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RESUMO

Postay, Lais Frigini, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, marco de 2019. EFEITO
DE TENSOATIVOS NO USO DE OLEO ESSENCIAL DE LIPPIA ALBA PARA
ANESTESIA EM TILAPIA DO NILO (OREOCHROMIS NILOTICUS). Orientador: Levy
de Carvalho Gomes.

Os efeitos anestésicos e sedativos do o6leo essencial (OE) de Lippia alba foram
comprovados em peixes, para reduzir o estresse e injurias do manejo. Entretanto, os
OE sao imisciveis em agua. Testes de OE de diversas plantas, em anestesia de peixes
por inalacdo, mostram diluicdes do 6leo em alcool, na propor¢cdo de 1:10, em que ha
formacdo de sistemas heterogéneos de OE na superficie do tanque, dificultando a
disponibilidade de compostos na agua e a absorcdo pelos animais. Os tensoativos
possuem estrutura molecular apolar e polar, formando emulsGes 6leo em agua (O/A),
reduzindo a tensao interfacial entre os liquidos, aumentando a superficie de contato.
Nosso objetivo foi avaliar a eficacia do uso de tensoativos na dispersao do OE de Lippia
alba em anestesia de tilapias, assim como a sua toxicidade em peixes e mamiferos. O
OE foi extraido por hidrodestilacdo e o tempo de anestesia por imersdo realizado em
exposicao por 10 minutos, avaliados em 3 grupos isolados com diferentes tensoativos,
polietilenoglicol, polissorbato 20 (Tween® 20) e polissorbato 80 (Tween® 80) e 1 grupo
com etanol. Testamos a recuperacdo e a seguranca apos exposi¢ao por 10, 20 e 30
minutos. Camundongos receberam 0S mesmos tratamentos por gavagem. Foram
colhidas amostras de sangue caudal de peixes e medula éssea e sangue (puncéo
cardiaca) de camundongos, para testes do micronlcleo e cometa. Os compostos
majoritarios no OE Lippia alba foram linalol (42,36%), geraniol (12,46%), neral (10,7%)
e limoneno (7,45%). O tempo para atingir os estagios Il e IV de anestesia foram mais
rapidos nos grupos tratados com T20 (60 +2,883 segundos) e T80 (272,090 + 20,510
segundos), respectivamente. O tempo de recuperagcdo em T80 foi mais longo
comparado com 0s grupos, com 596,66 + 47,14 segundos. Todos os tratamentos
apresentaram boa margem de seguranca, sem mortalidade. Os efeitos genotdxicos dos
tensoativos foram encontrados em mamiferos e peixes de forma similar ao encontrado
no grupo testado com alcool. Evidenciamos, portanto, que o uso de tensoativos na
piscicultura ndo trouxe beneficios a toxicidade, tampouco aumento consideravel de
danos, em relagéo ao uso habitual com etanol.

Palavras-chave: Teste do micronucleo, teste cometa, emulsdo, genotoxicidade, erva

cidreira.



ABSTRACT

Postay, Lais Frigini, M.Sc, University of Vila Velha — ES, march 2019.
TENSOATIVES EFFECTS IN USE OF ESSENTIAL OIL OF LIPPIA ALBA FOR
ANESTHESIA IN NILE TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS). Orientador: Levy de
Carvalho Gomes.

The anesthetic and sedative effects of Lippia alba essential oil (EO) have been proven
in fish to reduce stress and handling injuries. However, EOs are immiscible in water. EO
testing of several plants under inhalation fish anesthesia shows 1:10 dilution of oil in
alcohol in which heterogeneous EO systems are formed on the surface of the tank,
making it difficult for compounds to be available in water and water. absorption by
animals. The surfactants have apolar and polar molecular structure, forming oil in water
(O / W) emulsions, reducing interfacial tension between liquids, increasing the contact
surface. Our objective was to evaluate the effectiveness of surfactant use in Lippia alba
EO dispersion in tilapia anesthesia, as well as its toxicity in fish and mammals. The EO
was extracted by hydrodistillation and the immersion anesthesia time performed in
exposure for 10 minutes, evaluated in 3 isolated groups with different surfactants
Polysorbate 20 (Tween® 20), Polysorbate 80 (Tween® 80), Polyethylene glycol (PEG)
and 1 group with ethanol. We tested recovery and safety after exposure for 10, 20 and
30 minutes. Mice received the same treatments by gavage. We collected fish caudal
blood and bone marrow samples and mouse blood (cardiac puncture) for micronucleus
testing. The major compounds in the Lippia alba EO were linalol (42.36%), geraniol
(12.46%), neral (10.7%) and limonene (7.45%). IV anesthesia were faster in the T20 (60
+ 2.883 seconds) and T80 (272.090 + 20.510 seconds) treated groups, respectively,
while recovery time at T80 was longer compared to the 596.66 + 47.14 groups. All
treatments showed good safety margin without mortality. The genotoxic effects of
surfactants were found in mammals and fish similar to those found in the alcohol-tested
group. We evidenced, therefore, that the use of surfactants in psychology did not bring
benefits to the toxicity, nor a considerable increase of damages, compared to the usual
use with ethanol.

Keywords: Micronucleus test, comet test, emulsion, genotoxicity, erva cidreira.



1. INTRODUCAO

1.1 O uso de 6leos essenciais

O uso de plantas medicinais para tratamento de variadas doencas e
sintomas constitui um recurso alternativo e complementar aos produtos convencionais
(GOMES et al.,, 2011). E uma pratica difundida através dos tempos e enraizada
culturalmente, principalmente em areas rurais e indigenas. Em geral, os fitoterapicos
apresentam baixo custo e sdo acessiveis. A medicina popular desperta, impulsiona e
embasa varios estudos que podem comprovar cientificamente as propriedades ativas
dos produtos naturais utilizados. Uma forte linha de estudos envolve 6leos essenciais.
Os 06leos essenciais sdo compostos volateis que pertencem ao metabolismo secundario
das plantas, cujos principais componentes sdo os terpenoides e fenilpropanoides. Sao
misturas complexas de substancias lipofilicas, com baixo peso molecular, odoriferas e
geralmente liquidas (GONCALVES et al., 2016). Os 6leos essenciais e sua grande
variedade de compostos, vém despertando amplo interesse de pesquisa devido a
diversidade de atividades biolégicas relacionadas a eles, como: antibacteriana,
antifingica, antimicrobiana, larvicida, ovicida, inseticida, sedativa, antioxidante, dentre
outras (ROSA et al., 2016; MACHADO, et al., 2014).

1.2 Oleo essencial de Lippia alba

Extratos e 6leos essenciais obtidos a partir de Lippia spp. tém sido avaliados
cientificamente, devido ao potencial dos principios bioativos. Estudos em diversas areas
do conhecimento vém confirmando tais atividades terapéuticas. O género Lippia
compreende aproximadamente 200 espécies de ervas, arbustos e peguenas arvores,
distribuidas por regides tropicais da América, Africa e Asia (SOARES e TAVARES-
DIAS, 2013). A Lippia alba, pertencente a familia Verbaneceae, é conhecida por
diversos nomes populares, como erva cidreira de campo, erva cidreira arbusto, cidreira
brava, alecrim selvagem, alecrim de campo, falsa melissa, erva cidreira brasileira, cidro,
cidréo e outros, e é uma espécie que ocorre praticamente em todas as regides do Brasil
(BIASI e COSTA, 2003). E amplamente empregada na forma de chas, macerada, em

compressas, banhos ou extratos alcodlicos, por suas propriedades antiespasmadica,
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antipirética, anti-inflamatoria, emenagoga, diaforética, estomaquica, analgésica e
sedativa (JULIAO et al., 2003).

