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Nao sdo as espécies mais fortes que sobrevivem, nem as mais
inteligentes, e sim as mais suscetiveis a mudancas.
Charles Darwin
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RESUMO

ATIVIDADE ANESTESICA DE OLEO ESSENCIAL DE CITRUS SP. E
PARAMETROS DE QUALIDADE DE AGUA EM JUVENIS DE TAMBATINGA

O efeito anestésico dos Oleos essenciais laranja amarga Citrus x aurantium
(OECA), laranja Citrus x sinensis (OECS), limao siciliano Citrus x citrinos (OECC) e
limdo tahiti Citrus x latifolia (OECL) em juvenis de tambatinga foi investigado. Os
peixes foram expostos a 200 e 400pL L'dos quatro 6leos para determinar o tempo de
inducdo e recuperacdo da anestesia e os possiveis efeitos sobre a qualidade da 4dgua e
mortalidade nos animais. A seda¢do foi alcancada nas concentragdes 200uL L'e 400uL
L' para todos os 6leos. Os animais expostos a concentra¢do de 200uL L™ dos 6leos de
laranja doce e laranja amarga apresentaram menor tempo de sedacdo em relacdo aos
Oleos de limdes testados. Na concentracdo de 400uL L 'todos os animais foram sedados
em menos de dois minutos e ndo houve diferenga significativa entre os 6leos. O tempo
de inducdo a anestesia decresceu com o aumento das doses para os 6leos testados de
laranja amarga e limdo tahiti, mas este comportamento ndo foi observado para o 6leo de
laranja doce e limao siciliano. As concentracdes de 200uL L'e 400uL L' dos diferentes
Oleos induziram anestesia nos animais em ate 10 minutos. Os resultados mostraram-se
promissores com o uso dos quatros OEs de Citrus testados nas concentragdes de 200uL
L'e 400uL L' considerando que ambas as concentra¢des induziram a sedagio e
anestesia dentro do tempo ideal segundo a literatura. Contudo, considerando que na
concentracdo de 400 pL L"ocorreu mortalidade de alguns animais apds 24 horas de

exposicao essa concentracao deve ser evitada.

Palavras chave: anestesia, produto natural, Colossoma macropomum x Piaractus

brachypomum, laranja, limao.



ABSTRACT

ANESTHETIC ACTIVITY OF ESSENTIAL OIL OF CITRUS SP. AND WATER
QUALITY PARAMETERS IN TAMBATINGA JUVENILES

The anesthetic effect of bitter orange essential oils Citrus x aurantium (OECA), citrus x
citrus (OECC) and lemon Titia Citrus x latifolia (OECL) in tambatinga juveniles was
investigated. Fish were exposed to 200 and 400uL L™ of four doses to determine the
induction and recovery time of anesthesia and the effects on water and water in the
animals. Sedation was used in the 200uL L™ and 400uL L™ droplets for all oils. The
animals exposed to the concentration of 200uL L™ of orange and bitter yellow oils are
the shortest sedimentation time compared to the lemons oils tested. At the concentration
of 400uL L' all animals were sedated in less than two minutes and there was no
significant difference between the oils. The anesthetic induction time decreased with
increasing doses for the tested oils of orange and lemon, but was not observed for
orange and lemon oil. As the concentrations of 200uL L™ and 400uL L™ of the different
oils induce anesthesia in the animals in 10 minutes. The results were promising with the
use of the Citrus OE fours tested at the concentrations of 200uL L' and 400uL L'
whenever concentrations induced sedation and anesthesia within the ideal time
according to a literature. However, considering that the concentration of 400uL L™ is
the mortality of some animals after the 24 hour shipment of an action should be

avoided.

Keywords: anesthesia, natural product, Colossoma macropomum x Piaractus

brachypomum, orange, lemon
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1 INTRODUCAO

O processo de producdo de peixes requer uma série de praticas de manejo
(captura, biometria, andlises patoldgicas, manejo reprodutivo e transporte) que
provocam injurias aos animais e estdo entre os principais fatores estressantes para
animais criados em cativeiro (COOKE et al., 2004; SALBEGQO, et al 2014). O uso de
sedativos durante estas praticas pode diminuir esse estresse (SNEDDON, 2012; ZAHL,
SAMUELSEN, KIESSLINH, 2012), favorecendo o bem-estar animal (CHANDROO et
al., 2004).

Neste contexto, os anestésicos sdo produtos importantes utilizados para facilitar
o manejo, reduzindo o estresse em animais terrestres e aquaticos (SMALL, 2003 e
2004), sendo caracterizados como agentes firmacos que sdo capazes de conduzir os
animais a um estado de perda parcial ou completa da sua percep¢do a qualquer estimulo
externo (IWAMA e ACKERMAN, 1994).

A utilizagdo de anestésicos em peixes ndo é recente (McFARLAND, 1959;
SCHOETTGER; JULIN, 1967; SEIGNEUR, 1984) vem sendo investigada com o
proposito de facilitar as préiticas de manejo e procedimentos veterinarios, tornando-os
menos invasivos e consequentemente com menores danos fisioldgicos aos animais
(SEGNER et al., 2012). Em baixas concentracdes os anestésicos sdo utilizados com a
finalidade de sedacdo para reduzir a atividade e a taxa metabdlica, enquanto que as
concentracdes mais elevadas sdo rotineiramente utilizadas durante procedimentos que
sdo considerados estressantes ou dolorosos para os peixes (KIESSLING et al., 2009).

Normalmente, os anestésicos podem causar a supressdo ou eliminacdo de
diversas respostas ao estresse, o que pode facilitar para o animal a manutenciao de sua
homeostase mesmo quando é exposto a um manejo intenso (MARTINEZ-PORCHAS et
al., 2009). No entanto dependendo da concentra¢do ou do tempo de exposi¢do, alguns
desses anestésicos podem causar ou aumentar o estresse do animal (BARBOSA et al.,
2007; KIESSLING et al., 2009).

