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RESUMO

REGINATO, LUCIANO AMADEU. M. CF, Universidade Vila Velha — ES, setembro
de 2022. Respostas de estresse em lambari (astyanax lacustris)
anestesiado com o6leo essencial de erva cidreira (lippia alba). Orientador:
Dr. Levy de Carvalho Gomes.

O transporte e manuseio de peixes ocasiona estresse nos individuos e interfere
diretamente em suas atividades naturais, sendo necessario sua anestesia para
diminuicdo da letalidade e lesdes traumaticas advindas pelo transporte. Os
anestésicos utilizados atualmente sao majoritariamente sintéticos e com custo
elevado de obtencdo, mas existem compostos naturais e com custos menores
que apresentam a mesma fungéo, como o 6leo essencial de Lippia alba (OELA).
Porém, os dOleos sdo substancias hidrofébicas e necessitam da utilizagdo de
dispersantes para maior diluigdo do produto e maior aproveitamento. Ademais,
o presente trabalho teve como objetivo verificar as respostas de estresse
causadas pela anestesia utilizando o 6leo essencial de Lippia alba em lambaris
(Astyanax lacustris) em nivel molecular e celular, com utilizagdo de etanol como
dispersante e tween. Apds a anestesia e recuperacao dos individuos, a partir da
coleta de sangue foi realizada a dosagem de glicose e lactato e posteriormente
a dosagem de cortisol. Para a analise da expressao génica da enzima HSP 70
utilizou-se o figado para obtengcédo de DNA complementar e posterior andlise de
PCR em tempo real. Os animais anestesiados com OELA na concentragao de
250 ul/L com dispersante tween e etanol por um periodo de 10 minutos, 90,75%
se encontraram anestesiados profundamente (estagio lll). O dispersante tween
e etanol apresentaram diferenca significativa (p<0,05) quando comparados
apenas no estagio Il de anestesia em 10 minutos. A glicose apresentou aumento
logo ap6s a anestesia utilizando OELA na concentracdo de 250 ul/L com
dispersante tween e etanol, mas apresenta diminuicdo posterior na exposigéo de
10 minutos. O lactato teve uma diminuigdo em relagdo ao grupo controle nas
duas situagdes. O cortisol teve um aumento nos grupos anestesiados em relagao
ao grupo controle. A expressao génica da enzima HSP 70 ndo apresentou
diferencga significativa entre os grupos controle, tween com OELA e etanol com
OELA. A anestesia dos animais por um periodo de 15 minutos apresentou alta
taxa de letalidade dos organismos (66,66%) e alta glicose sanguinea. Portanto,
nota-se que o OELA é um anestésico eficiente e seguro para Astyanax lacustris
no tempo de anestesia de 10 minutos, nao acarretando estresse, e podendo ser
utilizado para manejo e transporte de individuos por menor custo e com
seguranga para 0s animais.

PALAVRAS CHAVES: Lippia Alba - Anestésico — Estresse — Oleo Essencial —
HSP70 — expresséo génica.



ABSTRACT

REGINATO, LUCIANO AMADEU. M. CF, University of Vila Velha — ES,
September de 2022. Stress responses in lambari (Astyanax lacustris)
anesthetized with lemon balm essential oil (lippia alba). Advisor: Dr. Levy de
Carvalho Gomes.

The transport and arrivals of fish directly interfere with their natural activities,
requiring their anesthesia to increase the lethality and traumatic ad transport. The
Compounds All the compounds are essentially synthetic and cost-heavy high-
cost, but they exist on the same basis as the smaller OELA work. However,
hydrophobic substances are important in the use of dispersants for greater
product dilution and greater use. In addition, the work aimed to control the cellular
stress responses presented by anesthesia using the essential oil of Lip alba in
lambaris (Asstyanax lacustris) at the molecular level and tween, using ethanol as
a dispersant and tween. After anesthesia and capacity tests, from the blood
collection, glucose and lactate analysis was performed and later the cortisol
measurement. For the analysis of the gene expression of the HSP 70 enzyme,
the power to complement the DNA and subsequent real-time PCR analysis was
used. The animals anesthetized with OELA at a concentration of 250 ul/L with
tween dispersant and ethanol for a period of 10 minutes, 90.75% were deeply
anesthetized (stage lll). The tween and ethanol significantly differed (p<0.05)
when compared only in stage Il anesthesia in 10 minutes. Glucose presented
shortly after anesthesia using OELA at a concentration of 250 pl/L with dispersant
between and ethanol, but shows further increase at 10 min exposure. Lactate
had an increase in relation to the control group in both situations. Cortisol was
increased in the anesthetized groups compared to the control group. The gene
expression of the HSP 70 enzyme showed no significant difference between the
control, tween with OELA and ethanol with OELA groups. Anesthesia of the
animals for a period of 15 minutes showed a high lethality rate of the organisms
(66.66%) and high blood glucose. Therefore, OELA is a little bit more efficient for
Astyana in 10 minutes stress time and can be used to manage and transport to
smaller animals cost and safely.

KEYWORDS: Lippia Alba - Anesthetic - Stress - Essential Oil - HSP70 - gene
expression.



INTRODUGAO

1.1 ANESTESICOS EM PEIXES

O manuseio e o transporte de peixes € uma situacao estressante e que
demanda energia, obtida através de glicogendlise, glicogénese e aumento na
producdo de proteinas (MOMMSEN et al., 1999; PANKHURT, 2011). Qualquer
estimulo ou manejo que cause estresse pode gerar uma ou mais mudancas
fisiolégicas e\ou de comportamentos, que podem ocasionar diminuicdo da
alimentagao, mudancga na natacao, sensibilidade, e consequentemente atrasar

o crescimento e a mortalidade (BARTON, 1997).

A utilizacdo de anestésicos, advindos de forma sintética ou natural, em
concentragdes sedativas durante o manuseio de peixe tem sido um instrumento
essencial para diminuir os estimulos, sensibilidade, tempo de natacao e estresse
dos peixes (ROSS E ROSS, 2008; ZAHL et al., 2010, ASADI et al., 2018; SOUZA
et al., 2015; ZEPPENFELD et al., 2016). Seu uso como sedativo para manuseio
iniciou-se a partir de observagbes dos indios americanos que depositavam
Rodenona (Derris elliptica) para sedar e capturar os peixes na natureza (GIMBO,

2008).

