reducing ammonia excretion as the higher concentrations,
and were less expensive. The highest concentrations of all the oils evaluated (11.25
and 15.0 mg/L of clove oil; 2.5, 3.75, and 5.0 mg/L of oregano oil and 26.25 and 35.0
mg/L of tea tree oil) caused stress in the fish (increased blood glucose) and,
therefore, are not considered safe. Thus, considering the effectiveness in reducing
ammonia excretion, the safety, and the costs of using the oils, the recommended
concentrations for juvenile C. carpio are 3.75 mg/L of clove oil; 1.25 mg/L of oregano
oil and 8.75 mg/L of tea tree oil.



Keywords: ammoniacal nitrogen; plant extracts; ornamental fish; sedation;
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Capitulo 1



INTRODUCAO GERAL

O setor de peixes ornamentais se destaca como um dos seguimentos mais importantes
da aquicultura mundial em func¢dao do grande numero de paises envolvidos na produgao e
comercializacdo, e grande diversidade de espécies que sustentam o aquarismo. A exportagao
mundial de peixes ornamentais de agua doce atingiu cerca de 251,4 milhdes de doélares em
2022, tendo como lider o Japao (U$ 48,6 milhdes), seguido de Singapura (U$ 35 milhdes) e
Indonésia (U$ 29,5 milhdes). No mesmo ano, o Brasil ocupou a 10° posigdo no ranking
mundial, com exportacdes que alcangaram cerca de U$ 6,65 milhdes (International Trade
Center, 2022). No Brasil, a produ¢do estd concentrada em centros produtivos, sendo a
microrregido de Muriaé na Zona da Mata Mineira o principal polo produtor (Pezzato & Scorvo
Filho, 2000). A populagao de peixes ornamentais no pais somou 21,3 milhdes de espécimes em
2021 e 22,2 milhdes em 2022, com crescimento acumulado de 4% neste periodo, demonstrando
o potencial do mercado em crescimento significativo mesmo em tempos de pandemia
(ABINPET, 2023). A industria de peixes ornamentais inclui mais de 120 paises produtores,
importadores e exportadores que engloba a comercializagdo de acessorios como: aquarios,
sistemas de filtragem, aquecedores, racdes e plantas aquéticas (Rezende & Fujimoto, 2021).

Durante a comercializag@o de peixes vivos, o transporte ¢ uma atividade essencial para
atender as demandas do mercado tanto de juvenis e reprodutores de peixes de corte como peixes
ornamentais. Porém, o transporte € os manejos associados como captura, classificagao,
adensamento, confinamento e alteragdes da qualidade da dgua, frequentemente desencadeiam
respostas de estresse nos peixes (Carneiro & Urbinatti, 2002; Gomes et al., 2003; Portz et al.,
2006; Harmon, 2009; Vanderzwalmen et al., 2019;). Esses fatores podem alterar a qualidade do
produto final, especialmente de peixes ornamentais, com alteracdes de caracteristicas
morfoldgicas importantes como coloragdo, integridade de escamas e nadadeiras, além de
alteragdes no estado fisiologico do animal, o que influencia sua capacidade de adaptagdo a um
novo ambiente, reduzindo a taxa de sobrevivéncia (Inoue; Neto; Moraes, 2004; Abele et al.,
2011). Os peixes podem ser transportados em sistemas abertos ou fechados utilizando diferentes
tecnologias e insumos. Sistemas abertos consistem em tanques dotados de oxigenagdo continua
em caminhdes para deslocamento em terra, enquanto sistemas fechados utilizam de duas
camadas de sacos plasticos, seladas, preenchidas com dgua e infladas com oxigénio, utilizado
tanto em transporte aéreo, como terrestre. Em geral, em transportes de longa duragdo utiliza-se

o sistema fechado (Lim et al. 2003; Pramod et al. 2010).



Sampaio & Freire (2016) classificam o transporte de curta duragio aquele realizado em
tempo menor que oito horas e de longa dura¢ao, em tempo maior que oito horas. Nos transportes
de curta duracao, o principal problema enfrentado pelos peixes ¢ a reducdo do pH da agua, que
ocorre em fungdo da excre¢do de ions H' pelas branquias e sua formagio pelo aumento da
excrecdo de gas carbonico (CO2). O gés carbonico reage com agua (H»0O) produzindo acido
carbdnico (H2COs), que se dissocia nos ions bicarbonato (HCOs3') e hidrogénio (H"), como

mostra a reagao reversivel (Randall et al., 2002):

CO; + H,O <> H,CO3 > H + HCO3”

Esta reagdo ocorre tanto no meio interno (fluido intersticial e plasma) como no meio
externo. O aumento na concentracdo de HCO3™ ndo causa alteracdes significativas no meio
interno, pois o plasma, em condigdes basais, apresenta altas concentragdes desse ion. A elevagdo
da concentra¢do de H' no meio interno pode causar diminui¢do do pH plasmatico e da afinidade
da hemoglobina pelo oxigénio (Baldisserotto, 2002), o que pode dificultar a captacdo de
oxigénio da dgua. Apesar dos peixes apresentarem capacidade de excretar o excesso de fons H"
pelas branquias, caso o pH da dgua atinja valores criticos, a excre¢ao desses ions ¢ a capacidade
de manutencdo do equilibrio acido-base pode ficar comprometida, e causar perdas por
mortalidade. O aumento da excrecdo de CO2, e consequente a reducdo do pH da agua, ¢
frequentemente causado pelo aumento do metabolismo como parte das respostas de estresse,
que também eleva a demanda por oxigénio. O aumento na ventilacdo branquial em resposta ao
aumento da necessidade de oxigénio ocasiona dificuldade de manuten¢do do equilibrio i6nico
e osmotico, uma vez que, em peixes de agua doce, durante a ventilagao branquial, observamos
uma tendéncia para perda de sais e acimulo de 4gua no meio interno (Baldisserotto & Becker,
2014). Sob estas condi¢des, hd maior demanda de energia relacionada aos processos de
restabelecimento da homeostase i6nica e osmotica (Baldisserotto, 2002).

No transporte de longa duragdo, o principal problema enfrentado pelos peixes € o
acimulo de amoénia ndo ionizada (NH3) na dgua (Sampaio & Freire, 2016) proveniente do
metabolismo de aminoacidos pelos peixes (Lim et al., 2001), sob a influéncia de fatores como
alimentagao/nutricdo, temperatura da dgua e a condigado fisioldgica do animal (Ip et al., 2001;
Lim et al., 2004) como a presencga de fatores estressores (Randall & Tsui, 2002). Em meio
aquoso, a amonia se encontra em duas formas: ndo-ionizada (NH3) e ionizada (NH4"), onde a
primeira ¢ a forma livremente difusivel pelas branquias dos peixes, e por isso, considerada mais

toxica (Evans et al., 2005; Randall, 2011, Ying et al. 2018). A amdnia total € representada pelo



somatorio de ambas as formas (NH3 + NH4"), que se encontram em equilibrio como

demonstrado pela equagdo (Ying et al., 2018):

NH4" + OH <> NH3*H>O <> NH3 + H"

O aumento no pH do meio desloca o equilibrio da reagdo para a formagao de NH3,
enquanto a redugdo no pH eleva a concentragdo de NH4". Portanto, em pHs mais elevados a
amonia se torna mais toxica para os peixes por ser a forma livremente difusivel entre sangue e
agua (Randall & Tsui, 2002). A temperatura e a salinidade da 4gua também influenciam as
proporgdes entre NH3 € NH4", porém, com efeitos menos pronunciados que do pH (Usepa,
1998; Randall & Tsui, 2002).