O processo de sedacdo tem sido usado principalmente nas préticas de transporte.
Ja foram reportados diversos tipos de anestésicos, naturais € quimicos, como o sulfato
de quinaldina, a tricaina metano sulfonato (MS 222), a benzocaina e o fenoxietanol,
produtos quimicos usados amplamente, que podem causar perda de muco, irritacdo das

branquias e danos na cérnea (INOUE et al., 2003). Entre os naturais, menos residuais ou
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agressivos, destacam-se o eugenol (CUNHA, et al., 2010); 6leo essencial de Lippia alba
(CUNHA, et al., 2010; BECKER, et al. 2016), Nectandra megapotamica (TONDOLO
et al., 2013), Aloysia triphilla (ZEPPENFELD, et al., 2014), Hesperozygisringens
(TONI et al., 2015), Ocimum basilicum e Cymbopogon flexuosus (LIMMA NETTO, et
al., 2016), e mais recentemente o de Citrus auranticuse Citrus latifololia (Lopes, et al.,
2018). Tais 6leos essenciais derivados de plantas caracterizam-se como uma alternativa
vidvel aos anestésicos sintéticos utilizados em peixes, pois sdo geralmente de baixo

custo e facil obtencdo (VIDAL, et al., 2006; CUNHA, et al., 2010; SILVA, et al., 2013).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tambatinga

A Tambatinga (Colossoma macropomum x Piaractus brachypomum) € um
hibrido que apresenta cor clara, com a ponta das nadadeiras caudal e anal de cor
avermelhada. O animal tem habito alimentar onivoro, e pode alcangar até mais de 15 kg

de peso corporal (CRUZ et al., 2006).

Possui rastros branquiais desenvolvidos possibilitando maior eficiéncia no
processo de filtragem do plancton existente no meio aquatico (GUERRA et al., 1992).
Apresenta caracteristicas de ambas as espécies parentais (tambaqui x pirapitinga) com a
vantagem de maior resisténcia as doencas (HASHIMOTO et al.,, 2012) e melhor
conversio alimentar (PAULA et al., 2009).

2.2 Citrus sp

A familia Rutaceae consiste de cerca de 150 géneros e 1.600 espécies,
distribuidas amplamente em regides tropicais, subtropicais e de clima temperado, sendo
mais abundante na América tropical, Sul da Africa e Austrélia. No Brasil, a familia estd

representada por aproximadamente 29 géneros e 182 espécies, com algumas de



16

importancia medicinal, ecolégica e econdmica (MELO, 2004). Seus Oleos essenciais

tem despertado interesse pelas suas acOes sedativas e relaxantes (LOPES et al., 2018).

As frutas citricas sdo as mais cultivadas no mundo. Os 6leos destas frutas,
principalmente laranja e limdo sdo extraidos do pericarpo do fruto ou das cascas, € € um
subproduto da indistria do suco. Derivados de OE sao usados em perfumaria, sabonetes
e na drea farmacéutica em geral, além de materiais de limpeza, em balas e bebidas
(BIZZO et al., 2009). Os dleos possuem vdrias ag¢des terapéuticas na medicina popular,
como  adstringente, antianémico, antibidtico, antisséptico,  antidepressivo,
antiinflamatorio, bactericida, antireumadtico, antidisentérico (REZENDE & COCCO,
2002; VENDRUSCOLO et al., 2005).

2.3 Citrus aurantium

Citrus aurantium € uma fruta de origem asidtica conhecida popularmente como
laranja amarga, laranjeira azeda, laranjeira cavalo e laranjeira de Sevilha. Conforme
Arias e Ramon-Laca, (2005) C. aurantium é usada desde os tempos medievais no
territério do mediterraneo, pois apresentam propriedades medicinais, como estimulante
cardiaco e vascular, sedativo, digestivo, tranquilizante, estimulante do apetite, além de

antidoto contra venenos.

O fruto seco imaturo de C. aurantium contém aproximadamente 10 % de
flavonoides e inumeras feniletilaminas que incluem metiltiramina, octopamina e,
sobretudo, p-sinefrina (0,2%) (HAAZ et al., 2006). Sinefrina € uma amina quiral
encontrada na natureza apenas na forma p-sinefina (ARAI et al., 1997). Segundo
(HAAZ et al, 2006) a sinefrina apresenta interesses farmacoldgicos, sendo
comercializada como farmaco sintético testado como agente simpatomimético (sendo

um agonista do adrenérgico) sob o nome de oxedrina.
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2.4 Citrus x sinensis

A laranja doce (Citrus sinensis) é uma planta frutifera origindria da Asia.
Fornece frutos comestiveis em todo o territério tropical e subtropical
(SURYAWANSHI JYOTSNA A. SAONERE, 2011). As laranjas sdo fontes de
subsisténcia importantes para muitos paises. Seu valor econdmico € especialmente
resultante de suas polpas, gracas as suas caracteristicas sensoriais e nutricionais. O
estudo de Mbogo Gloria et al. (2010) revelaram altos teores de glicidios (11% a 33%) e
especialmente 4cido ascérbico (22,5 a 50,4%) na polpa de laranja. A partir disso, as
polpas de laranja registram grandes interesses para muitos dietéticos. Além disso,
produzem uma considerdvel quantidade de 6leo essencial a partir de suas cascas (2%) e

sdo aditivos importantes para a alimentacao (TOBIAS et al., 2011).

2.5 Citrus x citrus

Citrus limon Osbeck, foi descrita possuindo inumeras a¢des, como antioxidante
(LUZIA e JORGE, 2009), antifungica (EZZAT, 2001), larvicida (FURTADO et al.,
2005). Conhecido como limao Siciliano (Citrus limonL.) seu 6leo essencial possui
como principal constituinte o limoneno, y — terpineno, - pineno, e citral (neral e
geranial). O limoneno e o citral apresentam atividade antibacteriana constatada sobre as
bactérias E.colie e S.aureus (MISHARINA; SAMUSENKO, 2008; SCHUCK et al.,
2001). Evidenciando uma espécie biologicamente ativa, em sua constituicdo apresenta
Oleos voléteis, flavonoides, carotenoides e cumarinas que atuam no sistema nervoso
central, mas ainda ndo bem conhecida (VENDRUSCOLO et al., 2005).