Atualmente, sabe-se que o0s anestésicos sao eficientes na redugao ou
diminuicao do estresse aos peixes, na reducio de estimulos visuais, no consumo
de oxigénio e na mobilidade dos peixes, evitando assim lesdes traumaticas
durante o manuseio do animal e transporte, diminuindo a taxa de mortalidade.
(CUNHA et al., 2010). Mesmo a anestesia parecer diminuir o impacto de agentes

estressores, € importante a determinagdo de concentragdes seguras dos
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farmacos com propriedades anestésicas para se evitar efeitos adversos na
pratica, pois a uso de quantidade excessiva de anestésico pode promover
alteracdes metabdlicas e até a morte dos animais (PARK et al., 2008; Souza et

al., 2017).

Os anestésicos mais usados nas pisciculturas sdo o MS 222 (tricaina
metanosulfonato), 2-fenoxietanol e a quinaldina, que possuem custo elevado, o
que dificulta a aquisi¢cao pelos pequenos criadores, evidenciando a necessidade
da obtencado de anestésicos de origem natural que apresentam baixo custo de
obtencdo. Dentre os produtos naturais que vem sendo estudados, tem-se os
Oleos essenciais, como de Lippia alba, Ocimum gratissimum e Aloysia triphylla,
que apresentam propriedades anestésicas em organismos aquaticos e vem
apresentando resultados satisfatérios (AZAMBUJA et al., 2011; BENOVIT et al.,

2012; PARODI et al., 2012; SILVA et al., 2012).

As respostas metabdlicas e antioxidantes dos peixes submetidos a
anestésicos ainda é pouco investigada (TONI et al., 2015; PARODI et al, 2012),
necessitando de mais pesquisas na area. Embora as substancias anestésicas
vem sendo utilizadas para minimizar estes efeitos estressantes. (CUNHA et al

2010).

1.2 OLEOS ESSENCIAIS COMO ANESTESICOS PARA PEIXES

O uso de dleos essenciais extraidos de plantas, como Lippia alba e
Syzgium aromaticum, utilizados como anestésico para peixes parece ser uma
opgao viavel frente ao alto custo e dificuldades em aquisicdo dos produtos

quimicos disponiveis no mercado para esta finalidade. (CUNHA et al. 2010;
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AWAAD, 2017). O ¢leo de cravo da india (Syzgium aromaticum), o qual possui
como principal constituinte o eugenol, foi reconhecido como anestésico efetivo

para sedar peixes (SOTO & BURHANUDDIM, 1995).

O Eugenol é um depressor do sistema nervoso central, utilizado
principalmente em odontologia e medicina como antisséptico, analgésico e
anestésico (DAVIDSON et al., 2000), possui acdo efetiva em baixas
concentragdes, reduzindo o estresse, segundo estudo em salmao do Atlantico
(Salmo salar), constituindo baixo custo, facil aquisicdo e é uma mistura de

substancias orgéanicas segura para o meio ambiente (IVERSEN et al., 2013).

O género Lippia inclui aproximadamente 200 espécies de pequenos
arbustos. A Lippia Alba (erva cidreira) é uma planta medicinal nativa e muito
usada na América Central, na Africa do sul e no Sul dos Estados Unidos Da
América. O o6leo essencial das folhas desta planta € um anestésico e vem se
mostrando uma alternativa viavel como anestésico em peixes (SOARES &
TAVARES - DIAS 2013; TERBLANCHE & KORNELIUS, 1996; HENNEBELLE et

al., 2008).

Dentre os oleos essenciais, a Lippia Alba (erva cidreira) tem sido a
espécie mais estudada do género, do ponto de vista farmacoldgico e o Oleos
essenciais de Lippia alba (EOLA) tem beneficio a saude como: atividade anti-
inflamatéria, ansiolitica e propriedades bioativas. A Lippia Alba é facil de ser
cultivada, possui um grande potencial agronédmico, com um desenvolvimento
rapido, propagacgéao clonal e rusticidade, sendo promissora para as industrias
quimicas e farmacéuticas (YAMAMOTO et al. 2008; SACCOL et al., 2013). As

atividades sedativas e miorrelaxante de Lippia Alba ja sao utilizadas pela
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medicina popular e ja foram evidenciadas em roedores (ZETOLA et al., 2002).

A atividade neurossedativa de LA ja estudada em diversos espécie
aquatica. Em jundia (Rhamdia quelen) observou a eficacia anestésica com
diminuicao dos niveis de cortisol plasmatico sem alterar o odor e sabor dos filés,
sendo usada nas concentracbes de 5 a 500 yL L em tempo maximo de

observagédo igual a 30 minutos (CUNHA et al., 2010).

Os anestésicos sdo agentes quimicos ou fisicos, que com o aumento da
exposi¢cao ou da concentragdo, sedam um animal e depois causam perda de
mobilidade, equilibrio, consciéncia e das reacodes reflexas, por evitarem o inicio
e conducgao do impulso nervoso (SUMMERFELT & SMITH, 1990). Em peixes, os
estagios de anestesia se dividem em cinco estagios (Tabela 1), sendo o ultimo a

morte do animal, notaveis em comportamento.

Tabela 1. Estagios de anestesia em peixes*

Estagios | Descrigao Comportamento

0 Normal Reativos a estimulos externos; batimentos
operculares normais; reagao muscular normal.

1 Sedacao leve Natacdo agitada, aumento  movimento
opercular, reativo a estimulos externos.

2 Sedacao profunda | Perda parcial equilibrio e ténus muscular,
queda do movimento opercular.

3 Anestesia Perda total equilibrio e tbénus muscular,

profunda batimento opercular lento.
4 Colapso medular Parada da ventilagdo e morte eventual.

*Modificada de Ross & Ross 2008.