Em condig¢des de transporte, os peixes sao previamente submetidos a jejum para reducao
da quantidade de matéria organica na agua proveniente das fezes e reduzir o substrato
disponivel para a populagao de bactérias heterotroficas presentes no meio. Esse procedimento
pode causar dois efeitos: reduzir a formacdo de amonia por parte dessas bactérias; e aumentar
a excecao de amonia pelos peixes devido a degradacao de proteinas e aminoacidos no processo
de manutenc¢do da homeostase glicémica (Lim et al., 2001). Com o esgotamento das reservas
de glicogénio hepatico, os animais ativam o processo de gliconeogénese no figado, com
liberacao de glicose no sangue, que permite manter a glicemia. Para que os esqueletos de
carbono dos aminoacidos sejam utilizados como substrato da gliconeogénese, sdo necessarios
os processos de transamina¢do e desaminacdo de aminodcidos, com consequente aumento da
concentracdo de amonia no meio interno (Nelson, 2021). O acimulo de amoénia na agua de
transporte causa reducdo do gradiente de concentracdo de NH3 entre sangue e dgua, o que
dificulta a continuidade de sua excrecao (Xu et al., 2021). Apesar dos peixes apresentarem
outros mecanismos de excre¢do de amodnia, como a difusdo de NH3; dependente da secrecdo de
prétons e o contra transporte de NHs" com o Na* (Fig. 1), a elevagdo dos niveis de NH3 no

sangue causa diversos efeitos toxicos aos peixes (Evans et al., 2005).
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Figura 0-1: Mecanismos de excre¢do de amonia através das branquias de peixes teledsteos. AC
— célula acessoria; NHE — contra transportador; NKA — Na"/K" ATPase; V — bomba de protons;
I — difusdo de NHj3 pelas vias transcelular e paracelular; I — difusdo de NH3 dependente de
excregdo de protons; 111 — Transporte de NH4" através do contra transportador NHE e da Na™/K*
ATPase; IV — Difusdo de NH4" através de jungdes frouxas entre célula rica em mitocondria e
célula acessoria (apenas em teledsteos marinhos). Adaptado de Evans et al., 2005.

A elevagdo do teor de amonia no meio interno causa danos as branquias, dificuldade
para captagdo e transporte de oxigénio, hiperventilagdo, aumento no pH plasmatico, reducdo na
taxa metabolica, reducdo da capacidade imunoldgica, estresse oxidativo, danos no figado, rins
e sistema nervoso, convulsdes e morte por exaustao (Twitchen & Eddy, 1994; Xu et a., 2021).
Recentemente, os mecanismos toxicos da amonia sobre o sistema nervoso tém sido elucidados
(Ip & Chew, 2010; Xu et al., 2021). A amonia desencadeia a liberagdo de glutamato pelos
astrocitos por meio da indugdo da exocitose das vesiculas contendo o neurotransmissor. A
liberagdo excessiva de glutamato causa ativacdo de receptores NMDA nos neurdnios, o que
desencadeia a ativagdo de varias vias de sinalizagdo intracelular mediadas pelo calcio. Dentre
os efeitos da ativagao dessas vias, destacam-se o estresse oxidativo, disfun¢des mitocondriais e

morte celular (Roman & Gonzalez, 2024). Esse processo patologico, no qual células nervosas



sdo danificadas ou mortas por estimulagdo excessiva por neurotransmissores, ¢ conhecido como
excitotoxicidade (Beal, 1992).

Os peixes, assim como outros vertebrados apresentam mecanismos naturais que os
protegem da intoxicacdo do sistema nervoso central pela aménia, como a enzima glutamina
sintetase (GS) que, nos astrocitos, converte o glutamato liberado pelos neurénios em glutamina,
e assim, reduzindo os niveis de amonia no meio interno (Ip & Chew, 2010). Contudo, a sintese
excessiva de glutamina pode levar ao inchago de astrocitos e edema cerebral (Wee et al., 2007,
Gorg et al., 2010). Além disso, o NH4" causa despolarizagdo da membrana de neur6nios por
competir pelos ions K" nos canais de K* voltagem dependentes (Randall & Tsui, 2002). A
estimulacdo excessiva de neurdnios por meio de despolarizagdes desordenadas pode causar
perda de equilibrio, natagdo erratica, convulsdes e morte dos peixes (Ip et al., 2001).

Dentre as alternativas para evitar o aumento na concentracdo de amodnia na agua de
transporte de peixes, destacam-se os aditivos como probioticos (Gomes et al., 2008), sal comum
(Martins et al., 2024) e sedativos sintéticos e naturais (Hoseini, Mirghaed, & Yousefi, 2019).
Os sedativos sintéticos mais utilizados na aquacultura sao benzocaina, MS-222, metomidato,
sulfato de quinaldina e fenoxietanol (Martins et al., 2019). Porém, esses podem desencadear
respostas de estresse em peixes por apresentarem alta irritabilidade, sendo aversivos mesmo
quando utilizados em baixas concentracdes (Thomas & Robertson, 1991; Tort et al., 2002;
Wagner et al., 2002; Bolasina, 2006; Sladky, 2001). Os 6leos essenciais (OE) com propriedades
sedativas vém sendo utilizados como redutores do metabolismo, das respostas de estresse e
mantenedores da qualidade de dgua (Vanderzwalmen et al., 2019). Esses produtos ainda
apresentam outras propriedades benéficas aos peixes como atividade antioxidante,
antimicrobiana e imunoestimulante (Saccol et al., 2017; Costa, 2002; Da Cunha et al., 2010;
Fujimoto et al., 2018). Diversos estudos tém demostrado os beneficios do uso de dleos esséncias
durante o transporte de peixes de corte e ornamentais (Vanderzwalmen et al., 2019; Aydin &
Barbas, 2020), contudo, poucos avaliaram suas limitagdes de uso e possiveis efeitos colaterais.

Os sedativos sintéticos, apesar de sua eficicia na sedacdo de peixes, podem ndo ser
seguros para uso durante o transporte devido a efeitos deletérios como hiperatividade, secre¢cdo
excessiva de muco, irritagdo em branquias e danos em cérneas (Mirghaed, Ghelichpour &
Hoseini, 2016; Cunha et al., 2017; Teixeira et al., 2017). Dentre os sedativos naturais, como o0s
Oleos essenciais, com potencial para a redu¢ao da excrecao de amonia, destaca-se o cravo-da-
india, Sysigium aromaticum, o principal anestésico natural para peixes, amplamente utilizado
devido suas propriedades antimicrobiana, antioxidante, miorrelaxante e imuno estimulante

(Hajek, Klyszejko & Dziaman, 2006; Fujimoto et al., 2018; Abdelkhalek et al., 2020), além de



ser de baixo custo e de facil obtencdo (Mitjana et al., 2014). Contudo, apesar de muitos autores
considerarem o 6leo de cravo seguro para peixes, ele pode aumentar respostas de estresse (King
et al., 2005), causar danos em branquias, distirbios osmorregulatorios, estresse oxidativo (Afifi
et al., 2000; Sink & Neal, 2009; Velisek et al., 2011; Martins et al., 2024) e efeitos genotoxicos
(Bona et al., 2024). Portanto, ¢ necessario avaliar outros 6leos essenciais com propriedades
semelhantes que sejam eficazes na reducao da excrecao de amonia, seguros para os peixes, de
baixo custo e de facil obtencao. Becker et al. (2016) observaram que o 6leo de Lippia alba
reduziu o teor de amdnia total na agua de transporte de Rhamdia quelen, contudo o mesmo
também causou aumento nos niveis de cortisol plasmatico e na pressdo parcial de CO; e reduziu
as reservas de glicogénio hepatico e muscular. Brandao et al. (2022) observaram que o 6leo de
Mentha piperita reduziu a excre¢do de amodnia durante o transporte de Colossoma
macropomum, contudo Spanghero et al. (2019) observaram que o 6leo de M. piperita causou
lesdes em branquias em Rhamdia quelen. Fang et al. (2024) observaram que os Oleos de
Ocimum basilicum e Zingiber officinale reduziram o teor de amonia na agua, bem como as
respostas de estresse e estresse oxidativo no hibrido Epinephelus fuscoguttatus x Epinephelus
lanceolatus, submetido ao transporte. Contudo, os referidos autores também observaram
aumento nas enzimas lactato desidrogenase, alanina aminotransferase e aspartato
aminotransferase, o que pode indicar lesdes em 6rgaos. Os oleos de melaleuca, Melaleuca
alternifolia, e de orégano, Origanum vulgare, além de suas propriedades sedativa/anestésica,
antimicrobiana, antioxidante, imunoestimulante, analgésica e antinflamatdria (Borotova et al.,
2022; Nova et al., 2024; Moghrovyan et al., 2022; Dragan et a., 2022) apresentam boa
disponibilidade no mercado. Além disso, o 6leo de melaleuca nao apresenta efeito genotdxico
(Bona et al., 2024) e o dleo de orégano apresenta menor tempo de indugdo a anestesia (Gabriel
et a., 2022) e menor efeito estressor quando comparado ao 6leo de cravo (Bodur et al., 2018b).
Portanto, sdo necessarios estudos para avaliar a eficicia do uso de dleos essenciais como
redutores da excrecao de amonia durante o transporte de peixes, que sejam seguros do ponto de

vista do bem estar animal.
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Oleos essenciais como redutores da excre¢ao de amoénia em juvenis de Cyprinus carpio