O beneficiamento de Citrus tem como atividades que mais se destacam na
producdo de residuos industriais, essencialmente cascas e sementes, sendo que a cascas
apresentam atividades de forma mais ativa de seus compostos considerando que essa
industrializacdo para a produgdo de sucos gera uma grande quantidade de residuos. Os
subprodutos dos Citrus fornece matéria-prima de qualidade nas industrias de alimentos,

farmacéutica e de ragdes (VILAS BOAS et al., 2001).
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2.6 Citrus x latifélia

Conforme TRUCOM (2009) O limdo Tahiti é um fruto de origem tropical
conhecido também como limdo-rosa ou limdo-bergamota é produzido a partir do
cruzamento entre o limdo-da-pérsia com o limdo-cravo pelo qual recebe o nome de lima
acido. Adaptada ao clima tropical necessita de sol e umidade para gerar frutos. O fruto
do limao tahiti € robusto, eliptico ou oval, com a casca moderadamente lisa de colorag¢do
verde, sua polpa esbranquicada suculenta apresentando qualidade menos 4cida.

Frequentemente sdo usadas frutas verdes, pois apresentam uma propor¢ao maior
de 6leo do que com frutas maduras. As frutas verdes por outro lado apresentam um 6leo
com baixa qualidade em condi¢des de aroma. O limoneno aparece em maior qualidade
no dleo de limao, mas em menor quantidade quando igualado aos dleos de laranja. A
constitui¢do do 6leo de limao tahiti é semelhante ao 6leo de limdo siciliano, obtidos

pelos mesmos processos com poucas diferencas (GUENTHER, 1976).

2.7 Anestésicos e analgésicos usados na piscicultura

H4 um aumento na demanda pelo uso de produtos anestésicos de baixo custo e
de facil aquisicdo que sejam seguros tanto ao manipulador quanto ao meio ambiente.
Alguns Oleos essenciais derivados de plantas t€ém se mostrado uma alternativa vidvel
para reduzir o estresse em peixes durante procedimentos de captura e manuseio (SILVA

et al., 2013).

Os dleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas contidas em vérios 6rgdos das plantas (TAVARES,
MOMENTE & NASCIMENTO, 2011). A qualidade do Sleo é afetada por vérios
fatores, alguns ambientais, como por exemplo, o clima, o solo, as regides geograficas, a
duracdo do dia e da noite, o local de onde foi extraida (caules, flores, folhas, sementes,
raizes), a fase de desenvolvimento da planta na época da colheita, condicdo de secagem,
tempo de armazenamento, entre outros fatores (KAMADA et al., 1999; CASTRO et al.,
2004; LUZ et al., 2009; COUIC-MARINIER & LOBSTEIN, 2013; SOUZA et al.,
2017).

A concentragdo necessdria dos 6leos essenciais para indugdo a anestesia varia de

acordo com a espécie de peixe utilizada e, portanto, estd relacionada a tolerancia e ao
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tempo de recuperacio (SUMMERFELT & SMITH, 1990). Segundo PARK et al.
(2008), quanto maior for a concentragdo utilizada, menor serd o tempo para indugdo a
anestesia, contendo também uma relacdo inversa entre esse tempo € a recuperacao.
Sendo que o tempo de inducdo ao estado de anestesia também pode ser afetado pela
temperatura da 4gua (WALSH & PEASE, 2002) e pelo tamanho do peixe (WOODY et
al., 2002)

A piscicultura tem como objetivo alcancar alta produtividade com um minimo
de custo, para obter o maximo de lucro possivel. Fatores estressantes, como por
exemplo, a captura desordenada, condi¢des de transporte, manutencdo € manejo pos-
captura inadequadas sdo as principais causas de perdas de lucro na piscicultura, pois
podem afetar o metabolismo e consequentemente o crescimento e desenvolvimento dos
peixes. Nesse contexto, a anestesia pode ser uma importante ferramenta no manejo
intensivo, minimizando os efeitos do estresse e evitando injdrias fisicas aos animais

utilizados (ROSS & ROSS, 2008).

A anestesia € um processo reversivel que provoca perda de sensibilidade de todo
ou em parte do corpo e que tem como resultado a depressao da fun¢do nervosa, causada
por um farmaco (WILLIAMS & WILKINS COMPANY, 1982). Entretanto, apesar da
anestesia minimizar o impacto de agentes estressantes, ¢ de suma importincia
determinar a concentracdes Otimas destes farmacos com propriedades anestésicas para
evitar os efeitos negativos dessa pratica, evitando a utilizacdo em quantidade excessiva.
Pois promovem alteracdes metabolicas identificadas somente algumas horas apds sua
exposicao, ou ainda a morte dos animais (SUMMERFELT & SMITH, 1990; PARK et
al., 2008).

De modo geral, a escolha de um anestésico para uso em piscicultura ird depender
da sua eficdcia tanto na indugcdo quanto recuperacdo dos animais (MARKING &
MEYER, 1985; ROSS & ROSS, 2008). Aspectos econdmicos, consideragdes legais,
caracteristicas de disponibilidade no mercado, além de possiveis efeitos colaterais aos
peixes, aos humanos e ao ambiente devem ser avaliados como principais critérios para a

escolha do produto.

Os anestésicos podem ser injetados no peixe, embora a maioria seja
administrada na 4dgua (BOWSER, 2001; ROUBACH & GOMES, 2001). Quando

administrado na 4gua, o anestésico entra através das branquias e da pele no sistema
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circulatério do peixe, bloqueando algumas acodes reflexas (SUMMERFELT & SMITH,
1990). Segundo ROSS & ROSS (2008), a solugdo da droga € absorvida pelas branquias
dos peixes, suas moléculas se difundem rapidamente para o espagco sanguineo na lamela
secunddria, que drena para o sangue da artéria eferente, sendo esta uma rota muito curta

para o sistema nervoso central.