1.3 ESTRESSE EM PEIXES EXPOSTOS AOS ANESTESICOS

Os peixes expressam um conjunto de respostas fisiolégicas frente ao fator de
estresse, que consistem no reconhecimento do estressor pelo sistema nervoso
central, na qual sdo notadas as reag¢des hormonais do eixo Hipotalamo-hipéfise-
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interrenais (HHI), e com liberagcao das catecolaminas e do cortisol (BARTON &
IWANA, 1991). O aumento de catecolaminas e de cortisol plasmatico resulta em
aumento da atividade cardiaca e respiratéria, alterando a circulagédo e a
capacidade de trocas gasosas nas branquias. Além disso, causam alteracdes no
desbalan¢o de sodio (Na+), cloro (Cl-), potassio (K+) e aménia plasmaticos

(MOMMSEN et al., 1999).

Para se proteger contra o estresse oxidativo, os organismos desenvolveram
defesas antioxidantes, que incluem enzimas como superdoxido dismutase e
catalase (SABERGO et al., 2015) que auxiliam na detecgdo de estresse.
Ademais, a glicose plasmatica tem um importante papel no metabolismo de
peixes, sendo outro importante indicador juntamente com Cortisol, para

diagnosticar a ocorréncia de estresse fisiolégico (WEDEMEYER et al., 1990).

Em um estudo realizado utilizando Lippia Alba como anestésico em
tilapias, ndo se detectou nenhuma morte apds quatro horas de transporte dos
peixes, além de notar-se que os niveis de glicogénio e lactato no figado e
musculo foram significativamente menores em todos os grupos transportados
com a Lippia Alba em comparagdo com grupo controle (sem anestésico)
(SALBEGO et al, 2017). Em comparagao, um estudo utilizando benzocaina na
agua dos tanques de transporte de Matrinxa (Brycon amazonicus), notou-se o
aumento dos niveis de cortisol plasmatico, concluindo que ndo houve diminuigao

da resposta fisioldgica ao estresse do transporte (HOSHIBA et al 2009).

E valido ressaltar também que variagdes minimas na dose de benzocaina
podem provocar alteragdes significativas na glicose sanguinea e glicogénio

hepatico, sugerindo cuidado a utilizagdo do mesmo para prevenir a morte ou
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injuria fisica pelo uso de concentracao inadequadas (CARNEIRO et al., 2002).

1.4 DISPERSANTES PARA OLEOS ESSENCIAIS

Os efeitos anestésicos e sedativos do EO de Lippia alba foram
comprovados em inducdo anestésica de varias espécies de peixe (CARNEIRO
et al., 2002; BENOVIT et al., 2012; HOHLENWERGER et al., 2016; CUNHA et
al., 2017; ALMEIDA et al., 2019). Entretanto, os EO s&o imisciveis em agua,
sendo necessario um tensoativo para tornar o produto efetivo. Essas substancias
apresentam em sua estrutura molecular uma regido apolar e outra polar e, que
levam a formacdo de emulsGes agua em 6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A).
Portanto, reduzem a tenséo interfacial entre os liquidos, diminuindo, assim, a
energia necesséria para dispersar um liquido do outro, dividindo uma das fases
do sistema heterogéneo em pequenos glébulos, o que resulta em um aumento

consideravel da superficie de contato e mistura de fases (ELFIYANI et al., 2017).

O etanol € o produto mais utilizado para esse fim, geralmente na
proporcao de 1:10. Com a utilizac&do do etanol é perceptivel a formacdo de um
sistema heterogéneo, em que o EO fica na superficie do tanque enquanto o
solvente se dilui na agua, o que dificulta a disponibilidade de compostos e,
consequentemente, a sua absorcao pelos animais (POSTAY et al. 2019). Um
estudo realizado por POSTAY (2019), demostrou que a formacéo de emulséo de
6leo de Lippia alba em Polisorbato 20 (Tween20) antecipa a inducao anestésica
comparado com a solugdo de etanol. Obtendo assim uma indugcdo mais rapida
de anestesia, concluindo que houve aumento da miscibilidade do 6leo na agua

no processo de anestesia por imerséo.
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1.5 ASTYANAX LACUSTRIS (LAMBARI)

O lambari (Astyanax lacustris) € uma espécie de peixe de pequeno porte
que atinge cerca de 10 a 15 cm de comprimento, chegando a atingir 60 gramas
de peso, possui habito alimentar onivoro, seu crescimento € rapido
(RODRIGUES et al., 2013) e é encontrado exclusivamente na América do Sul
(DIAS et al., 2018). Podem existir cerca de 100 espécies deste género, que
ocorrem na América Central e do sul, sendo largamente presentes nas bacias
hidrograficas brasileiras (BALDISSEROTTO & GOMES, 2013). A espécie é
conhecida por sua facilidade reprodutiva, por se reproduzir varias vezes ao ano.

(ORSI, 2010)

Nao existem dados oficiais sobre a producao desta espécie em cativeiro,
mesmo sendo uma espécie promissora para a piscicultura brasileira e tdo pouco
existem pesquisas com Astyanax lacustris (RODRIGUES et al., 2013). Segundo
Gongalves et al., 2012 a espécie tem grande potencial econdmico e também
pode ser utilizada como isca para pesca esportiva, € bem aceita como petiscos

e por estas razdes o cultivo pela aquicultura esta aumentando.

Figura 1. Foto de astyanax lacustris sob balanga analitica.
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1.6 HIPOTESE

H1: Lippia alba como anestésico ndo causa estresse no lambari (Astyanax

lacustris) submetidos a anestesia por esta substancia.

HO: Lippia alba como anestésico causa estresse em lambari (Astyanax lacustris)

submetidos a anestesia por esta substancia.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar as respostas de estresse bioquimico e expressao génica
causada pelo manuseio de lambari (Astyanax lacustris) apds a exposigao a

Lippia Alba como anestésico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mensurar niveis de cortisol sérico dos peixes submetidos a anestesia
com Lippia Alba em comparagdo com nao submetidos a anestesia;

e Mensurar niveis plasmaticos de glicose e lactato;

e \erificar se o uso do anestésico bloqueia a resposta do estresse no
manuseio do animal;

e Verificar qual solvente é mais efetivo alcool x T20, como dissolvente no
anestésico.

e Observar a expressao genica da enzima HSP 70 no figado do animal;

e Observar se o tempo de exposicdo ao anestésico pode influenciar na

resposta do estresse.
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3. METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Todos os procedimentos foram em conformidade com o estabelecido pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Vila Velha (CEUA —

UWV).