O oleo essencial (OE) de Lippia alba € obtido a partir de folhas frescas da
planta, através de hidrodestilacdo. A Lippia alba possui 3 quimiotipos identificados, mais
frequentes, que apresentam diferencas quanto a composicdo quimica, sendo o0s
componentes majoritarios o citral, a carvona e o linalol (BIASI e COSTA, 2003). Foi
demonstrado que alguns dos quimiotipos apresentam também, diversidade morfoldgica,
especialmente no tamanho, textura das folhas e tamanho e coloracdo das flores
(JULIAO et al., 2003). Hennebelle et al. (2008), através de andlises previamente
publicadas, classificou até sete quimiotipos, entre diferentes 6leos essenciais de Lippia
alba, com base na composicdo e de possiveis caminhos biossintéticos comuns entre

eles.

Estudos comprovam os efeitos terapéuticos e atividades bioldgicas do OE de
Lippia alba, como por exemplo, a atividade sedativa e anestésica em animais aquaticos
(HELDWEIN, et al., 2014; PARODI, et al., 2012), atividade fungicida com inibicdo do
desenvolvimento micelial do fitopatogénico Alternalia solani (TOMAZONI et al., 2016) e
0 acentuado efeito nematicida no controle de larvas de M. incognita (GONCALVES et
al., 2016). Foi testado ainda, por Silva et al. (2017), a atividade anti-Aeromonas
hydrophila e as propriedades anestésicas em peixes dos compostos quirais de linalol
(isolado do 6leo essencial de Lippia alba), resultando na recomenda¢do do uso de
ambos 0s compostos quirais para propoésitos sedativos, mas nao apropriados para uso

antimicrobiano devido a sua alta concentracao efetiva.

Autores mostram que os efeitos mutagénicos e genotoxicos do OE de Lippia
alba ndo estao bem definidos. Kampke et. al. (2018), ao avaliar o OE de Lippia alba em
peixes em camundongos, ndo verificaram efeitos genotdéxicos em nenhuma das
concentragdes testadas. Em um estudo Mesa-Arango et al. (2009), relataram uma
atividade citotéxica de citral (componente do 6leo essencial de Lippia alba) em células
HelLa que era comparavel com a do pirogalol. Um efeito citotoxico em células epiteliais
da lente humana (cristalino) (HLECs) também foi relatado para d-limoneno (um

componente principal do quimiotipo II), que, segundo os autores, foi atribuida a inibicéo
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de inducéo pro apoptoética por ativacdo de caspases (BAI et al., 2016). Outro estudo,
porém, realizado por Garcia et al. (2017), destacou atividade antiproliferativa contra
células humanas cronicas de leucemia mieléide (K562), exibida por éleos extraidos do
quimiotipo Citral, com a inducdo de um fendtipo apoptético e uma boa seletividade.
Estudos in vivo e in vitro apontaram efeito citostatico e/ou citotoxico do geraniol
(presente no Oleo essencial de Lippia alba) sobre diversas linhagens tumorais
(QUEIROZ et al., 2017).

O amplo uso e a possibilidade de emprego deste 6leo nas mais variadas
aplicabilidades, torna-o um importante alvo de estudo na area da genética toxicologica,
sendo extremamente relevante a avaliacdo de seu potencial citotoxico, genotoxico e
impacto no DNA, a fim de atestar novos anestésicos, neste caso, garantindo a

seguranca de seu uso em peixes e mamiferos.

1.3 O Uso de 6leo essencial em peixes

Devido a riqueza de compostos e atribuicbes biolégicas, além da
necessidade de produtos mais seguros e eficazes, as plantas medicinais tém sido
amplamente utilizadas na medicina veterinaria e humana, empregando um papel
significativo na aquicultura como agentes profilaticos e terapéuticos contra patdgenos
de peixes, apresentando potencial antiviral, antibacteriano, antifungico, antiparasitario e
sedativo (CITARASU et al.,, 2010). Alternativamente aos farmacos convencionais, foi
verificado o uso de plantas medicinais como pesticida de baixa toxicidade e
conservante contra peroxidacao lipidica em filés de peixes (PARK et al., 2011; SUTILI
et al., 2015).

Oleos essenciais e extratos de plantas podem fornecer uma alternativa viavel
para produtos convencionais na piscicultura, realizando funcdo sedativa e anestésica
em peixes, minimizando as perdas econémicas de animais. Esses produtos naturais
contém uma mistura rica de moléculas altamente funcionais e concentradas, podendo
apresentar toxicidade. No entanto, no ambiente, esta toxicidade é muito baixa em
comparacao com a toxicidade de pesticidas ou farmacos sintéticos (PARK et al., 2011).
Com o objetivo de evitar resultados indesejaveis de farmacos sintéticos, a utilizagéo de

muitos agentes naturais, como “Erva cidreira” (Lippia alba), “Alfavaca” (Ocimum
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gratissimum), “Espanta pulga” (Hesperozygis ringens), “Cidrao” (Aloysia triphylla) e seus
Oleos essenciais estdo sendo sugeridos como alternativas efetivas aos anestésicos
sintéticos (GRESSLER et al., 2014; SILVA et al., 2013; TONI et al., 2013).

Anestésicos sdo importantes na piscicultura para reduzir o estresse, injarias
e a mortalidade no manejo, durante os processos de biometria, transporte, extrusdo de
gametas e marcacao. Varios produtos quimicos sdo usados para anestesia de peixes,
sendo 0s mais comuns a tricaina metanosulfato (MS222), a quinaldina e o 2-
fenoxietanol (MGBENKA e EJIOFOR, 1998; ROSS e ROSS, 1999; HOVDA e LINLEY,
2000).

A selecdo de um anestésico deve estar relacionada a critérios como a
eficacia, o custo, a disponibilidade no mercado, a seguranca durante 0 uso e 0s
possiveis efeitos adversos aos peixes, aos seres humanos e ao meio ambiente
(OKAMOTO et al.,, 2008). O anestésico ideal deve: possibilitar tempo razoavel de
exposicao; anestesiar em até trés minutos e a recuperacdo ocorrer em até cinco
minutos; ndo apresentar toxicidade aos peixes e mamiferos; e ter custo acessivel
(VIDAL et al., 2008).

O Unico anestésico quimico aprovado pelo FDA para uso em peixes € a
tricaina metanosulfato MS222, que nao € produzido neste pais (BRAZ et al., 2017;
TRUSHENSKI et al., 2013; GOMES et. al., 2001). Este produto possui 0 preco bem
elevado, sendo a concentracdo necessaria para anestesiar um peixe cerca de dez
vezes mais cara que uma concentracdo similar de benzocaina, por exemplo. Tal
situacdo justifica, portanto, a realizacdo de estudos focados em novas substancias e
procedimentos de anestesia de peixes no Brasil, embasando as autoridades

competentes por este tipo de padronizacao e regulamentacdo (GOMES et al., 2001).