Foi reportado por ROUBACH & GOMES (2001) e COYLE et al. (2004), que a
maioria dos anestésicos pode produzir varios niveis ou estigios de anestesia nos peixes.
A avaliagdo desses diferentes estdgios de anestesia para peixes € bastante subjetiva,
sendo que em muitos casos € dificil diferenciar o momento da passagem de um estigio
para outro (GILDERHUS & MARKING, 1987). Essa depende de uma série de fatores,
como por exemplo, a habilidade de quem estd manipulando e dos procedimentos a

serem realizados nos peixes (BURKA et al., 1997).

Entre os compostos anestésicos mais utilizados estdo a tricaina metano sulfonato
(MS-222) e quinaldina e 2-fenoxietanol, (ROUBACH & GOMES, 2001). Sendo a
benzocaina os anestésicos mais utilizados no Brasil, nas praticas de manejo de peixes,
(OLIVEIRA et al., 2009). Contudo, segundo INOUE et al. (2003) o eugenol ou 6leo de
cravo sobressai como anestésico alternativo por ser um produto natural, de baixo valor

comercial, sendo muito efetivo no processo de indugdo anestésia.

A superioridade dos anestésicos cumprem critérios minimos de classificacdo
eficicia de seguranca. O uso de anestésicos em peixes € vetado dependendo do pais,
alguns desses compostos ndo sdo aproveitados para uso, por apresentarem riscos de

seguranca alimentar, sendo limitada sua utilizacio (BERNSTEIN et al., 1997).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade sedativa e anestésica dos 6leos de citrus sp (laranja doce
Citrus x sinensis, amarga Citrus X aurantium, limdo tahiti Citrusx latifoliae limao
siciliano Citrus x citrus) em juvenis de tambatinga (Colossoma macropomum x

Piaractus brachypomum) sobre os parametros de qualidade de dgua.

3.2 Objetivos Especificos

e Investigar os Oleos essenciais (OEs) de citrus sp como sedativo e anestésicos, 0
tempo de inducdo e recuperacdo em juvenis de tambatinga;

e Avaliara a qualidade da dgua dos juvenis de tambatinga apds a exposicdo aos
Oleos essenciais de Citrus sp.

e Avaliar os principais constituintes dos OEs testados.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local e animais

O experimento foi conduzido no laboratério de piscicultura do Centro de
Ciéncias Agrarias e Ambientais da Universidade Federal do Maranhdao, UFMA,

Campus Chapadinha, MA.

Foram utilizados 36 animais com peso médio de 19,48 + 3,10g e 12 cm de
comprimento no laboratério os animais permanecerem estocados por sete dias em
tanques de 250L com aeracdo constante, para aclimatacdo antes dos experimentos.
Durante este periodo receberam alimentacio balanceada até a saciedade aparente (racao
comercial contendo 32% de proteina bruta) duas vezes ao dia. Nas 24 horas que
precederam o periodo do experimento foi cessada a alimentacdo e os animais ndo

receberam alimento durante o experimento.

Testaram-se as concentragoes (200 e 400 uL L") de Oes de Citrus sp. Sobre a
Sedacdo / anestesia / recuperacdo durante 30 minutos de exposi¢do com os seguintes
tratamentos. TO = dgua pura T1= etanol T2 = OEs laranja doce T3=0OEs Laranja amarga
T4= OEs limdo siciliano T5= OEs limao tahiti com cada tratamento com 6 repeticdes.
Os testes com cada anestésico foram realizados individualmente separadas, da menor
concentracdo para a maior. Utilizaram-se 6 peixes (n=6). O controle recebeu 0 mesmo

manejo que os demais, mas sem a solucdo anestésica no aquério. Por onde foram

avaliados pelo método estatistico Delineamento Inteiramente Casualizado DIC.

Figura 1Indug¢do a sedagdo anestesia e recuperacio
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Figura 2Exemplar de tambatiga (C. macropomum x P. brachypomum)

4.2 Obtencoes dos Oleos Essenciais (OEs)

Os 6leos citricos de laranja doce (OECS), laranja amarga (OECA), limio tahiti
(OECL) e limao siciliano (OECC) utilizados nos experimentos foram comercializados
da empresa FERQUIMA/SP. A extracdo dos OEs foi realizada pelo método de

prensagem a frio das cascas.

4.3 Inducao da anestesia e recuperaciao

Na avaliacdo do tempo de indug@o 4 anestesia e recuperacdo foram utilizadas
aqudrios contendo 1L de 4gua continuamente aerada. Foram testados os quatros 6leos
um de cada vez, nas concentracdes de 200 e 400 uL L' previamente diluidos em etanol
(1:10). O estagio de indugdo da anestesia (Tabela 1) foi avaliado segundo Small (2003),
com tempo maximo de observacio de 30 mim. Foi utilizado um peixe por aquario (n=6)

e cada peixe foi usado apenas uma vez.

Tabela 1. Estagio de anestesia usado para verificar a eficicia dos OEs de Citrus sp em juvenis
de tambatinga (Adaptado de Small, 2003).

Estagio Atividade/Resposta
I Sedagdo: Pouca reacdo a estimulos externos. Perda parcial do equilibrio
II Anestesia: Total perda de equilibrio. Sem locomocao

111 Recuperacao: Natacdo normal
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Ap6s a indugao (30 min), os juvenis foram transferidos para aqudrios livre
dos OEs para observacdo do tempo de recuperacdo. Os animais foram considerados
recuperados, quando apresentam natacdo normal e resposta de reacdo a estimulos

externos. O tempo médximo de observagdo na estagio de recuperacdo foi 30min.