Foram utilizados juvenis de lambari (Astyanax lacustris) com
aproximadamente 3 meses de idade, 7.77 gr com DP de + 2.47 e tamanho de
7.64 cm com DP de 0.90, procedentes de um produtor privado da regido de
Itaguagu - ES. Os peixes foram transportados para o laboratorio na Universidade
Vila Velha e condicionados por 90 dias em um tanque de 500 L com aeracéo
constante e sistema de filtragem com recirculacdo de agua. Os peixes foram
alimentados duas vezes ao dia com uma ragcdo comercial contendo 28% de
proteina. Durante o periodo de aclimatacdo, a qualidade da agua foi monitorada
a cada 5 dias por meio do pH, oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade e
dureza. Todas as coletas de material foram realizadas na parte da tarde visto
gue os peixes, quando submetidos a um ciclo diario de luz/escuro evidenciam
um padrao de atividade locomotora que os podem classificar como diurnos,
noturnos e crepusculares (HERRERO et al, 2003; SCHULZ e
LEUCHTENBERGER, 2006; BLANCO-VIVES e SANCHEZ-VAZQUEZ, 2009).
Portanto o ciclo luz/escuro tem sido considerado um importante fator ambiental
sincronizadores do ritmo bioldgico, sendo um fator importante para sincronizagao
do ritmo de atividade em peixes (VERA et al., 2007). Portanto o efeito do ciclo

circadiano foi levado em consideragao para a analise dos dados bioquimicos.
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3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado em 2 etapas, sendo a primeira com 72 peixes
distribuidos aleatoriamente em 3 grupos e avaliados nos tempos 0, 12, 24 e 48
horas apés a anestesia por Lippia alba, e a segunda realizada também com 72
peixes distribuidos em 3 grupos e submetidos a 3 tempos de inducao (10, 15 e
20 min) do anestésico. Ambos seguiram um delineamento inteiramente

casualizado em esquema de parcelas subdivididas.

Na primeira etapa 72 peixes foram divididos em trés tratamentos (n=24
cada) (Figura 2): 1) controle sem anestésico; 2) Lippia alba (250 pg/L de agua)
disperso em etanol (1:10); 3) Lippia alba (250 ug/L) disperso em T20 (1:1000)
(Tween® 20). A concentracao foi escolhida com base no estudo de Cunha et al.

(2010) com Rhamdia quelen

ApO6s o periodo de aclimatacdo, os animais foram submetidos
individualmente a 10 minutos de inducdo anestésica em aquarios de 6 L,
contendo 2 L de agua. O tempo para atingir os diferentes estagios
comportamentais de anestesia foi avaliado de acordo com Ross e Ross (1999)
— (Tabela 1). Ap6s a anestesia, os peixes foram colocados individualmente em
outros aquarios de 20 L isento de OELP com aeracdo constante para monitorar
o tempo de recuperacdo. Os animais foram considerados recuperados quando
demonstraram natacdo normal e reacao a estimulos externos (Tabela 1). Apos
a recuperacao, os peixes foram reavaliados nos seguintes momentos (n=6 para
cada momento): 0, 12, 24 e 48 h apds a anestesia. Conforme mostra a figura

abaixo.
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Figura 2. Desenho do experimento |.

O segundo experimento (Figura 3) continham 03 grupos colocados em
cenarios diferentes e com tempo de indugao anestésico distintos (10, 15 e 20
min) com o intuito de analisar se o tempo de indugédo do OE da Lippia alba é um
fator estressante ao animal. Foram utilizados um grupo controle, um grupo com
OE disperso no etanol e um terceiro grupo de peixes a indugao anestésica no do
OE disperso no polissorbato 20 na concentragdo 1:1000. Foram anestesiados 6
peixes para cada combinag&o de tempo e tratamento.

Cada animal foi utilizado apenas uma vez. Foram anestesiados em
aquarios individuais de 6L contendo 2L de agua. O tempo de exposicao foi de
10, 15 e 20 minutos. (temperatura - 23,8 £ 0,2°C). ApOs a exposicao, 0s peixes
foram transferidos para um aquario de recuperagéo de 30L contendo 20 L de
agua, com auséncia de EO e aeragao constante. Os animais foram considerados
recuperados quando demonstraram natagcdo normal e reagdo a estimulos
externos (Tabela 1).

Apods cada etapa dos testes foram coletados sangue da veia caudal, com

seringa heparinizada.
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Figura 3. Desenho do experimento Il.

Com as amostras de sangue foram realizadas as analises de glicose com
aparelho portatil da marca On-Call® Plus — Acon Laboratétio, INC —California -
USA, e lactato em um aparelho portatil Modelo TD-4261 — Eco Diagndstica LTDA
- Corinto — MG - Brasil, e uma aliquota de sangue foi centrifugado (3000G -10
minutos) e estocado em freezer -80 °C para analise da concentragao de cortisol
plasmatico por meio do teste de ELISA. O figado do animal foi acondicionado
em frascos Eppendorf com RNA later para analise molecular do gene relacionado

a enzima HSP 70.

Para andlise de estatisticas os dados obtidos foram avaliados em relacéo
a normalidade e homogeneidade de variancias e apresentados como meédia e
desvio padrdo para dados paramétricos. Posteriormente foi aplicada uma
Andlise de Variancia de dois fatores (tratamento, tempo e tratamento*tempo),
seguida do teste de Ducan (p <0,05) no programa SAS. Para analise do segundo

experimento foi utilizado o test t.
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4 ANALISES E RESULTADOS.

4.1 ANALISE COMPORTAMENTAL EXPERIMENTO |

Em relacédo ao estagio | de anestesia (tabela 1, sedacgao leve), observa-
se que nao houve diferenga estatistica entre os animais submetidos a anestesia
com OE de LA na concentragao (250 pg/L de agua) disperso em etanol (1:10) ou
o0 OE de LP na concentracdo de (250 ug/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween®
20) (Figura 4). Portando para atingir a sedacao leve (estagio I) ndo existe
diferenca estatistica entre os dispersantes Etanol e T20 na espécie Astyanax

lacustris.