Os efeitos anestésicos e sedativos do 6leo essencial de Lippia alba, do
quimiotipo Linalol, foram comprovados em peixes jundias, Rhamdia quelen, por muitos
autores (CUNHA et al., 2010; HELDWEIN et al., 2014; TONI et al., 2013; SALBEGO et
al., 2014). Salbego et al. (2014) comprovou que a adicdo de Eugenol (proveniente de
Oleo essencial do cravo) e Linalol (quimiotipo do Oleo essencial de erva cidreira) a agua

do transporte de peixes, melhorou o estado oxidativo do jundid, como evidenciado
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principalmente por niveis mais baixos de peroxidacdo lipidica medida por acido
tiobarbitdrico (TBARS), em comparacdo com os controles. Ambos os anestésicos
reduziram a atividade cerebral da acetilcolinesterase nas concentragcfes testadas.
Constatou que é aconselhavel a adicdo de Eugenol e 6leo essencial de Lippia alba a

agua ao transportar jundias.

1.4 Disperséao de 6leo essencial em agua

Os 6dleos essenciais sdo imisciveis em agua. Varios estudos mostram,
conforme tabela 1, que foram testados os 0Oleos essenciais de diversas plantas, em
anestesia de peixes por banho de imersao e inalacéo, e realizadas diluicbes prévias do
0leo em élcool, geralmente na propor¢cao de 1:10. Ao realizar este procedimento,
percebemos que h& formacdo de um sistema heterogéneo, em que o 6leo essencial fica
na superficie do tanque, o que dificulta disponibilidade de compostos em todo tanque e,

consequentemente, a absor¢éo pelos animais.

Tabela 1. DiluicBes de diferentes 6leos essenciais em etanol em diversos estudos.

Espécie de planta Principio Ativo Espécie Solvente Fonte
. Hohlenwerg
Lippia alba Linalol Orﬁi(l)gt?éﬁ;ms E;glnc())I eretal.
' (2016)
- . Rhamdia Etanol | Heldwein et
Lippia alba Linalol quelen 110 al. (2014)
Aloysia triphylla C@tra: Rhamdia Etanol | Santos et
Cymbopogon flexuosus Citra quelen 1:10 al. (2017)
. Epinephelus Etanol Flogliarine
Aloysia polystachya Carvona marginatus 1:10 | etal. (2017)
Ocimum basilicum GL(;?::\?LI Oreochromis Etanol N(la‘t'trgrgf al
Cymbopogon flexuosus niloticus 1:10 (2017)
Cunila galioides TLlnanI | Rhamdia Etanol |Cunha et al.
Origanum majorana erpeno quelen 1:10 (2017)
. Simoes et
. Oreochromis Etanol
Eugenia caryophyllata Eugenol niloticus 110 al. (2011)
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. Eugenol Oreochromis etanol Pikulkaew
Alpinia galanga niloticus 1:10 et al. (2017)
Ocimum aratissimum Eugenol Oreochromis etanol Adewale et
9 niloticus 1:20 al. (2017)
Nectandra Centropomus etanol Tondolo et

Biciclogermacreno

megapotamica parallelus 1:10 al. (2013)
Hesperozygis ringens ~ Pulegona : _
Ocotea acutifolia Oxido Cariofileno Rharr|1d|a ef.alln(c))l S”VZ% itBaL
Lippiasidoides Carvacrol quelen : (2013)

Os tensoativos apresentam em sua estrutura molecular uma regiao apolar e
outra polar e, levam a formacédo de emulsdes agua em 6Oleo (A/O) ou O6leo em agua
(O/A). Portanto, reduzem a tenséo interfacial entre os liquidos, diminuindo, assim, a
energia necessaria para dispersar um liquido no 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 (PRISTA et al., 2002).

De modo geral, os tensoativos de caracteristica ndo ibnica apresentam-se
mais seguros e menos toxicos, quando comparados aos tensoativos anidnicos e
catibnicos, e séo utilizados em formulagdes parenterais e orais. Além disso, tensoativos
nao ibnicos conferem maior estabilidade ao sistema, pois sdo menos sensiveis a adicao
de eletrélitos ou a variacbes de pH, e apresentam maior grau de compatibilidade com
diversas substancias, quando comparados aos tensoativos anidnicos e catidnicos,
destacando-se nesta classe os polissorbatos e derivados do polietilenoglicol (WADHWA
et al., 2011; BEDIN, 2011; CERPNJAK et al., 2013; FEITOSA, 2015). O polietilenoglicol
(PEG) é comumente aplicado em cosmeética, farmacéutica, téxtil, tintas, entre outras
indUstrias e é aprovado pela FDA para uso em produtos de consumo humano e é
considerado um composto atdxico, biocompativel e ndo-imunogénico (An et al. 2009 e
Jang et al. 2015). Os polissorbatos sao liquidos oleosos derivados de sorbatos
PEGilizados esterificados com acidos graxos para solubilizar os 6leos essenciais em

produtos a base de agua (Schiweck et al. 2012).
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1.5 Mutagenicidade e genotoxicidade

Avaliando os ensaios biolégicos para programas de bioacompanhemento de
individuos sob risco carcinogénico e de organismos aquaticos expostos, o teste do
micronucleo (MN) é proposto como um método de avaliacdo de danos cromossémicos
em células expostas a agentes genotdxicos (FENECH et al., 1999). Os eventos que
levam a formacdo do MN podem ser induzidos pelo estresse oxidativo, exposi¢do a
agentes clastogénicos ou aneugénicos, defeitos genéticos nos checkpoints do ciclo
celular e nos genes de reparo do DNA (BONASSI et al.,, 2007). Esses eventos, que
causam a formacdo do MN, como rearranjos cromossOmicos, expressdo génica
alterada ou aneuploidia, sao efeitos associados com a instabilidade cromossémica
geralmente observada no cancer (RAJAGOPALAN e LENGAUER, 2004). Em individuos
humanos saudaveis, ndo submetidos a agentes genotoxicos, a frequéncia de
micronucleos é de 1-3 por 1.000 células nucleadas (CARRARD et al., 2007).

Agentes clastogénicos podem induzir quebras cromossdmicas e fragmentos
acéntricos que ndo conseguem migrar para os polos da célula durante a anéafase e
podem néo ser incluidos nos ndcleos das células-filhas apds a divisao celular formando,
assim, os chamados micronucleos, observados no citoplasma dos eritrocitos
policromaticos (PCE) (KIRSCH-VOLDERS et al., 2011). Os PCEs, quando sofrem
maturacdo, transformam-se em eritrécitos normocroméaticos (NCEs), os quais sao
lancados na corrente sanguinea. O teste do MN se caracteriza pela observacdo do
efeito do agente testado em PCEs anucleados, que tém vida curta; assim, qualquer

micronucleo encontrado representa dano cromossémico recente (RIBEIRO et al., 2003).

Segundo Suzuki et al., 1989, nos testes do microndcleo, a diminui¢cdo na
proporcao de eritrécitos policromaticos (EPC) / eritrocitos normocromaticos (ENC) e um
indice mitético diminuido no ensaio de aberracdo cromossémica séo indicadores de
toxicidade da medula 6ssea induzida por mutagénicos. A relagdo EPC/ENC €& um
indicador da aceleracdo ou inibicdo de eritropoiese e tem sido reportada para variar
com o tempo de maturacdo e o declinio continuo na relagdo EPC/ENC pode ser devido
a inibicdo da divisdo celular, morte de eritroblastos, remocdo de células danificadas
elou diluicdo do conjunto de células existentes com células recentemente formadas

(VENKATESH et al., 2007).