Os parametros fisico-quimicos da dgua foram avaliados antes (tempo zero) e
apdés os 30 minutos de exposicio ao OE. A temperatura e os niveis de oxigénio
dissolvido foram avaliados com auxilio de um oximetro digital (HANNA, T160) e pH
da 4dgua foi medido com um peagametro digital (DMPH-2 pH).

Apdés a recuperagdo os animais foram agrupados de acordo com o protocolo
anestésico e transferidos para caixas de 250L, onde foram observados por 24 horas em

relacdo a comportamento anormal ou mortalidade.

4.4 Analises Estatisticas

Todos os dados sdo representados como média + erro padrdo, e foram
submetidos ao teste de Levene para checar a homogeneidade das variincias. A
avaliacdo da atividade anestésica entre os Oleos e entre as duas concentragdes foi
realizada pela andlise de varidncia (ANOVA) seguido do teste Tukey de comparacdo
multipla. Diferencas entre médias foram testadas no nivel de probabilidade de 5%. A
andlise foi realizada usando o software STATISTICA ver. 7,0 (SPSS, Chicago, IL,
EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao ocorreu mortalidade durante a exposi¢ao a 200u L L'e 400uL L' dos 6leos
Citrus testados. Contudo 24 horas apds a exposicdo a 400uL L' dos quatro Oleos
observou-se as seguintes mortalidades: laranja doce 50% animais mortos, laranja
amarga 33.33% animais mortos, limdes tahiti e siciliano apresentaram 16,66% animais

morto sem cada dleo.

A sedagio foi alcancada nas concentracdes 200uL L™ e 400uL. L para todos os
6leos. Os animais expostos a concentracdo de 400uL L' dos 6leos de laranja doce e
laranja amarga apresentaram menor tempo de sedacdo em relagdo aos 6leos de limdes
testados (tabela 2). Na concentracdo de 400uL L' todos os animais foram sedados em
menos de 2 mim e ndo houve diferenca significativa entre os diferentes 6leos (Tabela
2). O etanol na concentra¢io de 3.600uL L' ndo mostrou efeito sedativo e anestésico
em nenhum animal.

Tabela 2. O tempo em segundo de Sedacdo, anestesia e recuperacdo de juvenis de tambatinga
exposta a diferentes concentracdes de 6leos essenciais de Citrus x sp. adicionados a dgua. (n=6).

Concentragio (uL L™ 200 pL L™
Laranja Laranja Limao Limao Siciliano
Doce Amarga Tahiti
Sedacdo (s) 89 + 8,575 103 + 10,755 226 + 16,98 185 +22,65%
Anestesia (s) 172 21,8452 152+ 17,315 617 £ 97,954 348 + 77,6248
Recuperacio (s) 103 + 12,56%° 228 + 32,734° 367 46,714 337 +62,394°
400 pL L™’
Laranja Laranja Limao Limao Siciliano
Doce Amarga Tahiti
Sedacdo  (s) 61,01 +6,0%° 58,6 + 6,0°° 78,8 +4,62%° 74 +10,58"°
Anestesia (s) 197 + 49,695 103,7 £11,41% 299 +72,79% 337 + 57,65
Recuperacio (s) 457 + 61,877 460,5 87,024 215,8 + 54,46"° 706 + 76,387

Letras maiusculas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos
na mesma concentracdo. Letras mintsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica
entre as concentragdes no mesmo grupo.

O tempo de indugdo a anestesia decresceu com o aumento da concentragdo nos
Oleos de laranja amarga e limdo tahiti (P<0,05), mas este comportamento ndo foi
observado para o 6leo de laranja doce e limao siciliano (P>0,05). As concentracdes de
200uL L' e 400uL L' dos diferentes 6leos induziram anestesia nos animais em ate 10
minutos. Nas duas concentracdes testadas os Oleos de laranja doce e laranja amarga

anestesiaram os animais em menos de 3 min e mais rapido do que o observado em
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relacdo aos Oleos de limao (tahiti e siciliano). O 6leo de limao tahiti apresentou
diferenca estatistica (P<0,05) em relacdo aos O6leos de laranja (doce e amarga) na

concentracio de 200uL L™ (Tabela 2).

As tambatingas expostas a 200uL L™ do 6leo de laranja doce apresentaram
tempo de recuperagdo mais rapido (menos que 2min) do que os demais 6leos na mesma
concentracdo (P<0,05). Enquanto que na concentracdo de 400uL L 0 menor tempo de
recuperacao foi observado nos animais expostos ao 6leo de limdo tahiti quando

comparado aos demais 6leos (menos de 4min) (Tabela 2).

A qualidade da dgua dos juvenis de tambatinga apds exposicao aos quatro dleos
manteve-se dentro da faixa adequada a espécie e ndo diferiu estatisticamente entre os

tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Qualidade da 4gua de tambatinga expostas aos 6leos essenciais de Citrus sp. Apos
30min.

Concentragio 200 pL L™’

Controle Etanol Laranja Laranja Limao Limao
doce amarga tahiti siciliano
oD 73+0,5 74+0,7 73+£03 75+£05 73+04 7206
pH 6,0+0,03 55+0,03 55+£0,06 50+0,02 55+0,02 5,0+0,03

Temperatura 27 +0,07 27+0,03 27+0,05 270,01 27+0,02 28+0,02

Concentragio 400 pL L™’

Controle Etanol Laranja Laranja Limao Limao
doce amarga tahiti siciliano
OD 73+0,5 74+0,7 7,0£003 74+£0,05 7,6+0,04 7,1+0,03
Ph 6,0+0,03 55+0,03 45+£0,04 45+0,02 45+0,06 5,0+0,06

Temperatura 27+0,07 27+0,03 27+0,05 27+0,03 27+£0,02 27+0,04

Dados estdo expressos como media + desvio padrio. (n=6) etanol 3.600uL L™
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Os o6leos essenciais sdo os anestésicos naturais mais empregados na drea da
piscicultura (ROSS & ROSS, 2008). Eles correspondem a misturas altamente
complexas e classificadas de acordo com a porcentagem de seus componentes.
Normalmente sua composi¢do quimica apresenta um ou dois constituintes majoritdrios,
0s quais permitem caracterizar a amostra como pertencente a um determinado
quimiotipo. Os componentes principais aparecem entre 20 a 95%, os secundarios de 1 a
20% e os constituintes vestigiais abaixo de 1%, segundo Bakkali et al. (2008). As
analise dos quatro 6leos testados identificou o limoneno como principal constituinte.
Outros estudos, igualmente testando 6leos citricos identificaram este componente como
majoritario e em percentagens semelhantes (SHARMA & TRIPATHI, 2008; BAKALI
et al., 2013; LOPES et al., 2018).