Distribution of TEMPO

=
40
8
£
20
\_

1]
it |
20
=
g 15 \\
[2H]
o g \
5 \
o \-"—‘—-—-—__
Ll
5 ET —_— 1O o o e
5
=TT —] & |
[

0 50 100 150

TEMFO

Maormal Kemel

Figura 4. Avaliagcao do estagio | de anestesia por tratamento (T20 x Etanol). A

analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA e posteriormente o teste t para
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comparagao dos tipos de tratamentos com 95% de confiabilidade. ET = Etanol;
TT = Tween 20.

De acordo com os resultados obtidos (Figura 5) observou-se uma
diferenga estatistica entre os animais submetidos a anestesia com OE de LA na
concentragao (250 ug/L de agua) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP na
concentragdo de (250 pg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20).
Estatisticamente para atingir o estagio Il de anestesia o Tween20 mostrou-se

mais eficaz na espécie Astyanax lacustris.
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Figura 5. Avaliacdo dos estagios Il de anestesia por tratamento (T20 x Etanol).
A analise estatistica foi realizada utilizando AVONA e posteriormente o teste T
para comparacao dos tipos de tratamentos com 95% de confiabilidade. ET =

Etanol; TT = Tween 20.

25



Nao houve diferenca estatistica entre os animais submetidos a anestesia
com OE de LA na concentragéo (250 pg/L de agua) disperso em etanol (1:10) ou
o0 OE de LP na concentracéo de (250 pg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween®
20) (Figura 6). Portando para atingir o estagio lll ndo existe uma diferenca

estatistica entre o diluentes ET ou TT.
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Figura 6. Avaliagdo do estagio Ill de anestesia por tratamento (T20 x Etanol). A
analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA.e posteriormente o teste T para
comparacao dos tipos de tratamentos com 95% de confiabilidade. Etanol;
Tween20.

Portanto em relacdo ao dispersante Tween x Alcool, podemos dizer que
existe uma diferenga estatistica apenas para atingir o estagio Il, demais estagio
nao houve diferenga estatistica. Com o estudo pode-se observar o

comportamento do animal, com a dose de 250 pg/L exposto a 10 minutos em
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imersao na solugao anestésica, apenas 5 animais nao atingiram o estagio Ill de
anestesia profunda, o que significa 9,25% da amostra e a grande maioria atingiu
o estagio Ill. Nao houve morte de nenhum animal com esta dose neste tempo de
exposicao, o que conclui que este tempo de exposi¢cao e a dosagem de 250 ug/L
€ segura para esta espécie de peixe. Nenhum animal atingiu o estagio IV (morte,
Tabela I)

Em relagdo ao tempo de recuperagdo também nao houve diferenga

estatistica, conforme podemos ver na figura 07.
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Figura 7. Avaliagao da recuperacao pos anestesia por tratamento (T20 x Etanol).
A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA e posteriormente o teste T
para comparagao dos tipos de tratamentos com 95% de confiabilidade. ET -

=nEtanol; TT = Tween?20.
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Tabela 2. ANOVA comparativo por tipos de tratamentos. Dados expressos em

média e desvio padrdo. NS = n&o significativo; * = ndo significativo.

Etanol T20
Estagio 1 72.88+ 27.49a 71.33+ 28.69a
Estagio 2 245.96 + 132.05a 164.50 + 72.94b
estagio 3 405.90+103.83a 435.26 +124.62a
Recup 251.13+52.15a 264.30 £119.52a

4.2 ANALISE BIOQUIMICAS DO EXPERIMENTO |

Varios autores tem investigado a resposta ao estresse em peixes e todos
avaliam os niveis de cortisol e seu aumento com um indicador de resposta ao
estresse (SAMALL, 2003; KOAKOSKI et al., 2012). No estresse a liberacdo de
cortisol tem como consequéncia as alteracfes bioquimicas no sangue e nos
tecidos dos peixes, incluindo também um desequilibrio eletrdlito, hiperglicémico,
depressdo de reservas de glicogénio, lipolise e inibicdo da sintese proteica
(BARTON, 2002; WEBER, 2011).

Em relagdo a analise dos valores da Glicose, observamos os

seguintes resultados:
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Figura 8. Valor médio da Glicose em cada tratamento. E= Etanol; T = Tween20;

De acordo com a figura 8, nota-se que quanto maior tempo apds a
exposicao, principalmente com diluente T20, menor a taxa de concentragao de
glicose em relagéo ao grupo controle. A exposi¢céo ao anestésico seja ele com
diluente Etanol, ou seja, com diluente T20 existe um aumento importante na
concentragao de glicose logo apds a anestesia, mas com passar do tempo tende
a diminuir.
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Figura 9. Apresentagdo do comportamento da glicose no modelo quadratico em
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relagdo ao tempo apds a exposicdo ao anestésico OE de LA na concentragao
(250 pg/L de agua) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP na concentracdo
de (250 pg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20) .Com 95% de
confiabilidade no limite dos dados.

Na dispersao da Glicose utilizou-se o modelo quadratico que é o que mais
se adequou ao comportamento da glicose com uma confiabilidade de 95%.
Observamos que o comportamento da glicose no animal tende a aumentar nas
primeiras horas apds o animal ser submetido a anestesia com OE de LA, mas
que a tendéncia é diminuir ao passar do tempo. Mostrando que o OELA pode ser
utilizado como anestésico sem causar estresse ao animal e que em um curto

espaco de tempo apos o estresse ao animal a glicose tende a diminuir.

Distribution of glicose . .
glicose Duncan Grouping for Means of trat

200 g (Alpha = 0.05)

Means covered by the same bar are not significantly different.

trat Estimate

ET 92,9583

64.6667

Figura 10. Apresentacao dos dados do valor da glicose por tipo de tratamento e
grupo controle suas médias de acordo com teste Duncan com Alpha de 0,05. Os
dados foram expressos em média e desvio padrdo. A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste ANOVA (p< 0,05) e posteriormente o teste Duncan
para comparacao das meédias (p< 0,05). ET = Etanol; TT = Tween20; C =
Controle.