16

O Ensaio do Cometa € mais vantajoso em comparacao a outros testes para
deteccdo de substancias genotodxicas, pois possui sensibilidade para a quantificagdo de
baixos niveis de danos genéticos, facilidade de aplicacdo, exige um pequeno numero
de células por amostra, sem necessidade de estarem em proliferacdo, pequenas
guantidades da substancia teste, baixos custos e é necessario um periodo curto de
tempo para realizacdo do experimento. (TICE et al., 2000). Se trata de uma técnica da
eletroforese celular em microgel, para avaliacdo de danos e reparos de DNA em células
individuais, baseado na lise de membranas celulares, seguida pela inducdo da
migracdo eletroforética do DNA liberado em matriz de agarose. Quando vista ao
microscopio, a célula migrada adquire a forma aparente de um cometa, com cabeca, a
regido nuclear, e cauda, que contém fragmentos ou fitas de DNA que migraram na
direcdo do anodo e a andlise refere-se ao grau de fragmentacdo do DNA, medidas por
comprimento total da “cauda” fornecem dados indiretos sobre o estado do DNA da
amostra (BRIANEZI, 2009).

1.6 Hipotese

Nossa hipétese € que o0 uso de tensoativos e emulsificantes podem contribuir
e aumentar a dispersdo do 6leo essencial de Lippia alba na agua, consequentemente,
aumentar a disponibilidade dos compostos. Assim, menor quantidade do Oleo sera
necessaria para realizar a sedacdo adequada dos peixes, além de ndo trazerem

toxicidade aos animais e aos consumidores destes, 0s mamiferos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar o uso de tensoativos na dispersdo do Oleo essencial de Lippia alba (Mill.) N.
E. Brown em anestesia de Oreochromis niloticus.

Avaliar a mutagenicidade e genotoxicidade em peixes e mamiferos expostos ao 6leo
essencial de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown dispersos com tensoativos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a composicao quimica do 6leo extraido por cromatografia gasosa acoplada
ao espectro de massas.

Avaliar o tempo de anestesia e tempo de recuperacdo de Oreochromis niloticus com
Oleo essencial de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown disperso com tensoativos.

Avaliar a margem de seguranga em anestesia de Oreochromis niloticus com 6leo
essencial de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown disperso com tensoativos.

Avaliar a formacédo de micronu3cleos em peixes e mamiferos tratados com o 6leo
essencial disperso com tensoativos.

Avaliar o dano de DNA pela formacédo de cometas em peixes e mamiferos tratados

com o Oleo essencial disperso com tensoativos.
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3. METODOLOGIA

3.1 Obtencao das amostras

As amostras de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown foram obtidas a partir de um
cultivo particular na cidade de Vila Velha — ES. Tais amostras ja foram devidamente
identificadas pela botanica Msc. Solange Zanotti Schneider e armazenada no herbario
da Universidade Vila Velha sob o nimero UVV 2134.

3.2 Extragao do oOleo essencial

O Oleo essencial de L. alba foi obtido empregando-se o método de
hidrodestilacdo com arraste a vapor, utilizando o aparelho de Clevenger conforme
descrito na Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010). Foram empregados
aproximadamente 1 kg de folhas frescas e 1000 mL de agua, com tempo de extracdo
de duas horas a contar do inicio da ebulicdo. Em seguida, o hidrolato foi mantido em
repouso e o Oleo entdo separado apés o congelamento. A fracdo do 6leo foi recolhida e
armazenada em frascos ambar sob resfriamento, a 4°C e ao abrigo da luz até o
momento de uso. Foram realizadas varias extracdes de 6leo essencial e ao final

obtivemos um pool de 17mL. A densidade do 6leo essencial obtido foi de 0,89 g/mL.

3.3 Composicéo do Oleo Essencial

Os constituintes quimicos do 0leo essencial foram identificados por
cromatografia em cromatografo gasoso (GC-MS Trace GC 1310) acoplado a I1SQ
Spectrometrer (Thermo Fisher Scientific - Amostrador automatico: Triplus RSH (Thermo
Fisher Scientific). As substancias volateis foram separadas em uma coluna capilar DB-
5ms (30m x 0,25mm d.i. x 0,25um, J&W Scientific, Folson Califérnia, USA), com
temperatura de 60°C, aumentando até 240 °C de forma linear de 3°C/min,
permanecendo por 7 min na temperatura final. O gas de arraste utilizado foi o hélio a
uma vazao constante de 1 mL/min e temperatura do injetor foi mantida em 230 °C, a
temperatura da interface (CG-EM) foi mantida em 240 °C. As amostras foram diluidas
em hexano (2 mg/mL) e o volume injetado foi de 1,0 pL com o injetor no modo splitless.
O detector de massas foi operado no modo de ionizagdo por elétrons (+70 eV),

utilizando o modo de varredura, realizada de 35 a 400 m/z e a tensao do detector foi de
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1,6 kV. A identificacdo dos compostos foi realizada primeiramente pela comparacdo da
similaridade dos espectros de massa obtidos com os da literatura (NIST 2005; ADAMS,
2009), posteriormente pela comparacio do indice Kovats com a literatura (IK) (ADAMS,
2009). Analisou-se a série homoéloga de alcanos (C7 - C30) nas mesmas condicdes
cromatograficas e, a partir dos tempos de retencdo destes, foram calculados os indices

de Kovats (IK) dos compostos volateis.

3.4 Animais experimentais

Tilapias (Oreochromis niloticus) com aproximadamente 2 meses de idade,
procedentes de um criador particular foram transportados para o laboratério de
Ecotoxicologia Aquatica no complexo Biopraticas da Universidade Vila Velha — UVV
onde foram mantidos em caixas de 310L com sistema de filtracdo e fotoperiodo
controlado (12/12h). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com uma ragao
comercial contendo 28% de proteina. Durante este periodo, a qualidade da agua foi
monitorada quanto a parametros como O: dissolvido, temperatura, condutividade,
dureza e pH. As caracteristicas fisico-quimicas da agua utilizada nos ensaios foram as
seguintes: pH 7,23 = 0,09 unidades; temperatura 23,77 £ 0,07°C; condutividade 0,095
+ 0,0025 ms/cm, concentracdo de oxigénio 7,16 £ 0,30 mg/L. A dureza foi de 105,97 £
28,81 mg CaCO3/L.

Camundongos Mus musculus pertencentes a linhagem Balb/c também com
aproximadamente 2 meses de idade procedentes do Laboratério de Acompanhamento
experimental da Universidade Vila Velha foram utilizados. Os animais foram mantidos
em condicdes padrdes de biotério, com racdo e agua livre e ciclos de luminosidade a
cada 12 horas e temperatura em torno de 22°C. Todos os procedimentos estdo em
conformidade com o estabelecido pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Vila Velha (CEUA — UVV — Parecer n° 513-2018).