Os o6leos essenciais de plantas deste género (Rutaceae) t€m sido utilizados no
tratamento da ansiedade ou insdnia em humanos (LEHRNER et al., 2005) e 6leos de
diferentes espécies demonstraram resultados promissores em ensaios pré-clinicos com
roedores (CECCARELLI et al., 2004; GARGANO et al., 2008; FATURI et al., 2010).
Efeito sedativo e anestésico foi descrito recentemente para os 6leos essenciais obtidos a
partir da casca de laranja amarga (Citrus x aurantium) e limao tahiti (Citrus x latifélia)
em jundid Rhamdia quelen (LOPES et al., 2018). Estes estudos indicam que por suas
propriedades terapéuticas e principalmente analgésicas estes Oleos (Citrus) podem ser

utilizados na producdo animal como alternativo aos anestésicos sintéticos.

Juvenis de tambatinga expostos a OECS, OECA, OECC, OECL foram sedados e
anestesiados nas duas concentragdes testadas. Em 200uL L os animais mantiveram a
capacidade de reagdo a estimulos externos, mas com redu¢do dos movimentos e perda
parcial do equilibrio. Os animais expostos a 200uL L™ ' dos 6leos de laranja doce e
laranja amarga apresentaram menor tempo (1,7 minutos) para sedacdo em relacdao aos
6leos de limdes. Na concentragdo de 400pL L~ "todos os animais foram sedados em ate
1,3 min nao houve diferenca entre os tempos de sedacdo dos diferentes 6leos, indicando

que os quatro 6leos foram efetivo como sedativos para esse espécie.

O estudo de Lima-Netto et al., (2006) com tambacu (Piaractus mesopotamicus)
X (Colossoma macropomum) em diferentes concentracdes de Oleos essenciais de
manjericado (Ocimum basilicum) (OEOB) e capim limao (Cymbopogon flexuosus)
(OECF) recomenda a dosagens de 10 — 25 — 50uL L para inducdo da sedacio em

juvenis desta espécie. Segundo os autores a sedagdo € um estado precoce da anestesia,
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com a reducdo do metabolismo sem a perda de equilibrio e a utilizacdo de doses mais

concentradas pode ser antiecondmica (ROUBACH et al., 2005).

A eficdcia da anestesia depende de fatores inerentes ao farmaco, a espécie a ser
anestesiada e ao ambiente onde o procedimento serd realizado (GRESSLER et al.,
2017). O tempo de inducdo a anestesia na exposicdo a 400uL L™ nos quatros OEs foi no
mdximo cinco minutos e mais rdpido do que na concentracio de 200uL L. Este tempo
¢ maior do que o tempo méiximo recomendado para que um O6leo seja utilizado como
anestésico, que € de até 3mim (GILDERHUS & MARKING, 1987). Conforme Park et
al. (2008), o tempo indugdo para anestesia é referente a concentragdao do anestésico, pois

concentracdes mais elevadas indicam em tempo de indug¢do mais répida.

Quanto a espécie a ser anestesiada, o estagio de vida, o peso, a condi¢do de
saude, a atividade, a taxa de consumo de oxigénio, a razao entre o peso corporal e a drea
de superficie branquial estd entre os fatores que afetam a taxa metabdlica e
consequentemente a farmacocinética do produto utilizado (ZAHL; SAMUELSEN;
KIESSLING, 2012). Segundo (WALSH & PEASE, 2002) a temperatura da dgua e o
tamanho do peixe reduz o tempo de indugdo a anestesia. Quando maior o animal, menor
a taxa metabdlica, menor consumo de oxigénio, tornando a induc¢do a anestesia mais
prolongada. Maiores concentracdes dos anestésicos sdo necessdrios para induzir a
anestesia nos peixes maiores (ZAHL et al., 2011). Os animais utilizados neste estudo
apresentaram peso uniforme ndo diferindo de tamanho entre os grupos, portanto, o

efeito sobre o tamanho do animal nio foi observado.

Apés a inducdo anestésica, a recuperacdo da anestesia é feita em 4gua
constantemente aerada e livre de sustancia anestésica. O objetivo é o retorno o mais
rapido possivel as fun¢des normais dos sistemas respiratorio e circulatorio, bem como
das atividades sensoriais € motoras aos niveis pré-anestésicos (GRESSLER et al.,
2017). A recuperacdo das tambatinga apds a anestesia foi afetado pelo aumento das
concentracdes anestésicas dos dleos sendo mais répida a recuperacdo na concentracao
de 200uL L' do que com 400uL L (P<0,05). Os animais expostos a 200uL L do éleo
de laranja doce apresentaram tempo de recuperac@o mais rapido (menos que 2 min) do
que os demais 6leos na mesma concentragdo. Enquanto que na concentracao de 400uL
L' 0 menor tempo de recuperacio foi observado nos animais expostos ao 6leo de limdo
tahiti quando comparado aos demais 6leos (menos de 4min). Este tempo de recuperagao

¢ menor do que o observado para jundid Rhandia quelem quando submetidos aos 6leos
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extraidos da casca de laranja amarga e limdo tahiti na concentracdo de 400uL L
(LOPES et al., 2018). Considerando a espécie a ser anestesiado, o tempo ideal de
recuperacdo segundo Gilderhus & Marking (1987) deve ser de no maximo 10 min. As
diferengas entre o tempo de recuperaciao observado na tambatinga em relagdo ao jundid
pode estar relacionado as diferentes porcentagens dos componentes de cada dleo de
Citrus testado, por diferencas no manejo durante os experimentos, principalmente
relacionado a qualidade da dgua e por serem espécies com caracteristicas proprias.
Segundo Gomes et al. (2001) juvenis de tambaqui apresentam o tempo de recuperacio
influenciado pela temperatura da 4gua e o tempo de exposicdo aos diferentes farmacos.
O lambari do rabo amarelo (Astyanax altiparanae) expostos a concentracdo de 125
mg/L. de benzocaina, levaram 5 min para a recuperacdo poés-anestesia (GIMBO &

GONCALVES, 2008).