De acordo com a figura 10, observa-se que nao existe uma diferenca
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estatistica das médias entre os animais submetidos a anestesia com OE de LA
na concentragao (250 pg/L de agua) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP
na concentracado de (250 pg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20) e no
grupo controle. Mas observamos uma amplitude menor dos dados no grupo
controle, ou seja, o valor da glicose tende a tem uma oscilada quando submetida
aos anestésicos em relacdo ao grupo controle.

O lactato também é um importante indicador para o estresse e indica o
acumulo de acido lacto decorrente do aumento fisico a medida que os animais
sdo expostos a situagdes estressantes. (BARTON, 2002). O presente estudo
também avaliou o a resposta do estresse mensurando o Lactato.

Em relagdo ao Lactato averiguamos os seguintes dados:

Distribution of lactato lactato Duncan Grouping for Means of trat (Alpha
= 0.05)

Means covered by the same bar are not significantly different.

trat Estimate
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Figura 11. Apresentacédo dos dados do valor da lactato por tipo de tratamento e
grupo controle suas médias de acordo com teste Duncan com Alpha de 0,05. Os
dados foram expressos em média e desvio padrdao. A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste ANOVA (p< 0,05) e posteriormente o teste Duncan
para comparagcao das meédias (p< 0,05). ET = Etanol; TT = Tween20; C =
Controle.

De acordo com a figura 11 nota-se que houve uma diferenca estatistica
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das médias entre os animais submetidos a anestesia com OE de LA na
concentragao (250 pg/L de agua) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP na
concentragéo de (250 pg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20) e no grupo
controle. Observamos uma média maior no grupo controle, em relacdo aos
outros dois tratamentos submetidos aos anestésicos. Com isso podemos dizer
gue os anestésicos nesta concentracdo, com estes dispersantes, nesta espécie
de peixe podem diminuir o lactato no manuseio do animal, um forte indicio que
0s anestésicos sdo eficazes para diminuir o estresse e liberacdo do lactado do
animal submetido ao estresse pela manipulagéo.

O cortisol que € um dos principais corticosteroides em peixes, e é
considerado um bom indicador para avaliagao primaria do estresse (BARTON,
2002). A elevagao do cortisol no plasma, além de modificar modular os
metabolismos dos carboidratos, interfere no metabolismo proteico (MOMMSEN

et.al 1999).

Distribution of cortisol cortisol Duncan Grouping for Means of trat
° (Alpha = 0.05)

Means covered by the same bar are not significantly different.

trat Estimate

ET 0.5008

cortisol

T 0.4435

. | o]

02 . < 0.2947 I
ET T c

trat

Figura 12. Apresentagao dos dados do valor do cortisol por tipo de tratamento e
grupo controle suas médias de acordo com teste Duncan com Alpha de 0,05. Os
dados foram expressos em média e desvio padrdao. A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste ANOVA (p< 0,05) e posteriormente o teste Duncan
para comparagao das médias (p< 0,05). ET = Etanol; TT = Tween 20; C =
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Controle.

De acordo com a figura 12 observamos que existe uma diferenga
estatistica das médias entre os animais submetidos a anestesia com OE de LA
na concentragao (250 pg/L de agua) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP
na concentracado de (250 pg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20) e no
grupo controle. Observamos uma média menor no grupo controle em relacao
aos outros dois tratamentos.

Em um estudo dos niveis de cortisol plasmatico de bagre de prateado
(Rhamdia quelen) que foram anestesiados com o 6leo essencial de L. alba foram
significativamente inferiores aos do grupo controle (Cunha, et al 2017). Este
achado ¢ diferente do estudo realizado coma espécie de A. Lacustris onde o
indice de cortisol € menor no grupo controle do que nos anestesiados com OE
de LP.

Além da elevacdo do cortisol, normalmente no estresse provoca um
amento nos niveis de glicose e lactato plasmatico (PANKHUST, 2011).

Neste estudo ndo houve aumento e diferenca das médias para glicose,
houve uma diminuicdo nos niveis de lactato para grupo submetido a anestesia
com OELA em reacédo ao grupo controle e um aumento do cortisol nos grupos
anestesiados em comparac¢ao ao grupo controle. O que nesta espécie de peixe
difere da maioria encontrada na da literatura em relacdo ao comportamento

bioguimico do cortisol.
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Tabela 3. ANOVA comparativo por tipos de tratamentos. Dados expressos em

média e desvio padrao.

Trat Tempo T*T Etanol T20 Controle

Glicose NS * NS Glisose 92.95 +46.33a 80.83 +44.66a 64.66 +21.84a
Lactato NS * NS Lactato 8.72 +4.25a 7.87 +4.77a 4.36 +0.292

Cortisol * * NS Cortisol 0.50 +0.12a 0,44 +0.13a 0.29 +0.05h

4.3 ANALISES MOLECULARES E EXPRESSAO GENICA

EXPERIMENTO |

Com o presente estudo avaliou a expressdo da enzima HSP 70,
precursora dos estresses advindos do manejo de animais. Aresposta secundaria
ao estresse também é caracterizada por alteracdes da sintese das proteinas de
choque térmico (Heat shock proteins - Hsp). Estes ajustes fisiolégicos visam a
manutengdo da homeostase através de alteracées no metabolismo energético,
equilibrio acido-basico e osmotico, entre outros (IWAMA et al., 1999; BARTON,
2002). Para avaliar a expressao relativa dos genes foi quantificada com o auxilio
do software CFX Manager 3.1 (Bio-RAD, Hercules, CA, USA), pelo método AACq
(Ghelichpour et. al.; 2019) e nesse caso foi realizada andlise descritiva dos

dados.
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Figura 13. Apresentagédo dos dados do valor expressao génica da Enzima HSP70.
Os dados foram expressos em média e desvio padrao. A analise estatistica foi
realizada utilizando o teste ANOVA (p=< 0,05) e posteriormente o teste Duncan para
comparacao das médias Alpha (p< 0,05). e0 = Etanol tempo zero apds a exposi¢cao
ao anestésico; e12 = Etanol tempo 12 horas apds a exposi¢ao ao anestésico; e24 =
Etanol tempo 24horas apds a exposi¢cao ao anestésico; e48 = etanol tempo 48
horas apos a exposicao ao anestésico; t0 = Tween tempo zero apds a exposicao ao
anestésico; t12 = Tween tempo 12 horas apos a exposigao ao anestésico; t24=

Tween tempo 24 horas apds a exposi¢ao ao anestésico.