3.5 Desenho experimental

3.5.1 Teste de estagios de anestesia e margem de seguranca em peixes

Os tratamentos utilizados foram: um grupo com Oleo disperso em alcool e

grupos anestesiados com 0Oleo essencial dispersos com 3 diferentes tensoativos,
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polietilenoglicol (PEG), polissorbato 20 (Tween® 20 — T20 ) e polissorbato 80 (Tween®
80 — T80). Para solubilizar o 6leo essencial foram preparadas solucdes individuais
imediatamente utilizadas nos aquarios para inducdo anestésica. O grupo tratado com
alcool (AL) foi anestesiado com 6leo essencial e etanol na propor¢cédo 1:10, conforme
pratica usual. Os grupos tratados com o0s tensoativos foram preparados com
polissorbato 20 (Sigma — Aldrich, Dugue de Caxias — Rio de Janeiro — Brasil),
polissorbato 80 (Sigma — Aldrich, Duque de Caxias — Rio de Janeiro — Brasil) e
polietilenoglicol (Brenntag Quimica, Anapolis — Goias — Brasil) a 0,1%. A proporcéo de
0,1% foi obtida a partir de testes de estabilidade da emulsdo. Essa foi a menor
concentracdo de tensoativo que promoveu uma estabilidade de no minimo 1 hora.

De acordo com Hohlenwerger et al. (2016), concentragdes acima de 200uL/L
de 6leo essencial de Lippia alba sdo necesséarias para anestesia de tilapias, sendo a
concentracdo ideal em 500uL/L, ambos diluidos em etanol 1:10. Visto que, nossa
hipétese é que o uso de tensoativos disponibilize melhor os compostos anestésicos na
agua, sendo necessaria menor concentracdo do Oleo, anestesiamos todos 0s grupos
numa concentracdo fixa de 250uL/L de 6leo essencial de Lippia alba. Os protocolos
experimentais estdo de acordo com Gomes et al. (2001) e Facanha e Gomes (2005).

Na primeira etapa dos testes, avaliamos os tempos de anestesia de cada
grupo adicionado o respectivo tensoativo (T20, T80 e PEG) e comparados com o grupo
com etanol (AL). Cada animal foi usado apenas uma vez e foram observados cada
estdgio de anestesia, conforme Tabela 2. Os juvenis de tildpia (19,53+2,01 g e
8,22+2,31 cm; n = 11 para cada tratamento) foram anestesiados em aquarios
individuais de 6L contendo 3L de 4gua. O tempo de exposic¢ao foi de 10 minutos. ApGs
a exposicdo, os peixes foram transferidos para um aquario de recuperacdo de 30L
contendo 25L de agua, com auséncia de OE, aeracdo constante. Os animais foram
considerados recuperados quando demonstraram nata¢do normal e reacdo a estimulos

externos.
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Tabela 2. Caracterizacdo dos estagios de anestesia em peixes. Adaptado conforme
Ross e Ross (1999); Vidal et al., (2008).

| ESTAGIO | DESCRICAO | RESPOSTA COMPORTAMENTAL |

Reativos a estimulos externos, batimentos
operculares normais, reacdo muscular normal

0 Normal

Reativos a estimulos externos, movimentos

I Sedacéo leve reduzidos, batimentos operculares mais lentos,
equilibrio normal
Perda total da reatividade aos estimulos externos,
exceto forte pressao, leve queda dos movimentos
operculares, reativos apenas a forte estimulo tatil
ou vibracéo
Perda parcial do tbnus muscular, natacao erratica,
i Narcose aumento dos movimentos operculares, reativos
apenas a forte estimulo tatil ou vibracéo

Perda total de tbnus muscular, perda total de

Il Sedacéao profunda

Anestesia e : .
A equilibrio, batimento opercular lento, porém
profunda
regular
. Auséncia total de reacdo, mesmo a forte estimulo,
Anestesia .
V A movimentos operculares lentos, perda total de
cirdrgica
todos os reflexos
~ Recuperacédo do equilibrio e retorno da atividade
Recuperacgéo

natatéria completa

Na segunda etapa dos testes, foram avaliados os efeitos de diferentes
tempos de anestesia, tempo de recuperacdo e mortalidade. Os peixes (n = 6 peixes por
grupo) foram anestesiados individualmente em aquarios de 6L contendo 3L de agua a
250uL/L de 6leo essencial de Lippia alba disperso em alcool, T20 e T80 por 10, 20 e 30
minutos. Logo apds a exposicao, os peixes foram para recuperacdo em um aquario de
30 L com aeracédo constante. Apds a recuperacdo os peixes foram monitorados por 96
horas para verificar mortalidade.

Na terceira etapa, os peixes (n = 6 peixes por grupo) foram anestesiados
individualmente em aquarios de 6L contendo 3L de agua a 250uL/L de oleo essencial
de Lippia alba disperso em alcool, T20 e T80 por 10 minutos. Logo apds a exposicao,
os peixes foram para recuperacdo em um aquario de 30 L com aeracdo constante,
onde permaneceram por 48 horas. Apos 48 horas, o sangue foi coletado da veia

caudal, com seringa heparinizada. Com as amostras de sangue foram realizadas as
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analises de toxicidade (Micronucleo e Cometa).

3.5.2 Tratamento em camundongos por gavagem

O veiculo utilizado para solubilizar o 6leo essencial foi preparado de forma
equivalente ao realizado nos testes de anestesia em peixes. Foram preparadas
solugdes estoque concentradas do grupo com etanol e dos grupos testes T20 e T80. O
controle negativo foi exercido somente por agua ultrapura. A solucéo estoque do grupo
com etanol foi preparada a partir de 10 mg do 6leo essencial de L. alba, adicionados
etanol 1:10 e 4gua ultrapura (g.s.p. 1mL). As solucdes estoque dos grupos T20 e T80
foram preparadas de forma individuais, cada uma contendo 10 mg do 6leo essencial de
L. alba, seu respectivo tensoativo polissorbato 20 e polissorbato 80 a 0,1%, e agua
ultrapura (g.s.p 1mL). A partir destas solu¢des concentradas, diluicdes foram realizadas,
conforme o peso do animal, obtendo o volume final a ser administrado na gavagem,

mantendo a dosagem fixa.

A conversado da dose pela area de superficie corporal foi realizada de acordo
com as recomendagbes da Food and Drug Adminstration (FDA). As doses
administradas aos animais seguiram parametros como peso e area de superficie

corporal (FDA, 2005). As doses foram convertidas seguindo a formula:

mg) Peixe km

mg
CED (—) = Peixe dose (—
kg

kg Camundenga km

Onde: CED = dose equivalente para camundongos e Km é o fator de
conversdo de dose sendo calculado pela divisdo entre peso (kg) e area de superficie
corporal (BSA) (m2). Este fator permite converter a dose de mg/kg para mg/m2
(REAGAN-SHAW, et al.,2007).

O BSA é calculado segundo a férmula:

JAltura (em) X Peso (kg)
=1H]

BSA =

Aplicando os valores médios de peso e comprimentos dos animais obteve-se
Km de 2,92 para 0s peixes enquanto que nos camundongos € igual a 3. Sendo assim, a

dose de 6leo essencial aplicado aos peixes de 222,5 mg/kg (equivalente a 250 pL/L) foi
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convertida para a dose equivalente aos camundongos de aproximadamente 216,5
mg/kg. Esta converséo foi de igual forma aplicada a todos os tratamentos por gavagem
na mesma dosagem.

Os camundongos obtidos a partir do Laboratério de Acompanhamento
experimental da Universidade Vila Velha (29,33 + 2,14 g e 8,1 £ 1,64 cm) foram
transferidos para gaiolas com 6 animais cada para ambientacdo por 10 dias com ciclos
de luminosidade de 12 horas, temperatura em torno de 22°C, alimentacgdo e agua livres
conforme estabelecido pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Vila Velha (CEUA- UVV — Parecer 513-2018).