RESUMO

A amdnia ¢ um dos principais fatores causadores de perdas, tanto em ambientes de cultivo,
como durante o transporte de peixes, por causar danos em branquias, figado, rins e sistema
nervoso, natagdo erratica, convulsdes e morte. Portanto, € necessaria a busca por aditivos que
reduzam a excre¢do de amonia e contribuam para a manutengdo da qualidade da 4dgua. Deste
modo, objetivamos avaliar a eficdcia e seguranca dos Oleos de cravo, Syzygium aromaticum,
orégano, Origanum vulgare, ¢ melaleuca, Melaleuca alternifolia como redutores da excre¢ao
de amodnia em juvenis de Cyprinus carpio. Foram realizados trés experimentos independentes,
em delineamento inteiramente casualisado com cinco tratamentos € quatro repeti¢des. Foram
avaliadas as concentracdes 0; 3,75; 7,5; 11,25 e 15 mg/L de 6leo de cravo; 0; 1,25; 2,5; 3,75 ¢
5 mg/L de 6leo de orégano, ¢ 0; 8,75; 17,5; 26,75 e 35 mg/L de 6leo de melaleuca. Os peixes
foram mantidos durante 24h em aquarios de vidro de 20 L dotados de aeracao e temperatura
controlada (24,5 + 0,46 °C), contendo 30 peixes/aquario nos experimentos com os Oleos de
orégano e melaleuca, e 20 peixes/aquario no experimento com 6leo de cravo. Cada aquario foi
considerado uma unidade experimental. Foram avaliadas as seguintes variaveis: amonia total
(AT), amonia nao ionizada (ANI), taxa de excrecdo de amodnia (TAN), oxigénio dissolvido e
pH da agua, bem como a glicose sanguinea dos peixes. Todas as concentragcdes dos oleos
avaliados causaram reducao de AT, ANI e TAN, contudo, as concentra¢des mais baixas (3,75
mg/L de 6leo de cravo; 1,25 de 6leo de orégano e 8,75 de oleo de melaleuca) apresentaram
melhor custo/beneficio por serem tdo eficazes na redugdo da excrecdo de amodnia quanto as
concentracOes mais altas, e serem menos onerosas. As concentragdes mais altas de todos os
Oleos avaliados (11,25 e 15,0 mg/L de o6leo de cravo; 2,5; 3,75 ¢ 5,0 mg/L de 6leo de orégano e
26,25 e 35,0 mg/L de 6leo de melaleuca) causaram estresse nos peixes (aumento da glicemia)
e, portanto, ndo sdo consideradas seguras. Assim, as concentracdes maximas possiveis a serem
utilizadas para juvenis de carpa sdo 7,5 mg/L de 6leo de cravo; 1,25 mg/L de 6leo de orégano e
17,5 mg/L de 6leo de melaleuca. Contudo, considerando a eficacia na redugao de excrecdo de
amonia e os custos do uso dos 6leos, as concentragdes recomendadas para juvenis de C. carpio
sd0 3,75 mg/L de o6leo de cravo; 1,25 de dleo de orégano e 8,75 de dleo de melaleuca.

Palavras-chave: Nitrogénio amoniacal. Extratos vegetais. Peixes ornamentais. Sedacao.
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1. Introducio

A manutencdo da qualidade de agua é fundamental para fornecer condi¢des adequadas
a manutenc¢ao, crescimento, desenvolvimento e reprodugdo de peixes por ser o meio onde os
esses obtém o oxigénio e ions, bem como onde eliminam excretas toxicas e regulam o pH
interno através das branquias (Evans et al., 2005). A respiracdo e a eliminacdo de urina e fezes
causam deterioracdo da qualidade da 4gua como redugdo no teor de oxigénio dissolvido,
alteragdes de pH e acimulo de amdnia, que podem comprometer a saide dos peixes. Dentre as
variaveis de qualidade de dgua, a amonia ¢ um dos principais fatores causadores de perdas,

tanto em ambientes de cultivo, como durante o transporte (Ip & Chew, 2010).

A amonia apresenta-se de duas formas: ionizada (NH4") e ndo ionizada (NH3), que se
encontram em equilibrio (NH3 + H" <> NH4"), influenciado pelo pH e temperatura do meio
(Baldisserotto, 2014). A amdnia ndo ionizada ¢ considerada mais toxica do que o ion amdnio
por ser livremente difusivel pelas membranas biologicas. A excrecdo de amoénia se da
principalmente na forma de NH3, de forma passiva a favor de seu gradiente de concentracao,
entre o sangue nas branquias e a agua (Boyd, 1996; Bombardeli et al. 2003). Porém, com o
aumento de amodnia na dgua, a sua excrecao fica reduzida, acumulando no meio interno dos
peixes e causando intoxicac¢do (Xu et al., 2021). Os mecanismos pelos quais a amonia ¢é toxica
para peixes ainda ndo sdo completamente conhecidos. O principal efeito se d4 no sistema
nervoso central que leva a natagdo erratica, convulsdes e morte. Altos niveis de amonia podem
levar a despolarizagdo da membrana de células do sistema nervoso devido a entrada de NH4"
por canais de potéassio (Randall & Tsui, 2002). Além disso, a liberagdo de glutamato pelos
astrocitos pode causar hiperativacdo de receptores NMDA e a ativacdo de diversas vias de
sinalizacdo intracelular que causam estresse oxidativo, disfungdes mitocondriais e morte celular
(Roman & Gonzélez, 2024). O excesso de amdnia também pode comprometer a sintese de ATP,
causar danos em branquias, figado e rins e diminuicao na atividade do sistema imune (Xu et al.,
2021). Portanto, ¢ necessaria a procura por aditivos que possam reduzir a excre¢do de amonia
na agua, uma vez que esta € o principal fator causador de perdas durante o transporte de longa
duracdo (Sampaio & Freire, 2016).

Alguns oleos essenciais com atividade anestésica/sedativa tém sido avaliados como
aditivos na agua de transporte de diversas espécies de peixes, pois podem reduzir a taxa
metabolica e, consequentemente, reduzir a excre¢ao de amodnia. Dentre os 6leos essenciais com
essas caracteristicas destaca-se o cravo-da-india, Sysigium aromaticum, o principal anestésico

natural para peixes, utilizado devido suas propriedades antimicrobiana, antioxidante,
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miorrelaxante e imuno estimulante (Hajek, Klyszejko & Dziaman, 2006; Fujimoto et al., 2018;
Abdelkhalek et al., 2020), além de ser de baixo custo e de facil obtencao (Mitjana et al., 2014).
Contudo, apesar de muitos autores considerarem o 6leo de cravo seguro para peixes, ele pode
aumentar respostas de estresse (King et al., 2005), causar danos em branquias, distarbios
osmorregulatdrios, estresse oxidativo (Afifi et al., 2000; Sink & Neal, 2009; Velisek et al., 2011)
e efeitos genotodxicos (Bona et al., 2024). Portanto, ¢ necessario avaliar outros 6leos essenciais
com propriedades semelhantes que sejam eficazes na redugdo da excrecao de amonia, e seguros
para os peixes. Os oleos de melaleuca, Melaleuca alternifolia, e de orégano, Origanum vulgare,
além de suas propriedades sedativa/anestésica, antimicrobiana, antioxidante,
imunoestimulante, analgésica e antinflamatéria (Borotova et al., 2022; Nova et al., 2024;
Moghrovyan et al., 2022; Dragan et a., 2022) apresentam boa disponibilidade no mercado.
Além disso, o 6leo de melaleuca ndo apresenta efeito genotoxico (Bona et al., 2024) e o dleo
de orégano apresenta menor tempo de indugdo a anestesia (Gabriel et a., 2022) e menor efeito
estressor quando comparado ao 6leo de cravo (Bodur et al., 2018b). Deste modo, objetivamos
avaliar a eficicia e seguranca dos 6leos de cravo, orégano e melaleuca como redutores da
excrecdo de amonia em juvenis de Cyprinus carpio, uma importante espécie ornamental,

comercializada no mundo todo (Ariel, 2005; Duan et al., 2009; Singh & Lakra, 2011).
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2. Material e Métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais de Produgio da
Universidade Federal de Vigosa (CEUAP/UFV), protocolo n°® 054/2016 (Anexo I).