O efeito anestésico apresentado pelos Oleos essenciais tem sido atribuido a
interagdo positiva dos constituintes presentes em cada 6leo (SILVA et al., 2013).0s OEs
de laranja doce e amarga apresentam em suas composi¢Oes alto teor de Limoneno
(acima de 90%) e menor quantidade de Mirceno (menos de 2%). A composi¢cdo dos
OEs de limdo tahiti e siciliano apresentam na sua constituicao quantidades inferiores de
limoneno (57% e 70% respectivamente) em relacdo aos 6leos de laranja. Os limdes
apresentam em suas composi¢des outros compostos organicos, como o -pipeno (12%),
y-terpipeno (14%) e o a-pipeno (2%), o mirceno (menos de 1,5%). Estas diferencas na
composi¢do podem ter afetado as respostas de atividade dos dleos em relagcdo a sedacdo
e anestesia em tambatingas.

Segundo Kasanen et al. (1996) e Mercier et al. (2009) o constituinte B-pineno
contribui para efeito anestésico pois o enantiomeros D e L de o e B-pipeno, induz a
sedacdo anestésica em camundongos. O y-terpineno é um componente importante, pois
aumenta a liberacdo de dopamina no cérebro de ratos (FUKUMOTO et al., 2006).

Foi demonstrado em camundongo efeito sedativo do limoneno no SNC. Apds absor¢ao
do limoneno, ao atingir a circulacdo sanguinea, ocorre um efeito depressor no SNC,
proporcionando agdes calmante e sedativa (VALE, 2002).

A efetividade do anestésico pode estar relacionada com inimeros fatores. A
qualidade de 4agua € determinante, pois, a dgua é o meio no qual se realiza o
procedimento de anestesia e seguidamente a recuperacgdo, interferindo diretamente no

tempo de indugdo para que os peixes alcancem cada estigio (OLSEN et al., 1995;
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STEHLY & GINGERICH, 1999). Fatores ambientais como a temperatura da agua, o
pH, a salinidade e a dureza da d4gua podem afetar a taxa metabdlica alterando a absorcao
e a margem de seguranca do anestésico (ZAHL, et al., 2011). Dentre estes fatores
capazes de influenciar a atividade anestésica em animais aqudticos, apenas a
temperatura da 4gua e a salinidade foram avaliadas em peixes expostos a Oleos
essenciais (GRESSLER et al., 2017).

Em temperaturas mais altas, a perfusdo branquial é maior, possibilitando a
absor¢do mais rdpida do farmaco, enquanto que em temperaturas mais baixas sao
necessdrias concentracdes mais altas e/ou tempo de indu¢do mais prolongados
(HIKASA et al., 1986, HOSKONEN & PIRHONEN, 2004). Neste estudo a temperatura
da dgua foi de 27°C e as tambatingas atingiram todos os tempos de inducdo
(sedacao/anestesia e recuperacdo) mais rapido do que o tempo observado em Jundid, na
concentracdo de 400uL L", mas em temperatura de 23°C (Lopes et al., 2018). Portanto,
as temperaturas verificadas em ambas as concentracdes testadas se mantiveram com
27°C, favorecendo os estdgios de anestesia e a recuperacao dos peixes.

O anestésico utilizado deve ser eficiente em baixas concentracdes, € também
deve ser seguro para os manipuladores e o meio ambiente. Fatores praticos como baixo
custo e facilidade tanto na obtencdo quanto na aplicagdo também devem ser
considerados quando se opta por um determinado produto (GRESSLER et al., 2017).
No entanto, o principal determinante na escolha de um anestésico deve ser o
conhecimento da sua farmacodinamica. O farmaco deve ser capaz de reduzir o estresse
e ndo causar efeitos colaterais de maneira expressiva ou permanente (KEENE et al.,
1998). Desta forma a escolha deve ser feita de maneira criteriosa, de preferencia

observando a maior eficacia possivel.
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6 CONCLUSOES

Os resultados mostraram-se promissores com o uso dos quatros OEs de Citrus
testados nas concentracdes de 200uL L' e 400uL L' considerando que ambas as
concentracdes induziram a sedacdo e anestesia dentro o tempo ideal segundo a
literatura. Considerando que na concentracio de 400uL L ocorreu mortalidade de

alguns animais apds 24 de exposi¢cdo essa concentragdo deve ser evitada.
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~ LAUDO TECNICO
¢ FERQUIMA Oleo Essencial de Laranja Doce

{Citrus auramtium var. dulcis)

CAS Number: 8008-57-9 INCI: Citrus aurantium dulcis Peel Oil
itens Controlados Especificagoes
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Impurezas Isento
Odor Caracteristico, citrico, doce
Densidade (20°C) 0,830 — 0,860
Indice de Refracio (20°C) 1,465 — 1,485
Principais componentes d-imoneno = 96% a-pineno = 0,5%
(valores aproximados) Mirceno = 1,8% Sabineno = 0,3%
Obtencio Prensagem a frio da casca dos fruios
Qrigem Brasil
Obs.: ndo contern OGM nem foi uliizado para teste em animais.

Recomendacoes Especiais
Manusaio Uso de luvas, Gculos de seguranga ampla visdo recomendavel. Mo ingerir. Evitar
contato com a pele, olhos e mucosa. Se isso ocomer, lavar imediatamente com Sgua
limpida em abundancia. Em caso de derramamenta, absorver o matenal derramado
com material absorvents (arsia, tema).