Nos camundongos, apds a ambientacdo, foi administrada uma Unica injecao via
oral do tratamento teste por gavagem. Foram utilizados 6 animais por grupo (Controle
negativo, Alcool, T20 e T80), num total de 24 camundongos. A partir da solugéo
estoque, de acordo com o peso de cada camundongo, foi calculado o volume a ser
administrado. Feito isso, com auxilio de uma seringa e uma céanula para gavagem,
foram administrados os tratamentos e os animais foram devolvidos imediatamente a
gaiola, onde permaneceram em observacdo. Ap6s o periodo de 48 horas dessa
administracdo, os camundongos foram anestesiados com Tiopental 20mg/mL e colhidas
as amostras de sangue por puncao cardiaca e medula 6ssea no fémur para as analises

de toxicidade do teste de micronucleo e o ensaio cometa, respectivamente.

3.6 Separacao de células mononucleares — Lise de hemacias

A separacdo das células mononucleares de mamiferos foi realizada por lise
de hemacias para realizacdo do ensaio cometa em camundongos. Metodologias com
eritrocitos isolados apds a centrifugacdo e leucdcitos por gradiente de densidade,
podem sofrer alteracGes celulares inerentes a centrifugacéo, portanto tipicamente neste
processo de lise, os eritrécitos sédo removidos pela adicdo de um tampao de lise,
preservando as células mononucleares (WEISS, 2002).

A amostra de sangue proveniente da punc¢do cardiaca do camundongo foi
homogeneizada e centrifugada a 450 g por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado,
as células ressuspendidas em 2 mL de solugcdo de lise de heméacias 1x (83,99 de
Cloreto de amonio, 10g bicarbonato de potassio, 0,37g de EDTA e agua destilada
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g.s.p.1000 ml) e as amostras foram misturadas e deixadas 5 minutos a 37°C. Apos esse
tempo, a reagéo foram adicionados 4 mL PBS 1x e centrifugado por 5 minutos a 450 g.
Apéds essa centrifugagcdo, o sobrenadante foi aspirado cuidadosamente com a pipeta e
descartado. Ao pellet foi adicionado 2 mL de PBS 1x, homogeneizado e novamente
centrifugado a 450 g por 5 minutos. Esse ultimo procedimento foi repetido e, assim, as
amostras de células de medula 6ssea foram utilizadas nas laminas previamente

preparadas para o0 ensaio cometa.

3.7 Coleta de células de medula 6ssea

Para o isolamento das células de medula 6ssea os animais foram
anestesiados com injecdo intraperitoneal de tiopental sbédico e submetidos a
toracotomia para exposicdo do coracdo e demais Orgaos. Foi feita incisdo na regido
acima do acetdbulo do membro inferior, permitindo a remocédo de fémures e a retirada
do musculo e limpeza dos ossos, segundo protocolos de Schmid (1975) e Krishna and
Hayashi (2000). Foi feito um corte rente as extremidades epifisarias do fémur a fim de
expor o canal medular e, assim, foi possivel realizar o flush utilizando-se uma agulha e
seringa com soro fetal bovino. Por meio do flush obteve-se uma suspenséo de medula
0ssea a qual foi homogeneizada e centrifugada a 450 g por 10 minutos. Apds, foram

preparadas as laminas para andlise de micronucleos.

3.8 Ensaio do microntcleo

Os procedimentos de preparo das laminas sdo comuns para peixes e
camundongos, diferindo no processo de coloracdo. O ensaio do microndcleo com
corante fluorescente laranja de acridina foi realizado em amostras sanguineas dos
peixes conforme a técnica descrita por Ueda et al. (1992) e com corante Leishman em
medula 6ssea nos camundongos, conforme descrito por Krishna e Hayashi, (2000).
Uma gota ou cerca de 10uL da amostra de células foi aplicada em uma lamina limpa e
seca, e espalhada através de um esfregaco. Apds a secagem em temperatura ambiente
overnight, as laminas foram fixadas por 10 minutos com metanol, em seguida, lavadas
em agua corrente e secaram ao ar. Apos, foi realizado o protocolo de coloragéo e

analise dos dados.
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3.8.1 Peixes

Em peixes, a coloracéo realizada com laranja de acridina a 0,003 % por 2-3
minutos e, apos, realizada a anéalise microscépica em microscépio de epifluorescéncia
em aumento de 1000x, imediatamente. Cerca de 1000 células foram contabilizadas,
sendo os resultados expressos em percentual de micronucleos encontrados em 1000

células. A leitura de todas as laminas foi realizada as cegas e por um unico avaliador.

3.8.2 Camundongos

Em camundongos, a coloragdo com Leishman foi realizada por 2 minutos e
apos, por 14 minutos com Leishman diluido, permitindo a diferenca visual entre
eritrocitos imaturos policromaticos (EPC) e eritrécitos maduros normocromaticos (ENC).
A andlise de células foi realizada com a utilizagdo de um microscopio Optico, aumento
de 1000x. Para avaliar a mutagenicidade foram analisados 2000 eritrcitos imaturos
policromaticos (EPC) por animal e a frequéncia de micronucleos destes. Para avaliacao
da citotoxicidade, foram contados 200 eritrécitos (EPC e ENC) por animal, totalizando
12.000 células por por tratamento, e realizada a relacdo EPC/ENC para calcular a
frequéncia de EPC (GOLLAPUDI e MCFADDEN, 1995). A leitura de todas as laminas

foi realizada as cegas e por um Unico avaliador.

Como critério de inclusdo para a analise consideramos as células com as
membranas citoplasmaticas intactas. Os micronucleos ndo excederam mais do que 1/3
do tamanho do ndcleo. Um total de 1000 EPCs foram analisados por lamina. O numero
médio de eritrocitos policromaticos micronucleados em camundongos individuais foi
utilizado como unidade experimental, com variabilidade (desvio padréo) calculada de

diferencas entre animais dentro do mesmo grupo.

A frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (EPCMN),

expressa em porcentagem, foi determinada pela seguinte equacao:
% EPCMN = (n° de EPCMN) / (n° de células analisadas) x 100

3.9 Ensaio do cometa

O ensaio de cometa alcalino para verificagcdo de danos em DNA foi realizado
conforme descrito por Ward and Maples (2000), avaliados na amostra de sangue dos
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peixes testados e na amostra de sangue dos camundongos testados apos lise de
hemécias. Os procedimentos de preparo das laminas sdo comuns para peixes e

camundongos, diferem apenas na origem e coleta da amostra.