Foram realizados trés experimentos no Laboratdrio de Fisiologia Aplicada a Piscicultura
(LAFAP) do Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Vigosa para avaliar
a eficécia e seguranca dos 6leos de cravo, Sysigium aromaticum, orégano, Origanum vulgare e
melaleuca, Melaleuca alternifolia, para juvenis de Cyprinus carpio.

Os peixes foram obtidos de uma piscicultura ornamental localizada no municipio de
Laje do Muriaé, Minas Gerais (Piscicultura Sol Nascente®) e mantidos em aquarios de 500 L
dotados de filtro bioldgico, aeragdo e aquecedores com termostato (25 + 0,5 °C) e fotoperiodo
de 12/12h. Os peixes foram alimentados com uma ragdo comercial (GuabiTech Inicial
Alevinos®) com 45 % de proteina bruta (PB), trés vezes ao dia (8 h, 12 h e 16 h). Antes da
realizacdo de cada experimento, os peixes foram submetidos a jejum de 12 h (Reis, 2015). O
jejum, como preparacao para o transporte, ¢ essencial para reduzir a presenca de fezes na dgua
e, assim, diminuir a quantidade de so6lidos suspensos disponiveis como substrato para os
microrganismos se desenvolverem e comprometerem a qualidade da dgua, como reducao do
pH e aumento de amonia, bem como causar danos fisicos nas branquias (Harmon, 2009).

Nos trés experimentos foram utilizados delineamento inteiramente casualisado com 5
tratamentos (diferentes concentragdes de 6leos essenciais) € quatro repeticdes, sendo cada
aquario considerado uma unidade experimental. Para o 6leo de cravo foram avaliadas as
concentracoes 0; 3,75; 7,5; 11,25 e 15 mg L, para o orégano 0; 1,25; 2,5; 3,75 ¢ 5 mg L' e
para melaleuca 0; 8,75; 17,5; 26,25 e 35 mg L. As concentragdes maximas toleradas por
juvenis de C. carpio foram estabelecidas em ensaios prévios com base na sobrevivéncia dos
peixes durante exposi¢ao por 24h.

Juvenis de C. carpio (1,23 £0,1 g) foram mantidos em aquarios de vidro de 20 L dotados
de aeracdo e termostatos para manutencao da temperatura a 24,5 + 0,46 °C. Nos experimentos
com os Oleos de orégano e melaleuca foram utilizados 30 peixes/aquario, enquanto no
experimento do 6leo de cravo foram utilizados 20 peixes/aquario. Como os 6leos essenciais
apresentam baixa solubilidade em 4gua foi preparada uma solucdo estoque de cada 6leo diluido
em alcool etilico absoluto (solugdo estoque 10%). Para se obter as concentragdes de cada dleo

a serem avaliadas, diferentes quantidades da solucao estoque foram diluidas na dgua do aquario.
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2.1.Qualidade de agua

Foram mensurados na agua a temperatura e o oxigénio dissolvido, por meio de oximetro
digital INSTRUTHERM® MO-920), e o pH, por meio de pHmetro digital (MS TECNOPON®
TEC-7p). A amonia total foi mensurada na agua filtrada (filtro de 14 um), cinco vezes ao dia,
durante 24 horas por meio de medidor digital (HANNA® Instruments - HI706 medium)
utilizando reativo de Nessler, onde uma massa de 12,13 g de tiocianato de mercurio (II) foi
dispersa em 100 ml de agua. Sobre a dispersdo, sob agitacdo magnética, foi adicionado 27,1 g
de iodeto de potassio e 20 ml de hidréxido de sddio 9 mol/L (ou 7,2 g de hidréxido de sdédio).
A solucao foi armazenada em frasco de vidro. A amodnia nao ionizada foi calculada com base

na formula:

amonia total

[1 +10 {(0’0902 —pH) + (273,3 + fgrflgeratura)}]

Amonia nio ionizada =

2.2.Seguranca do uso de oleos essenciais

Para avaliar a seguranca dos 6leos essenciais para juvenis de C. carpio, ao final de 24h
de exposicao aos 6leos essenciais foram avaliadas a sobrevivéncia e a glicemia sanguinea como
resposta de estresse. A cada 6h foi observada a mortalidade dos peixes para o calculo da taxa
de sobrevivéncia. Para avaliar as respostas de estresse foi mensurada a glicose sanguinea de 5
peixes antes do experimento e de 3 peixes/aquario ao final das 24 horas de cada experimento.
O sangue foi coletado por meio de um corte no pedunculo caudal com tesoura cirirgica e
depositado diretamente em tiras reagentes do aparelho monitor digital para leitura de glicose
(On-Call® Plus II). Os peixes foram eutanasiados por atordoamento seguido de sec¢do medular,
por meio da utilizagdo de tesoura cirirgica, de acordo com o item 9.7.3 da resolugdo do

CONCEA (2018).

2.3.Analise estatistica

A avaliacao da excrecdo de amonia pelos peixes em fun¢do do tempo foi realizada por
meio de andlise de variancia e regressao polinomial ao nivel de 5 % de probabilidade utilizando
o software R® 3.6.1 (pacote ExpDes.pt) de forma independente para cada 6leo essencial
avaliado. A comparacao dos betas 1 das expressdes matematicas que mostram os efeitos de cada

0leo essencial sobre amdnia total e amonia ndo ionizada, foi realizada por meio do teste Tukey.
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A avaliagdo dos efeitos de cada oleo essencial sobre a amonia total ¢ ndo ionizada na
agua, taxa de excecdo de amonia, oxigénio dissolvido, pH da dgua e glicose sanguinea foi
realizada por meio de anélise de variancia e regressao polinomial ou modelo descontinuo (LRP)
ao nivel de 5 % de probabilidade utilizando o software R® 3.6.1 (pacote ExpDes.pt). Para a
compara¢do das médias dos tratamentos com diferentes concentragdes de cada o6leo foi
realizado o teste Tukey. Para verificar o pressuposto de normalidade dos erros foi aplicado o
teste de Shapiro-Wilk e para verificar a homogeneidade das variancias, o teste Bartlett. Para
escolha do modelo de regressao foi considerado o nivel de significancia dos coeficientes de
regressdo, o comportamento das varidveis em estudo e a magnitude dos coeficientes de

determinagao.

3. Resultados

3.1.0leo essencial de cravo

Houve efeito linear crescente do tempo (p<0,05) sobre o teor de amonia total (AT) e
amonia ndo ionizada (ANI) na agua para todas as concentragdes de 6leo de cravo avaliadas. A
comparacdo dos coeficientes de regressdo das expressdes matemadticas da AT em fungdo do
tempo mostrou que as concentragdes de 3,75; 7,5 e 11,25 mg/L de 6leo de cravo diferiram do
controle (p<0,05), porém ndo diferiram entre si. A concentracdo de 15 mg/L de 6leo de cravo
ndo diferiu dos demais tratamentos (p>0,05). Para ANI, os coeficientes de regressao dos
tratamentos 3,75; 7,5; 11,25 e 15 mg/L de 6leo de cravo diferiram do controle (p<0,05), mas

ndo diferiram entre si (Figs. 2 e 3).
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Figura 2. Amonia total (AT) na 4gua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a diferentes
concentragdes 6leo de cravo durante 24h. p = 0,000062. « ATy = 0.036150 + 0.017592x; R? =
0,73; 0 AT375=0.053750 + 0.011675x; R?> = 0,74; A AT75=0.013800 +0.010717x; R?>=0,80;
¢ AT1125 = 0.01685 + 0.01038x; R*=0,82; x AT15= 0.0044500 + 0.0132375x; R?>= 0,92.
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Figura 3. Amoénia ndo ionizada (ANI) na 4dgua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a

diferentes concentragdes 6leo de cravo durante 24h. p = 0,000131. ®* ANIp = 0,000755 +
0,0004075x; R* = 0,72; 0 ANIz75 = 0,00107 + 0,0002158x; R* = 0,78; a ANI7;s= 0,00028 +
0,0001988x; R?=0,73; ¢ ANI;1 25 = 0,00033 + 0,0001883x; R? = 0,82; x ANI;5=10.0132375 +
0.0132375x; R?=0,75.
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Para AT e ANI houve efeito quadratico do dleo de cravo (p<0,05), com valores
estimados que minimizam os teores de AT e ANI na dgua de 10,24 ¢ 11,13 mg/L de 6leo de
cravo, respectivamente (Figs. 4 ¢ 5). Com relacao ao teste Tukey, todas as concentragdes de
0leo de cravo apresentaram valores menores (p<0,05) de AT e ANI do que o controle, mas nao

diferiram entre si. A temperatura média da agua foi de 24,54 + 0,17 °C.