Fascos Produio '8 lemperaiira acima 08 4605, PO provocar IMtagac ou alergia na
pele.

Incendio Caso haja fogo, ullizar exBntor de pé quIMIcs seco & Agua em forma de nebina, neo
utilizando jatos de dgua para ndo espalhar o produto. Usar equipamento de protegio
individual.

Explosividade Nenhum perigo em condigbes normais.

Uso Este produto desting-se ao uso profissional / industrial @ como é elaborado a partir de
substincias naturais pode apresentar pequenas variagies de cor e cromaiografia sem
causar qualquer problema na parformance do produto.

Armazenamsnta Armazenar em local seco, longe de umidade e do calor, protegido da luz, em recipienie
oniginal bam vedado. Mo reutilzar 8 embalagem vazia.

Transporte Nimero de riscoe:30 / Nimero da ONU:1168 [ Classe ou Subclasse de risco: 3 7
Descricio da classe ou subclasse: Liguidos Inflaméveis / Grupo de Embalagem: [

Az informagdes contidas nesta publicacao representam o melhor da nosso conhacimento. Entratanto,
nada agui mencionado deve ser entendido como garantia de uso. Os consumidores devem efefuar seus
priprios ansaics para detarminar a viabilidade da aplicagao.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus CRQ: IV 04330754
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" LAUDO TECNICO
FERQUIMA Oleo Essencial de Limdo Siciliano

(Citrus limon)

CAS Number: 84929-31-7 IMCI: Citrus limon Peel Gil

itens Controlados Especificagoes

Aparéncia Liguido Limpido

Cor Amarelo esverdeado

Impurezas Isento

Odor Caracteristico, citrico

Densidade (20°C) 0,835 — 0,865

Indice de Refracio (20°C) 1,465 — 1,485

Principais componentes d-imomeno = 70%  y-Termpineno = 9%

(valores aproximados) B-pineno = 11% a-pineno = 2 %

Mirceno = 1,5 % Geranial = 1 9%

Obtengdo Prensagem a frio dos frutos.

Origem Brasil

Obs.: ndo contern OGM nem foi utilizado para teste em animais.

Hecomendacoees Especiais

Manussio Uso de hevas, Gculos de seguranga ampla visdo recomendével. Mo ingerir. Evitar
contato com a pele, olhos e mucosa. Se isso ocomer, lavar imediatamente com Sgua
limpida em abundancia. Em caso de derramamento, absorver o matenal derramado
com matarial absorvente (arsia, tama).
Riscos Produto inflaméwvel a temperatura acima de 46°C. Pode provocar imitagio ou alergia na
pede
Incéndic Caso haja fogo, ulizar exBntor de pé QUIMICT S2c0 & AgUa em forma de neblna, nao
ulilizando jatos de dgua para ndo espalhar o produto. Usar equipamento de protegio
individual.
Ex wvidade HNenhum perigo em condicbes nonmais,
Uso Eate produto desting e ag uso profissional / industrial @ como é elaborado a partir de
substncias naturais pode apresentar pequenas variagies de cor e cromaiografia sem
CAUSET er problema na parformance do produto.
] r, protegide da luz, em recipienie

Lt VEEIE.
Mimero de risco:30 / Mimero da Onu2318 7 Classe: 3 7 LICUIDD INFLAMAVEL

As informagdes confidas nesta publicagao representam o melhor da nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve sor entendido como garantia de uso. Os consumidoras devem afafuar seus
priprios ensaics para determinar a viabilidade da aplicagao.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus CRQ: IV 04330754
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LAUDO TECNICO

FERQUIMA Oleo Essencial de Limao Tahiti
(Citrus aurantifolia)
CAS Number: 8008-26-2 INCI: Citrus aurantifolia Oil
itens Controlados Especificagoes
Aparéncia Liguido Limpido
Cor Verde
Impurezas Isento
Odor Caracteristico, citrico
Densidade (20°C) 0,855 — 0,875
Indice de Refracio (20°C) 1,470 — 1,490
Principais componentes d-imomeno = 57%  y-terpineno = 14%
(valores aproximados) B-pineno = 12% a-pineno = 2 %
Mirceno = 1,5 % Geranial = 1,5 %
Obtengdo Prensagem a frio dos frutos.
Origem Brasil
Obs.: ndo contern OGM nem foi utilizado para teste em animais.

Hecomendacoees Especiais

Manussio Uso de hevas, Gculos de seguranga ampla visdo recomendével. Mo ingerir. Evitar
contato com a pele, olhos e mucosa. Se isso ocomer, lavar imediatamente com Sgua
limpida em abundancia. Em caso de derramamento, absorver o matenal derramado
com matarial absorvente (arsia, tama).
Riscos Produto inflaméwvel a temperatura acima de 46°C. Pode provocar imitagio ou alergia na
pede
Incéndic Caso haja fogo, ulizar exBntor de pé QUIMICT S2c0 & AgUa em forma de neblna, nao
ulilizando jatos de dgua para ndo espalhar o produto. Usar equipamento de protegio
individual.
Ex wvidade HNenhum perigo em condicbes nonmais,
Uso Eate produto desting e ag uso profissional / industrial @ como é elaborado a partir de
substncias naturais pode apresentar pequenas variagies de cor e cromaiografia sem
CAUSET er problema na parformance do produto.
] r, protegide da luz, em recipienie

Lt VEEIE.
Mimero de risco:30 / Mimero da Onu2318 7 Classe: 3 7 LICUIDD INFLAMAVEL

As informagdes confidas nesta publicagao representam o melhor da nosso conhecimento. Entretanto,
nada aqui mencionado deve sor entendido como garantia de uso. Os consumidoras devem afafuar seus
priprios ensaics para determinar a viabilidade da aplicagao.

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus CRQ: IV 04330754
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