De acordo com a figura acima observamos que nao houve diferenca
estatistica entre os animais submetidos a anestesia com OE de LA na
concentragao (250 pg/L de agua) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP na
concentragéo de (250 pg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20) e no grupo
controle.

N&o existem estudos para esta espécie de peixe para realizar a

comparacao. De acordo com a expressao génica deste estudo verificamos que
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0 OE de LA suspenso em Etanol ou T20 ndo aumenta a expressao génica da
Enzima HSP 70 quantificada no figado da espécie Astyanax lacustris.

Abaixo segue figuras dos gréficos que mostram a amplificacdo do gene
da enzima HSP 70 de cada tratamento e do grupo controle. Neles € possivel
observar o0 momento do inicio da ampliacdo do DNA do gene, bem como 0s
nameros minimos de ciclos para atingir a ampliacdo “theshold”. E ao lado a
comparacao com o gene de referéncia Efl para a espécie Astyanax lacustris,
gue é um gene ja codificado para realizar a amplificacdo da sequéncia genica-
alvo do DNA desta espécie.

Melt Peak Melt Peak

300 | ] 300
250 + N | 250 7
I :. { i ‘If |
w 207 £ 1 200 .0
£ - o
2 2 |
8 2
E 150 E 150 + . . .
¥ I | : 7
100 | g 100 f
/f A ] \
50 — 50 P \
,
y
VRS oo TR RO s —t—t—} e - 4 +
65 70 75 80 85 90 95 65 70 75 80 85 ] 95

Temperature, Celsius Temperature, Celsius

Figura 14. Grupo etanol tempo de 0 com gene da Enzima HSP 70 e gene de

referéncia Ef1a da Astyanax lacustris.
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Figura 15. Grupo etanol com tempo de 12 com gene da Enzima HSP 70 e

gene de referéncia Ef1a da Astyanax lacustris.
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Figura 16. Grupo etanol com tempo de 24 com gene da Enzima HSP 70 e

gene de referéncia Ef1a da Astyanax lacustris.

300 v

250 -
200 -

150 -

-d(RFU)/AT

100 |

50 —

Molt Poak
SN —

65

70 75 80 95

Temperature, Celsius

85 90

Molt Peak

300 —

250 =

-d(RFU)/AT

= oM

g 8 8 8
|

o

@
<l

+ §
70

T P i
75 80 85 90
Temperature, Celsius

95

Figura 17. Grupo etanol com tempo 48 com gene da Enzima HSP 70 e gene

de referéncia Ef1a da Astyanax lacustris.
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Figura 18. Grupo Tween com tempo 0 com gene da Enzima HSP 70 e gene de

referéncia Ef1a da Astyanax lacustris..
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Figura 19. Grupo Tween com tempo 12 com gene da Enzima HSP 70 e gene

de referéncia Ef1a para Astyanax lacustris.
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Figura 20. Grupo Tween com tempo de 24 com gene da Enzima HSP 70 e

gene de referéncia Ef1a para Astyanax lacustris.
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gene de referéncia Ef1a para Astyanax lacustris.
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Figura 22. Grupo controle com gene da Enzima HSP 70 e gene de referéncia
Ef1a para Astyanax lacustris.

As figuras de 15 a 22 mostra a expressdo génica no diferentes
tratamentos e tempo. Nelas podemos observar que o comportamento da
expressao génica da enzima HSP 70 no figado da Astyanax lacustris. Nao teve
variagdo de animal para animal e nem de tratamento/tempo. Neste caso foi
realizado uma replicata de cada animal para a confiabilidade das analises e
garantir que nao houve erro de pipetagem. Também foi realizado duas amostras
controle sem material genético para garantir a confiabilidade da expresséo
génica realizada. Como podemos analisar nas figuras acima. Além disso foi
realizado um teste com um gene referéncia desta espécie de peixe para garantir
a confiabilidade dos resultados das expressdes génicas.

A falta de sequéncias genéticas desta espécie atrapalha o uso de
abordagens de biologia molecular mais sensiveis para avaliar o perfil da
expressao genética e identificar biomarcadores de contaminagcdo, como a
Reacao de Cadeia de Polimerase Quantitativa de Transcricdo Reversa (QPCR)

e técnicas de Microarray (KUMAR & KOCOUR, 2017).

Ademais, estudos realizados utilizando a expressado génica da enzima

HSP 70 como medidor de estresse celular em peixes, demostram aumento nos
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niveis de expressao enzimatica quando expostos a poluentes ambientais, como
metais pesados e pesticidas (PADMINI; USHA RANI, 2008; FARAG et al., 2022).
Nota-se que o Oleo essencial de Lippia alba ndo induziu nenhum nivel de
estresse nos organismos, desde molecular até comportamental, evidencia assim
0 seu potencial como anestésico para peixes sem causar danos na expressao

da enzima HSP70.

4.4 ANALISE DO EXPERIMENTO I

Quando elevamos o tempo de exposigao para 15 minutos a maioria atingiu
o estagio IV — morte, foram 12 animais exposto a 15 minutos do anestésico 250
Hg/L a morte dos animais atingiu 66,66% e quando aumentamos o tempo para
20 minutos o risco de atingir o estagio IV n&o pareceu ter um impacto tdo grande,
mas podemos observar que a exposicdo acima de 10 minutos nesta
concentragdo nao parece ser segura para esta espécie de peixe.

Nos animais expostos a anestesia a 20 minutos nao foi possivel coletar
todo sangue necessario para analise. Devido a morte do animal a coleta de
sangue néo foi viavel para todas as analises, ficando o cortisol da anestesia no
tempo de 20 minutos sem analisar.. O que torna inviavel uso desta concentragao
de 250 pg/L em uma exposicdo a mais de 10 minutos para a espécie Astyanax
lacustres.