0,7
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Figura 4. Amonia total (AT) na agua de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a diferentes
concentragdes de 6leo de cravo na dgua, durante 24h. AT = 0,492757 — 0,041584x + 0,002031x>
com R? = 0,68. p = 0,00103. Min = 10,24 mg/L o6leo de cravo. Letras maiusculas diferentes
representam diferengas entre médias pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Figura 5. Amoénia ndo ionizada (ANI) na 4gua de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a
diferentes concentragdes de 6leo de cravo na dgua, durante 24h. ANI = 0,01126 — 0,001184x +
0,00005321x2 com R2=0,75. p=0,0000704. Min = 11,13 mg/L 6leo de cravo. Diferentes letras
maiusculas representam diferencas entre médias pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade.
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Para a taxa de excre¢do de amonia (TAN) observamos o melhor ajuste para o modelo
descontinuo (LRP) do 6leo de cravo (p<0,05) com valor estimado do platd que minimiza a
excre¢ao de amonia de 3,77 mg/L. Pelo teste Tukey as concentragdes 3,75; 7,5 e 11,25 foram
menores do que o controle, mas ndo diferiram entre si. A concentragdo de 15 mg/L nao diferiu

do controle e das demais concentracdes de 6leo de cravo (Fig. 6).
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Figura 6. Taxa de excrecdo de amodnia (TAN) de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a
diferentes concentragdes de 6leo de cravo na dgua durante 24h. TAN = 0,00825 — 0,00076x;
platd = 3,77 mg/L; R? = 0,55. Diferentes letras representam diferenca significativa pelo teste
Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. p = 0,00521.

Nao houve efeito significativo (p>0,05) do 6leo de cravo sobre o pH e oxigénio

dissolvido na agua (Figs. 7 e 8).
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Figura 7. pH na 4dgua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a diferentes concentragdes oleo
de cravo durante 24h. Letras maitsculas diferentes representam diferengas entre médias pelo
teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. p = 0,0624.
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Figura 8. Oxigénio dissolvido na agua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a diferentes
concentragdes 6leo de cravo durante 24h. Letras maitsculas diferentes representam diferengas
entre médias pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. p = 0,261.

Nao houve efeito significativo (p>0,05) do o6leo de cravo sobre a sobrevivéncia de

juvenis de carpas (Fig. 9).
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Figure 9. Sobrevivéncia de juvenis de C. carpio apds exposicao a diferentes concentragdes de
6leo de cravo por 24h.

Os valores de glicose sanguinea ndo apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade
da variancia pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Contudo, apds a
conversao dos dados em log, observamos distribui¢gdo normal ¢ homogeneidade da variancia.
Sendo assim, observamos efeito significativo (p<0,05) dos tratamentos sobre o teor de glicose

sanguinea. O teor de glicose dos tratamentos 3,75 e 7,5 mg/L de 6leo de cravo ndo diferiram
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(p>0,05) dos valores observados antes do inicio do experimento, bem como ndo diferiram entre
si. Os tratamentos com 11,25 e 15 mg/L de 6leo de cravo diferiram do tratamento antes do
experimento, porém, nao diferiram entre si. Com relacao ao tratamento controle, sem o6leo de
cravo, houve diferenga significativa (p<0,05) para os tratamentos com 7,5; 11,25 e 15 mg/L de
6leo de cravo. O tratamento com 3,75 mg/L de 6leo de cravo diferiu (p<0,05) dos tratamentos
11,25 e 15 mg/L de 6leo de cravo. J4, o tratamento com 7,5 mg/L diferiu do 11,25, mas ndo

diferiu do 3,75 e do 15 mg/L de 6leo de cravo (Fig. 10).
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Figura 10. Glicose sanguinea de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a diferentes
concentragdes de Oleo de cravo durante 24h. Diferentes letras representam diferencga
significativa pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. p = 0,0000721. Letras
maitsculas diferentes representam diferencas entre médias pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade.

3.2.0leo essencial de orégano

Houve efeito linear crescente do tempo (p<0,05) sobre o teor de AT e amonia ANI na
agua para todas as concentragdes de 6leo de orégano avaliadas. A comparagdo dos coeficientes
de regressao das expressoes matematicas que mostram as relagdes entre o tempo e a AT e a ANI
mostraram que as concentragdes 1,25; 2.5; 3,75 e 5 mg/L de 6leo de orégano diferiram do

controle (p<0,05), porém nao diferiram entre si (Figs. 11 e 12).
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Figura 11. Amonia total (AT) na dgua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a diferentes
concentragdes Oleo de orégano durante 24h. p = 0,00000000623. « ATO = 0.052200 +
0.029042x; R? = 0,91; o0 AT1,25 = 0.097850 + 0.015950x; R? = 0,66; A AT2,5 = 0.062500 +
0.022204x; R? = 0,89; ¢ AT3,75 = 0.09355 + 0.01852x; R? = 0,87; x ATS = 0.129300 +
0.018650x; R? =0,87.
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Figura 12. Amonia ndo ionizada (ANI) na 4gua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a
diferentes concentracdes Oleo de orégano durante 24h. p = 0,00000222. ATy = -0,000496 +
0,0008032x; R? = 0,85; 0 AT 25 = 0,0007765 + 0,0003703x; R*> = 0,70; A AT, 5= 0,000606 +
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0,0004262x; R? = 0,88; ¢ AT375 = 0,001224 + 0,000346x; R? = 0,86; x ATs = 0,001739 +
0,0003335x; R*=0,88.

Para AT houve efeito quadratico do d6leo de orégano (p<0,05), com valores estimados

que minimizam os teores de AT na 4gua de 3,16 mg/L. (Fig. 13). Ja para ANI, observamos o

melhor ajuste (p<0,05) para o modelo descontinuo (LRP) com valor estimado que minimiza a

ANI de 1,32 mg/L de 6leo de orégano (Fig. 14). A temperatura média da agua foi de 23,85 +

0,21 °C. Pelo teste Tukey todas as concentracdes de 6leo de orégano foram menores do que o
controle, mas nao diferiram entre si.
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Figura 13. Amonia total (AT) na agua de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a diferentes
concentragdes de Oleo de orégano na dgua, durante 24h. AT = 0,706471 - 0,117214x +
0,018551x2; R? = 0,34. p = 0,00548. Valor estimado que minimiza a AT =3,16 mg/L dleo de
orégano. Diferentes letras maiusculas representam diferencas entre médias pelo teste Tukey ao
nivel de 5 % de probabilidade.
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Figura 14. Amoénia ndo ionizada (ANI) na agua de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a
diferentes concentracdes de 6leo de orégano na agua, durante 24h. ANI = 0,01995 — 0,00734x;
platd = 1,32 mg/L de dleo de orégano; R? = 0,76. Diferentes letras representam diferenca
significativa pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. p = 0,000117.

Para a taxa de excre¢ao de amonia (TAN) observamos efeito linear decrescente do oleo
de orégano (P<0,05). A compara¢do das médias pelo teste Tukey mostrou que as concentragdes
de 1,25 e 5 mg/L de 6leo de orégano foram menores do que o controle (p<0,05), porém nao
diferiram entre si. As concentracoes de 2,5 e 3,75 mg/L de 6leo de orégano nao diferiram do

controle, nem dos tratamentos 1,25 e 5 mg/L de 6leo de orégano (p>0,05) (Fig. 15).
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Figura 15. Taxa de excre¢do de amodnia (TAN) de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a
diferentes concentracdes de oOleo de orégano na dgua durante 24h. TAN = 0,017225 -
0,001062x; R? = 0,23. Diferentes letras maiusculas representam diferencas entre médias pelo
teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. p = 0,0138.
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Nao houve efeito significativo (p>0,05) do élo de orégano sobre a sobrevivéncia de

juvenis de carpas com valores de 100 % para todos os tratamentos (Fig. 16).
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Figure 16. Sobrevivéncia de juvenis de C. carpio apos exposi¢ao a diferentes concentragdes de
6leo de orégano por 24h.