Laminas microscopicas regulares foram revestidas com uma solucdo de
agarose 1% de ponto de fusdo normal (em agua destilada, 60°C) e secas por um
periodo minimo de 24 horas e armazenadas a 4°C até o momento de uso. ApGs isso,
adicionou-se 10uL de células a um microtubo escuro contendo 1000 uL de soro bovino
fetal e armazenou-se o0 microtubo em contato direto com gelo. Para preparo da lamina,
foram adicionados 120uL de uma solucdo de agarose 0,8% de baixo ponto de fuséo
(em PBS,a 37°C) e espalhados sobre as laminas previamente revestidas e cobertas
com uma laminula. Em seguida, as laminas foram submetidas a gelificacdo a 4° C
durante 20 minutos, quando entdo as laminulas foram removidas. Tais laminas foram,
entdo, submersas em solucéo de lise recém preparada (NaCl 2,5M; EDTA 100mM; Tris
10mM em pH ajustado para 10 com adicédo de 1% de Triton x — 100 e Lauril) a 4°C por
2 horas. Na sequéncia, as laminas foram lavadas por 5 minutos em agua destilada e
entdo colocadas em camara de eletroforese coberta com uma solugéo tampéao alcalina
(NaOH a 300 mM, EDTA 1 mM, pH> 13) por 20 minutos a 4°C. A eletroforese foi
realizada durante 30 minutos em voltagem de 25 V e amperagem de 300mA. Estes
passos foram realizados na auséncia de luz a fim de evitar danos adicionais ao DNA.
ApOs esse processo, as laminas foram lavadas por 3 vezes, com durac¢do de 5 minutos
cada lavagem, com um tampao de Tris 0,4M em pH 7,5 para neutralizar o excesso
alcalino. Por fim, a coloracdo por solucdo de Syber Green® diluida, revestindo as
laminas com 50puL e cobertas com uma laminula para posterior analise em microscépio

de fluorescéncia.

Durante a observacdo das laminas foram contabilizadas 100 células por
animal em duplicata e os danos no DNA classificados arbitrariamente de acordo com o
tamanho da cauda do cometa. Foram adotadas cinco classes na qual: 0 — auséncia de
dano com cauda inexistente, até 4 — dano maximo com cauda de cometa longo. O
indice de Dano (ID) nos grupos pode variar de 0 (100 x 0 — 100 células com auséncia
de dano) a 400 (100 x 4 — 100 células com dano méximo). A pontuacao foi avaliada

pelo somatorio da multiplicacéo da classe do cometa pelo nimero de células com estes
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danos. A frequéncia de dano (%) foi calculada usando porcentagem de dano em cada

classe. A leitura das laminas foi realizada as cegas e por um unico avaliador.

3.10 Anélise estatistica

Foram testadas as normalidades dos residuos utilizando o teste de Shapiro-
Wilk e quando necesséario os valores foram normalizados, utilizando logl0. Os
diferentes estagios e tempo de recuperacdo da anestesia foram comparados entre 0s
tratamentos utilizando analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p <
0,05). Os dados de toxicidade ndo apresentaram distribuicdo normal mesmo depois da
transformacao e foram analisados por uma Kruskal-Wallis ANOVA e teste de Tukey (p <

0,05). As analises estatisticas foram realizadas no software sigmaplot 12.5.

4. RESULTADOS
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4.1 Composicdo Quimica por GC-MS

A identificagdo de Lippia alba por GC-MS (Trace GC 1310 acoplado a ISQ
Spectrometrer (Thermo Fisher Scientific - Amostrador automatico: Triplus RSH (Thermo
Fisher Scientific) apresentou como compostos majoritarios o linalol (42,36%), geraniol

(12,46%), neral (10,7%) e limoneno (7,45%) conforme observado na Tabela 3.

Tabela 3. Composicéo do 6leo essencial de Lippia alba realizada por GC-MS.

Pico RT %Area calcls:ado tec’fr!co Composto

10 7.26 7.45 1031 1029 Limoneno

15 9.69  42.36 1100 1096 Linalool

11 7.36 3.89 1035 1031 Cineol <1,8->

13 8.21 3.65 1060 1059 Terpineno <y->

33 25.08  2.92 1476 1476 Cadina-1(6),4-dieno <trans>

9 7.12 2.46 1027 1026 Cimeno <o->

6 591 2.35 985 985 Hepten-2-one <6-metil-5->
24 16.43 12.46 1269 1267 Geraniol

22 15.17 10.7 1239 1238 Neral

4 5.64 1.46 975 975 Sabineno

12 7.8 1.27 1048 1050 Ocimeno <(E)-B->

30 2257  1.11 1414 1419 Cariofileno <(E)->

7 6.05 0.93 989 990 Mirceno

21 1399 0.71 1208 nao identificado

38 28.09 0.71 1552 1561 Germacreno B

20 13.7 0.62 1201 nao identificado

18 1281 0.57 1181 1180 Isocitral <(E)->

5 5.78 0.48 980 979 Octen-3-ol <1->

2 4.52 0.4 928 930 Thujeno <a->

17 12.06 0.4 1163 1164 Isocitral <(Z)->

34 26.1 0.38 1500 1509 Germacreno A

16 11.7 0.33 1154 1153 Citronelol

23 15.38  0.31 1244 1243 Carvona

<cis->
14 | 863  0.29 1072 1070 A Sabinene r%‘?"gt& cis-> (IPP
1 3.22 0.24 854 853 Hexenol <(3E)->

19 13.41 0.24 1194 1188 Terpineol <a->
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37 27.8 0.18 1545 1458 Hedycaryol
8 6.88 0.16 1019 1017 Terpineno<a->
39 3241 @ 0.15 1666 1671 Bulnesol
35 26.48 0.14 1510 1515 Cubebol
3 4.71 0.13 937 939 Pineno <a->
27 21.34  0.11 1384 1388 Cubebeno <B->
25 20.82 0.1 1373 1375 Ylangene <a->
32 24.03 0.08 1451 1454 Humuleno <a->
28 21.43 @ 0.07 1386 nao identificado
31 23.02 @ 0.07 1425 1432 Copaeno <@->
36 26.6 0.07 1513 1523 Cadineno <6->
26 21.1 0.03 1379 1381 Geranil acetato
29 22.02 @ 0.03 1399 nao identificado
100,00 TOTAL

4.2 Inducao de Anestesia (etapa l) e margem de seguranca (etapa Il)

Durante os testes de inducdo de anestesia por 10 minutos, em todos os
tratamentos, 0s peixes apresentaram reacao de hiperatividade ao primeiro contato com
0 anestésico, evidenciada por movimentos rapidos no aquario, que diminuiu a medida
que o efeito do anestésico se instalava. No total de 11 peixes testados em cada grupo,
6 peixes do grupo com alcool e 5 peixes do grupo tratado com PEG, nédo atingiram o

estagio de anestesia IV (anestesia profunda).

Os resultados sobre os tempos (segundos) dos estagios de inducédo a
anestesia podem ser observados na Tabela 4. Avaliando os tempos de anestesia em
cada estagio por tratamento, os estagios | e lll ndo apresentaram diferencas entre os
grupos. No estagio Il, houve diferenca significativa no grupo tratado com T20,
comparado com os demais grupos e o grupo com alcool, atingindo esse estagio de
forma mais rapida. No estagio 1V, houve diferenca significativa com o grupo tratado com

T80, comparado com os demais grupos, diminuindo o tempo para atingir esse estagio.

Tabela 4. Tempo (segundos) dos estagios de inducéo a anestesia em tilapias, expostos
a Oleo de Lippia alba na concentracdo de 250uL/L com diferentes tensoativos:
polissorbato 20, polissorbato 80 e polietilenoglicol. Valores seguidos por letras
diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente pelo teste Tukey (P<0,05).
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Estagios de anestesia adaptado conforme Ross e Ross (1999); Vidal et al., (2008).