Quando se expde o0 animal a mais tempo de exposigéo, 15 minutos, tanto
com diluente etanol quanto o diluente T20, conseguimos observar claramente a

que atingiu o estagio IV (morte, tabela 1) mais de 66% da amostra.
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De acordo com a glicose observamos:

GLICOSE Duncan Grouping for Means of
Distribution of GLICOSE tratamento (A|pha = 005)
250 Means covered by the same bar are not significantly different.

tratamento  Estimate

200

T20 1B4.50

GLICOSE
g
o

TS 178.82

1o - E15 147.33

50 E20 136.50

tratamento

Figura 23. Apresentacado dos dados do valor da glicose por tipo de tratamento
com tempo anestésico de 10, 15 E 20 minutos e suas médias. Os dados foram
expressos em média e desvio padrao. A analise estatistica foi realizada utilizando
o teste ANOVA (p= 0,05) e posteriormente o teste Duncan para comparagao das
médias (p< 0,05). E110 = Etanol com tempo anestésico de 10, 15, 20 minutos;
T10 = Tween20 com tempo anestésico de 10,15 E 20 minutos;

Na figura acima observamos que n&o houve diferenga das médias da
Glicose nos diferentes tratamentos 10, 15 e 20 minutos com dispersantes T20 e
Etanol Portanto, o aumento de tempo de exposi¢ao seja ele com diluente T20 ou
Etanol nesta concentracdo, para esta espécie nao interfere para aumento ou

diminui¢ao de glicose plasmatica.
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Em relacdo ao lactato observamos o seguinte resultado

Distribution of lactato

lactate Duncan Grouping for Means of
T T — tratamento (Alpha = 0.05)

Means covered by the same bar are nat significantly different.

15 tratamento  Estimate

T20 12.9000
o018

< E10 11.8667

lactato

Ti10 112333

E20 11.0500
— uo
5 | T8 95667

- E1S 6.7333

E10 E15 E20 Ti0 TS T20
tratamento

Figura 24. Apresentacdo dos dados do valor da lactato por tipo de tratamento
com tempo anestésico de 10, 15 E 20 minutos e suas médias. Os dados foram
expressos em média e desvio padrao. A analise estatistica foi realizada utilizando
o teste ANOVA (p= 0,05) e posteriormente o teste Duncan para comparagao das
médias (p< 0,05). E110 = Etanol com tempo anestésico de 10, 15, 20 minutos;
T10 = Tween20 com tempo anestésico de 10,15 E 20 minutos;

Na figura 24 observamos que nao existe uma diferenca estatistica nos
grupos estudados seja ele com tempo de 10, 15 ou 20 minutos dos animais
submetidos ao experimento. Também nao houve diferenga entre os grupos
diluidos com etanol ou T20. Podemos observar que o aumento do tempo apés a

anestesia com OELP parece nao influenciar no aumento do lactato.
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Em relacdo ao cortisol observamos os seguintes dados estatisticos.

cortisol Duncan Grouping for Means of
tratamento (Alpha = 0.05)

017 Means covered by the same bar are not significantly different.

Distribution of cortisol

tratamento  Estimate

E10 0.4532

cortisol

04 Ti0 0.4397

]

° T15 03726

E15 0.4287

tratamento

Figura 25. Apresentacédo dos dados do valor do cortisol por tipo de tratamento
com tempo anestésico de 10, 15 E 20 minutos e suas médias. Os dados foram
expressos em meédia e desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada utilizando
o teste ANOVA (p=< 0,05) e posteriormente o teste Duncan para comparagao das
médias (p< 0,05). E110 = Etanol com tempo anestésico de 10e 15 minutos; T10
= Tween20 com tempo anestésico de 10 e 15 minutos;

Podemos observar na figura 25 que nao houve diferenca estatistica entre
os tratamentos e entre o tempo de exposicdo em 10 ou 15 minutos. O cortisol no
tempo de 20 minutos de exposi¢ao ao anestésico nao foi possivel medir devido
a grande morte dos peixes no tempo de 20 e ficou inviavel coletar o material visto
que o cortisol € analisado no plasma do animal, a quantidade e qualidade da
amostra coletada era insuficiente, ou coagulava antes da coleta, ou a amostra

hemolisava.
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5. CONCLUSAO.

De acordo com o estudo foi possivel concluir que o uso de anestésico
OELA nao leva o animal ao estresse na concentragdo de 250 pg/L a 10 minutos
de indugao anestésica, ndo houve nenhuma morte, resultados como glicose néo
teve diferenga estatistica significativa em relagéo ao grupo controle que néo foi
submetido a anestesias. O lactato observou-se uma diminuicdo em relagao ao
grupo controle x submetidos a anestésicos. Ja o cortisol teve um aumento nos
grupos anestesiados com OELA em relagéo ao grupo controle.

Em relagdo ao tempo para atingir os estagios de anestesia, apenas no
estagio Il houve diferenga estatistica, que demostra que o T20 é mais eficaz que
o etanol. Em relagdo a outros estagios nao foi observado diferenga estatisticas,
guanto ao tempo de recuperagao também foi indiferente Etanol x alcool.

Resultado quanto a expressdo génica da enzima HSP 70 n&o foi
evidenciado diferencga estatistas entre o grupo controle e os grupos estudados,
0 que sugere que para este estudo ndo existe evidencia que os anestésicos
utilizados aumentem a expressao génica da enzima HSP 70 no figado da
Astyanax lacustres.

Conclui-se que uso de OELA é seguro na dosagem de 250 pg/L em uma
exposicao de 10 minutos aos animais estudados, quando aumentamos o tempo
de exposi¢ao a mais de 10 minutos se torna altamente estressante para o animal
e até letal com indice de morte a mais de 66%. Para aumentar o tempo de
exposicao além de 10 minutos seria necessario novos estudos com outras
concentragcdes menores para que possa dizer qual concentracdo do OELA é
seguranga para a espeécie Astyanax lacustres em um tempo superior a 10

minutos de exposigao.
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