Observamos efeito significativo (p<0,05) do 6leo de orégano sobre o teor de glicose
sanguinea. O teor de glicose dos tratamentos com 0 e 1,25 mg/L de dleo de orégano ndo
diferiram (p>0,05) dos valores observados antes do inicio do experimento. Ja os tratamentos
com 2,5; 3,75 ¢ 5 mg/L de 6leo de orégano foram maiores do que a glicemia antes do
experimento. Além disso, o tratamento com 1,25 mg/L de 6leo de orégano ndo diferiu do
controle (sem 6leo de orégano), enquanto os tratamentos com 3,75 e 5 mg/L de 6leo de orégano
foram significativamente maiores (p<0,05) do que o controle. O tratamento com 3,75 mg/L de
0leo de orégano foi maior (p<0,05) do que o tratamento de 1,25 mg/L de 6leo de orégano. Ja o
tratamento com 5 mg/L foi maior do que 0; 1,25 e 2,5 mg/L de 6leo, mas ndo diferiu do 3,75

mg/L de 6leo de orégano (Fig. 17).
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Figura 17. Glicose sanguinea de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a diferentes
concentragdes de 6leo de durante 24h. Diferentes letras representam diferenga significativa pelo
teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. Diferentes letras maiusculas representam
diferengas entre médias pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. p = 0,0000000112.

Houve efeito linear decrescente do dleo de orégano (p<0,05) sobre o pH da agua (Fig
18). A comparacao entre as médias pelo teste Tukey mostrou que o pH da dgua de todos os
tratamentos contendo 6leo de orégano foram inferiores (p<0,05) do controle. O tratamento de
1,25 mg/L de 6leo de orégano foi maior (p<0,05) do que o com 5 mg/L de 6leo de orégano, mas
nao diferiu (p>0,05) dos tratamentos com 2,5 e 3,75 mg/L de 6leo de orégano. Os tratamentos

2,5 e 3,75 ndo diferiram (p>0,05) entre si.
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Figura 18. pH na 4gua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a diferentes concentragdes
6leo de orégano durante 24h. pH = 7,687 — 0,0384x; R? = 0,69. Diferentes letras maitsculas
representam diferencas entre médias pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. p =
0,0000541.
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Observamos efeito quadratico do 6leo de orégano (p<0,05) sobre o oxigénio dissolvido
na agua (Fig. 19). A comparagdo das médias pelo teste Tukey mostrou que os valores de
oxigénio dissolvido na 4agua nos tratamentos de 2,5 e 3,75 mg/L de 6leo de orégano foram
menores do que o controle (p<0,05), mas nao diferem entre si. Os tratamentos com 1,25 ¢ 5
mg/L de 6leo de orégano nao diferiram (p>0,05) do controle e entre si.
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Figura 19. Oxigénio dissolvido (O2) na agua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a
diferentes concentracdes 6leo de orégano durante 24h. O, =4,11643 — 0,41229x + 0,06286x2;
R? = 0,61. Diferentes letras maitisculas representam diferencas entre médias pelo teste Tukey
ao nivel de 5 % de probabilidade. p = 0,00229.

3.3.0leo de melaleuca

Houve efeito linear crescente do tempo (p<0,05) sobre o teor de amdnia total (AT) e
amonia nao ionizada (ANI) na 4gua para todas as concentracdes de 6leo de melaleuca avaliadas
(Figs. 18 € 19). A comparacao dos coeficientes de regressao das expressoes matematicas da AT
em funcao do tempo mostrou que todas as concentragdes de 6leo de melaleuca foram menores
do que o controle (p<0,05). Os tratamentos 8,75; 17,0 e 35,0 ndo diferiram entre si (p>0,05),
bem como os tratamentos 8,75; 26,25 e 35,0 ndo diferiram entre si (P>0,05). J& o tratamento

26,25 foi maior (p<0,05) que o 17,5 de 6leo de melaleuca (Fig. 20).
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Figura 20. Amonia total (AT) na 4gua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a diferentes
concentragdes 6leo de melaleuca durante 24h. p = 0,0000393. « AT0O = 0.105260 + 0.044542x;
R2=0,94; 0 AT8,75 = 0.114625 + 0.009412x; R? = 0,47; A AT17,5 = 0.084485 + 0.012455Xx;

R?=0,50; ¢ AT26,25=0.152115 +0.004910x; R* = 0,30; x AT35 = 0.126570 + 0.008941x; R?
=0,71.

A comparacdo dos coeficientes de regressdo das expressdes matematicas da ANI em
fun¢do do tempo mostrou que todas as concentragdes de 6leo de melaleuca foram menores do
que o controle (p<0,05). Os tratamentos 8,75; 17,0 e 35,0 mg/L ndo diferiram entre si (p>0,05),
bem como os tratamentos 8,75; 26,25 e 35,0 mg/L ndo diferiram entre si (p>0,05). J4 o

tratamento 26,25 foi maior (p<0,05) que o 17,5 mg/L de 6leo de melaleuca (Fig. 21).
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Figura 21. Amonia ndo ionizada (ANI) na agua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a
diferentes concentracdes 6leo de melaleuca durante 24h. « ATO = 0,001828 + 0,0008671x; R? =
0,84. p = 0,00000246.

Para AT, houve efeito quadratico do 6leo de melaleuca (p<0,05), com valor estimado
que minimiza o teor de AT na 4gua de 23,45 mg/L de 6leo de melaleuca. A comparacdo das
médias de AT pelo teste Tukey mostrou que todas as concentracdes de oleo de melaleuca
apresentaram valores de AT menores do que o controle (p<0,05), porém, ndo diferiram entre si

(Fig. 22).
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Figura 22. Amonia total (AT) na agua de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a diferentes
concentragdes de oleo de melaleuca na agua, durante 24h. AT = 1,0554986 — 0,0694148x +
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0,0014802x2; R? = 0,77. Valor estimado que minimiza a AT =23,45 mg/L 6leo de melaleuca.
Diferentes letras maitsculas representam diferengas entre médias pelo teste Tukey ao nivel de
5 % de probabilidade. p = 0,00000136.

Para ANI, o melhor ajuste foi observado para o modelo descontinuo (LRP), com valor
do plato igual a 8,82 mg/L de oleo de melaleuca (Fig. 23). Pelo teste Tukey todas as
concentragdes de 0leo de melaleuca foram menores do que o controle, mas nao diferiram entre

si.
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Figura 23. NHj3 da 4agua de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a diferentes concentragdes de
6leo de melaleuca na agua durante 24h. NH3 = 0,023575 — 0,0022771x; platd = 8,82 mg/L; R?
= 0,84. Diferentes letras representam diferenca significativa pelo teste Tukey ao nivel de 5 %
de probabilidade. p = 0,0000046.

Para a taxa de excre¢do de amonia (TAN) foi observado o melhor ajuste (p<0,05) para
o modelo descontinuo (LRP), com valor estimado do platd igual a 8,98 mg/L de 6leo de
melaleuca. Pelo teste Tukey todas as concentracdes de 6leo de melaleuca foram menores do

que o controle, mas ndo diferiram entre si (Fig. 24).
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Figura 24. Taxa de excrecdo de amodnia (TAN) de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a
diferentes concentracdes de oleo de melaleuca na agua durante 24h. TAN = 0,035025-
0,0029771x; platd = 8,98 mg/L; R* = 0,86. Diferentes letras representam diferenca significativa
pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. p = 0,00000143.

Nao houve efeito significativo (p>0,05) do ¢lo de melaleuca sobre a sobrevivéncia de
juvenis de carpas com valores médios (+ desvio padrao) de 100 + 0,0; 100 + 0,0; 98,33 + 3,33;
100 £ 0,0 € 90,83 & 18,33 % respectivamente para os tratamentos 0; 8,75; 17,5; 26,25 e 35 mg/L
de 6leo de melaleuca (Fig. 25).
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Figure 25. Sobrevivéncia de juvenis de C. carpio apos exposi¢ao a diferentes concentragdes de
6leo de melaleuca por 24h.

Para os valores de glicose sanguinea, observamos efeito significativo (p<0,05) dos
tratamentos. O teor de glicose dos tratamentos com 0; 8,75 e 17,5 mg/L de 6leo de melaleuca
nao diferiram do valor antes do inicio do experimento (p<0,05). Nao houve diferencas

significativas (p>0,05) entre os tratamentos 0; 8,75; 17,5; 26,5 mg/L de 6leo de melaleuca. Ja
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o tratamento com 35 mg/L de 6leo de melaleuca apresentou maior valore de glicose sanguinea

do que todos os demais tratamentos (Fig. 26).
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Figura 26. Glicose sanguinea de juvenis de carpa, C. carpio, expostos a diferentes
concentragdes de oleo de melaleuca durante 24h. Diferentes letras representam diferenga
significativa pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. p = 0,00003.

Houve efeito linear decrescente (p<0,05) do 6leo de melaleuca sobre o pH da agua. A
comparacao das médias pelo teste Tukey mostrou que os tratamentos 8,75 ¢ 17,5 mg/L de oleo
de melaleuca nao diferiram do controle (p>0,05). Ja os tratamentos 26,25 e 35 mg/L de 6leo de
melaleuca apresentaram menores valores de pH do que o controle (p<0,05), porém, nao
diferiram entre si, bem como ndo diferiram (p>0,05) dos tratamentos 8,75 e 17,5 mg/L de 6leo

de melaleuca (Fig. 27).
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Figura 27. pH na agua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a diferentes concentragdes
6leo de melaleuca durante 24h. pH = 7.4645 — 0,014771x; R? = 0,48. Diferentes letras
maitsculas representam diferencas entre médias pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de
probabilidade. p = 0,0107.

Para o teor de oxigénio dissolvido na 4gua ndo houve efeito significativo do 6leo de

melaleuca (Fig. 28).

S+

)
S — W D L W A W

98]

—

Oxigénio dissolvido (mg/L)

L

0 8,75 17,5 26,25 35
Oleo de melaleuca (mg/L)

Figura 28. Oxigénio dissolvido (O2) na dgua de juvenis de carpas, C. carpio, expostos a
diferentes concentracdes 6leo de melaleuca durante 24h. Diferentes letras maiusculas
representam diferencas entre médias pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. p =
0,0549.

A comparagdo da porcentagem de reducdo na excre¢do de amonia em relagcdo ao
tratamento controle para os dleos essenciais avaliados, mostrou que os tratamentos que mais

reduziam a excre¢ao de amdnia foram 26,25 mg/L de 6leo de melaleuca e 15,0 mg/L de o6leo
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de cravo. Contudo, os tratamentos 11,25 mg/L de 6leo de cravo e 8,75; 17,5 e 35,0 mg/L de
6leo de melaleuca também apresentam importantes reducdes na excrecdo de amonia (Figs. 29
- 31). Apesar do 6leo de orégano ter proporcionado reducdo na excre¢ao de amodnia em todas
as concentragdes avaliadas, seu maior efeito ¢ menor que a metade dos melhores efeitos
observados para os 6leos de cravo e orégano.
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Figura 29. Efeito do 6leo de cravo na redugdo de excre¢cdo de amonia em relagdo ao tratamento
controle, sem Oleos essenciais.
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Figura 30. Efeito do 6leo de orégano na redugdo de excre¢do de amodnia em relagdo ao
tratamento controle, sem 6leos essenciais.
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Figura 31. Efeito do 6leo de melaleuca na redug¢do de excrecdo de amonia em relagdo ao
tratamento controle sem 6leos essenciais.

4. Discussao

O aumento na excrecdo de amonia total (AT) e amonia nao ionizada (ANI) em fungdo
do tempo para todos os 6leos essenciais avaliados ja era esperado, pois a amdnia se acumula na
agua do aquario, que ndo teve renovacao de agua, nem qualquer tipo de filtro que permitisse a
conversao de amoénia em nitrito e nitrato por bactérias nitrificantes (Martinez et al., 2006).
Como a taxa de sobrevivéncia para a maioria dos tratamentos foi alta, podemos concluir que a
amonia ndo ionizada ndo atingiu niveis criticos para a espécie, variando de 0,001 a 0,03 mg/L.
Abbas (2006) observou que a LCso de NH3 para juvenis de C. carpio foi de 0,93 mg/L, enquanto
para Paul & Kaviraj (2002) foi de 0,63 a 1,75 mg/L, e de 1,84 mg/L segundo Hasan &
Macintosh (1986).

Para amonia total (AT) e amonia ndo ionizada (ANI), a dose de 6leo de cravo estimada
que proporciona a menor excrecao de AT foi de 10,24 mg/L e de ANI foide 11,13 mg/L. Porém,
com base no teste Tukey, a dose de 3,75 mg/L de 6leo de cravo seria mais indicada por promover
a mesma reducdo na excre¢cdo de AT e ANI que as demais doses de 6leo de cravo, com menor
custo. Para o 6leo de orégano, a concentracdo estimada que proporciona a menor excrecao de
AT foi de 3,16 mg/L e de ANI de 1,32 mg/L, porém, pelo teste Tukey, a concentracao de 1,25
mg/L seria a mais indicada por ndo diferir das demais doses e ser de menor custo. Os efeitos do
6leo de melaleuca mostraram que a concentracdo estimada que minimiza a excre¢do de AT foi

de 23,45 mg/L e de ANI foi de 8,82 mg/L, mas pelo teste Tukey ndo houve diferencas
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significativas entre as concentragdes avaliadas para AT e ANI. Dessa forma, a melhor
concentragdo seria a 8,75 mg/L por ndo diferir das demais concentragdes e ser a de menor custo.
Estes resultados mostram que as concentracdes que sdo efetivas na reducdo da excregao de
amonia sao bem menores do que as concentragdes que provocam anestesia e até mesmo as que
causam sedacdo nos peixes, como observado por Pattanasiri et al. (2017) para o 6leo de cravo,
Bodur et al. (2018b) para o 6leo de orégano e Hajek (2011) para o 6leo de melaleuca.

Com base na taxa de excre¢ao de amonia total (TAN), as concentragdes estimadas que
minimizam a TAN sao 3,77 mg/L de 6leo de cravo e 8,98 mg/L de 6leo de melaleuca, obtidos
através da analise de modelo descontinuo (LRP). Para o 6leo de orégano, a analise de regressao
polinomial mostrou que a maior redu¢do na excre¢do de amonia ocorreu na concentragao de 5
mg/L, porém, pelo teste Tukey, ndo ha diferencas significativas entre as concentragdes de 6leo
de orégano e, portanto, a melhor dose ¢ de 1,25 mg/L por ser a de menor custo. Uma das
possibilidades para explicar os efeitos dos 6leos essenciais na redugdo da excre¢do de amonia
seria a diminui¢do na taxa metabolica pelo efeito sedativo, o que resultaria em menor gasto
energético e menor necessidade de gliconeogénese no figado a partir de aminoécidos, que causa
excrecdo de amonia (Polakof et al., 2012; Randall & Tsui, 2002). Outra possibilidade seria os
principios ativos dos dleos essenciais modularem a expressao e atividade de enzimas envolvidas
na formacdo e reducdo de amoénia como a aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), glutamina sintetase (GS) e glutamato desidrogenase (GDH) (Jerez-
Cepa et al., 2019; Devi & Kamilya, 2019).

Com relagdo a seguranca do uso dos Oleos essenciais para juvenis de C. carpio, 0s
resultados de sobrevivéncia indicam que mesmo as concentragdes mais altas dos trés 6leos sao
seguras, uma vez que nao observamos diferengas significativas entre os controles e as
concentragdes avaliadas. Apesar de ndo termos observado diferencgas significativas para a taxa
de sobrevivéncia dos peixes submetidos aos trés 6leos essenciais, uma repeticao do tratamento
com a maior concentracdo de d6leo de melaleuca (35,0 mg/L) apresentou sobrevivéncia de
63,33% e, portanto, recomendamos novos estudos para avaliar a seguranca do uso desse dleo.
Contundo, pelas respostas de estresse (glicemia) apenas as doses mais baixas dos Oleos
avaliados sdo consideradas seguras para juvenis de C. carpio por ndo diferirem do tratamento
antes do experimento (peixes nao estressados). Dessa forma, as concentragcdes consideradas
seguras de 6leo de cravo sdo menores ou iguais a 7,5 mg/L; de 6leo de orégano menores ou
iguais a 1,25 mg/L; e de 6leo de melaleuca menores ou iguais a 17,5 mg/L. Apesar de outros
estudos terem apontado que concentracdes mais altas do que as observadas no presente estudo

sdo seguras, € preciso levar em consideragdo o tempo de exposicao, pois quanto maior o tempo
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de exposi¢do aos anestésicos, maior o risco de reducao da taxa de ventilagao branquial e morte
dos peixes (Marking e Meyer, 1985; Zahl et al, 2009). Husen & Sharma (2015) observaram que
a concentragao de oleo de cravo necessaria para sedacao de C. carpio foi de 5 — 7,5 uL/L e,
para anestesia, de 25 — 75 uL/L, porém o tempo maximo de exposi¢do foi menor que 5 minutos,
todavia, os referidos autores ndo expuseram o0s peixes a essas concentragdes por maior tempo
de forma a avaliar sua seguranca. Para o 6leo de orégano, Bodur et al., (2018a) observaram que
a menor concentracdo necessaria para anestesia de Dicentrarchus labrax foi de 50 pL/L,
durante exposicao de cerca de 2 min, contudo, essa concentragao causa 100% de mortalidade
apos exposicao por 30 min. Para o 6leo de melaleuca, Hajek, (2011) observou que a menor dose
necessaria para anestesia de C. carpio foi de 500 puL/L durante exposi¢cdo de até 3,15 min,
porém, essa concentracao causou 100% de mortalidade ap6s 75 min de exposicao.

Para oleos essenciais com propriedade sedativa/anestésica esperamos reducdao do
metabolismo e do consumo de oxigénio e da excre¢do de CO2, que resulta em aumento no pH
da 4gua (Harmon, 2009). Contudo, apesar dos animais apresentarem comportamento tipico de
peixes sedados nas doses mais altas de 6leo de cravo, ndo observamos diferengas significativas
para o teor de oxigénio dissolvido e pH da agua. Sendo assim, com base nessas variaveis de
qualidade de agua, todas as concentracdes de 6leo de cravo avaliadas podem ser consideradas
seguras para juvenis de C. carpio. J4 para o 6leo de orégano, menores concentracdes de
oxigénio dissolvido nos tratamentos 2,5 e 3,75 mg/L indicam maior consumo de O> e, portanto,
maior taxa metabdlica, o contrario do esperado para animais sedados (Aydin & Barbas, 2020;
Becker et al., 2017). Tanto a redugdo no oxigénio dissolvido, como no pH da dgua, podem ser
explicados, pelo menos em parte, pelo aumento das respostas de estresse nos peixes submetidos
as concentragdes mais altas de orégano, como observado no presente estudo e por Bodur et al.,
(2024) em Oreochromis niloticus. A reducao do pH da agua dos peixes expostos ao dleo de
orégano indica maior excre¢do de CO2, uma vez que quanto maior o teor de CO2 na 4gua, maior
¢ o teor de H" como mostra a equagdo CO; + H20 <> H2CO3™ <> H" + HCO3". Como o aumento
no teor de COz ocorre em fun¢do do aumento da taxa metabdlica, aumentos nas respostas de
estresse ajudam a explicar o efeito do orégano sobre a reducdo no pH da agua. Contudo, os
menores valores de oxigénio dissolvido observados na dgua de juvenis de C. carpio expostos
ao Oleo de orégano (3,43 mg/L) ainda s@o considerados satisfatorios para a espécie (Lushchak
et al., 2005). Desse modo, mesmo com uma pequena redugdo no teor de oxigénio e no pH da
agua, todas as concentracdes de 6leo de orégano podem ser consideradas seguras para juvenis

de C. carpio. De maneira semelhante, a maior reducdo observada no pH (de 7,72 no controle
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para 7,52 no tratamento com 5,0 mg/L de 6leo de orégano) pode ser considerada pequena e de
pouco impacto para o bem estar da espécie e, consequentemente, com pouca influéncia na
seguranca do uso desse 0leo para juvenis de C. carpio. Para o 6leo de melaleuca, apesar de nao
ter sido observado efeito sobre o oxigénio dissolvido, a redug¢ao no pH da 4gua nas doses mais
altas (26,25 e 35,0 mg/L) indica maior taxa metabolica, que também pode ser explicada pelas
respostas de estresse (glicemia).

Todos os oleos essenciais avaliados foram efetivos na redugao da excrecdo de amodnia
para juvenis de carpas. Como os experimentos foram realizados de forma independente, nao foi
possivel realizar comparagdo estatistica entre os efeitos dos 6leos. Contudo, o calculo da
porcentagem de redugdo na excrecdo de amonia para cada 6leo em relagdo ao controle permite
inferir que os melhores resultados foram observados para o 6leo de melaleuca, seguido do 6leo
de cravo.

Com base nos resultados de seguranga (sobrevivéncia, glicose sanguinea, pH e oxigénio
dissolvido na 4gua) as concentracdes maximas possiveis a serem utilizadas para juvenis de C.
carpio sdo 7,5 mg/L de 6leo de cravo; 1,25 mg/L de dleo de orégano e 17,5 mg/L de 6leo de
melaleuca. Contudo, considerando os custos dos oleos, as concentragoes indicadas sdo 3,75
mg/L de 6leo de cravo; 1,25 mg/L de 6leo de orégano e 8,75 mg/L de 6leo de melaleuca, uma
vez que os efeitos dessas concentragdes ndo diferiram das mais altas quanto a eficicia na
redugdo da excre¢do de amonia. Dessa forma, estas sdo as doses recomendas a serem avaliadas
durante o transporte de juvenis de carpa, onde os animais estdo mais expostos a fatores
estressores, com maior atividade metabolica, maior exce¢do de amonia e CO; e, portanto, mais
suscetiveis a mortalidade (Sampaio & Freire, 2016). Entretanto, novos estudos sdo necessarios
para avaliar concentragdes menores que essas para avaliar sua eficacia na reducao da excregao

de amonia, de forma a reduzir os custos no uso desses aditivos.

5. Conclusoes

Todos os trés 6leos essenciais avaliados sdo eficazes na reducao da excrecdo de amodnia
em juvenis de Cyprinus carpio nas concentragdes maximas avaliadas (15 mg/1 de 6leo de cravo;
5 mg/L de dleo de orégano e 35 mg/L de 6leo de melaleuca). Contudo, sdo consideradas seguras
apenas as concentragdes menores ou iguais a 7,5 mg/L de oleo de cravo; 1,25 mg/L de 6leo de

orégano e 17,5 mg/L de 6leo de melaleuca.
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ANEXO I: Certificado de aprovacao do projeto pela comissao de ética no uso de

animais de produciao (CEUAP).

s 9& ~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
\& COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DE PRODUCAO
CEUAP/UFV

Campus Universitdrio — Vigosa, MG — 36570-900 — Telefone:(31) 3899.3275 — e-mail: ceuap@ufy.br — site: www.ceuap.ufy.br

Vigosa, 10 de Julho de 2023

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Oleos essenciais como redutores da excregio de aménia em
Danio rerio submetidos ao transporte de longa duracéo", protocolo n® 033/2023, sob a responsabilidade de
Jener Alexandre Sampaio Zuanon - que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes
ao filo chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo conselho nacional de controle da experimentagdo animal (concea), e foi apreciado
pela comissdo de ética no uso de animais de produ¢do da universidade federal de vigosa (ceuap-ufv) em reunido de
18 de Abril de 2023.
Finalidade: ( x )Pesquisa ( )Ensino
Vigéncia do Projeto: de 01 de Maio de 2023 a 31 de Marco de 2024
Espécie/linhagem: Paulistinha (Danio rerio) N° de animais: 6400
Peso: 1,5 gramas  Idade: 4-5 meses Sexo: -  Origem: Laboratorio de Fisiologia Aplicada a Piscicultura
Cnpj/CPF: 484.991.966-91 Responsavel: Jener Alexandre Sampaio Zuanon
Data de Aprovagdo: 10 de Julho de 2023

CERTIFICATE

We certify that the project entitled "Essential oils as ammonia excretion reducers in Danio rerio
subjected to long-term transport", protocol n° 033/2023, under the responsibility of Jener Alexandre Sampaio
Zuanon - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum chordata,
subphylum vertebrata (except man), for scientific research purposes (or education) - is in accordance with the law
n°. 11.794, of October 8, 2008, Decree n°. 6899 of July 15, 2009, and the rules issued by the Brazilian National
Council for Animal Experimentation Control (CONCEA), and was approved by the Ethics Commission on the use
of farm animals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) in its meeting on Apr. 18Th of 2023.

Finality: ( x )Research ( )Education

Duration of the Project: from May. 1Th of 2023 to Mar. 31Th of 2024.

Species / strain: 12:00:00 AM N° of animals: 6400

Weight: 1,5 gramas Age: 4-5 months Sex:-  Source: Laboratorio de Fisiologia Aplicada a Piscicultura
Cnpj/CPF: 484.991.966-91 Responsavel: Jener Alexandre Sampaio Zuanon

Approval date: Jul. 10Th of 2023
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