TRATAMENTO ESTAGIO 1 ESTAGIO 2 ESTAGIO 3 ESTAGIO 4
Alcool 25,181 £1,237 2 107,909 +7,1982 250 £ 27,565 2 372,666 + 50,081 2*
Tween 20 20+1,8322 60 +2,883 P 148,272 +8,8142 334,181 + 41,358 @
Tween 80 22,818 +£0,97 72 65,909 *+ 3,306 2 145+ 7,355 2 272,090 + 20,510 ®
Polietileglicol 30+2,2322 67 +4,428 2 198,636 + 14,822 @ 365 +61,353 a**

* de 11 animais, 5 nado atingiram o estagio IV.
** de 11 animais, 6 ndo atingiram o estagio IV

Quanto a recuperacao, 0 grupo controle apresentou média de 293,5 + 2,43
segundos, 0 grupo com tensoativo T20 teve tempo de recuperacdo media de 274,83 *
4,55 segundos, o grupo com tensoativo T80 foi média de 596,66 + 47,14 segundos e 0
grupo com PEG apresentou tempo de recuperacdo média de 375 + 18,87 segundos. No
grupo tratado com T80, houve diferenca significativa, comparado com 0s outros grupos,

com um tempo de recuperagdo mais prolongado (Figura 1).
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Tratamentos

Figura 1 — Tempo de recuperacgdo (segundos) da anestesia de tilapias por 10 minutos
utilizando Lippia alba na concentracdo de 250uL/L com diferentes tensoativos: grupo de
anestésico disperso em alcool, polissorbato 20 (T20), polissorbato 80 (T80) e
polietilenoglicol (PEG). Letras diferentes indicam diferenca significativa por uma ANOVA
e teste de Tukey (p<0,05).
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Na etapa Il, avaliou-se o efeito de duracdo da anestesia e margem de
seguranca. Os tempos de recuperagdo se mantiveram semelhantes a etapa | em todos
0s tempos de exposicado e estdo relatados na Figura 2. Nao houveram mortalidades

apos periodo de observacao de 96 horas.
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—
—
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10 20 30

Tempo de exposicdoao anestésico (minutos)

Figura 2 — Tempo de recuperacdo (em segundos) apés anestesia de tilapias utilizando
Lippia alba na concentracdo de 250uL/L com diferentes tensoativos: grupo de
anestésico disperso em alcool, polissorbato 20 (T20) e polissorbato 80 (T80), com
exposicao com duracdo de 10 minutos, 20 minutos e 30 minutos. Letras diferentes para
cada tempo de exposicao indicam diferenca significativa por uma ANOVA e teste de
Tukey (p<0,05).

4.3 Genotoxicidade

4.3.1 Peixes

O ensaio do micronucleo demostrou diferenca significativa apenas entre o
grupo tratado com T20 em relagéo ao grupo controle. O grupo controle ndo apresentou
formacdo de micronucleos, enquanto que no grupo tratado com alcool a mediana foi
0,250%o, para o grupo tratado com T20 foi 1,750%o e para o T80 foi 1,500%.. (Figura 3).
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Figura 3. Frequéncia de micronucleos (%o) em eritrocitos de Peixes expostos a 6leo de
Lippia alba por banho de imersdo, na concentracdo de 250uL/L com diferentes
tensoativos: controle negativo, grupo de anestésico disperso em alcool, polissorbato 20
(T20) e polissorbato 80 (T80). Os dados foram expressos em mediana de 6 repeti¢cdes.
Letras diferentes indicam diferenca significativa por uma ANOVA e teste de Tukey
(p<0,05).

O indice de dano (ID), resultante do ensaio cometa, apresentados nos
grupos tratados com T20 e T80 tiveram diferenca significativa entre si e quando
comparados com o grupo controle, mas quando comparados ao grupo com etanol ndo
apresentaram diferencas significativas (Figura 4).
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Figura 4. indice de danos em ensaio cometa de Peixes expostos a 6leo de Lippia alba
por banho de imerséo, na concentracdo de 250uL/L com diferentes tensoativos: grupo
de anestésico disperso em &lcool, polissorbato 20 (T20) e polissorbato 80 (T80). Os
dados foram expressos em mediana de 6 repeticbes. Letras diferentes indicam
diferenca significativa por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

4.3.2 Camundongos

Para andlise de mutagenicidade, os resultados do ensaio de micronudcleo na
medula Ossea pela frequéncia de microndcleos encontrados em 1000 células e a
estimativa de citotoxicidade pelo calculo da frequéncia de EPC e ENC em 200 células
observadas na lamina foram expostos na Figura 5. Houve diferenga significativa entre o
grupo tratado com tensoativo T80 comparado com o grupo controle e com 0 grupo
tratado com etanol na frequéncia de micronucleos encontrados. Quanto a relacdo
EPC/ENC, houve diferenca significativa entre o grupo tratado com o tensoativo T20

comparado com o grupo controle.
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Figura 5. A - Frequéncia de micronucleos (%0) e B - Relagdo de eritrocitos
policromaticos (EPC) e eritrocitos normocromaticos (ENC) EPC/ENC. Amostras de
medula 6ssea de camundongos expostos a Oleo de Lippia alba por gavagem, na
concentracdo de 250pL/L com diferentes tensoativos: controle negativo, grupo de
anestésico disperso em alcool, polissorbato 20 (T20) e polissorbato 80 (T80). Os dados
foram expressos em mediana de 6 repeticbes. Letras diferentes indicam diferenca
significativa por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).
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O indice de dano (ID), resultante do ensaio cometa em camundongos,
apresentados nos grupos tratados com alcool e com tensoativo T20 tiveram diferenca

significativa entre si e quando comparados com o controle (Figura 6).
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Figura 6. indice de danos em ensaio cometa de camundongos expostos a 6leo de
Lippia alba por gavagem, na concentracdo de 250uL/L com diferentes tensoativos:
controle negativo, grupo de anestésico disperso em alcool, T20 e T80. Os dados foram
expressos em mediana de 6 repeticdes. Letras diferentes indicam diferenca significativa
por uma ANOVA e teste de Tukey (p<0,05).

5. DISCUSSAO
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5.1 Composicédo do 6leo essencial de Lippia alba

Vérios autores relataram variacdes quimicas na composicdo de 6leo
essenciais e atividades biolégicas, em amplas variacbes geograficas, para o Oleo
essencial de Lippia alba. Jannuzzi et al. (2010) com andlise de cromatografia gasosa
em Oleo essencial de varios gendtipos do centro-oeste brasileiro, definiram a existéncia
de cinco compostos majoritarios: linalol (89,8%), citral (neral e geranial) (56,7%),
mirceno (47,6%), carvona (46,9%) e limoneno (36%). Fatos semelhantes foram
evidenciados por Heldwein (2011) e Kampke et al. (2017) que relataram como
compostos majoritarios no Oleo essencial de Lippia alba o linalol, apresentando
aproximadamente 53% e 47%, respectivamente. Neste estudo obtivemos como
compostos majoritarios o linalol (42,36%), geraniol (12,46%), neral (10,7%) e limoneno
(7,45%), corroborando com a diversidade na composicdo apresentada por outros

autores, sendo compostos majoritarios semelhantes aos citados.
5.2 Disperséo de 6leo essencial em agua

A diluicdo habitual do 6leo essencial com etanol 1:10, para ajudar na
emulsificacdo, pode ser prejudicial para organismos na agua, reduzindo o crescimento
e aumentando a mortalidade do coral ramificado, Pocillopora verrucosa, segundo
Mulochau & Durville (2004). Outros autores como Frisch et al. (2007), relataram que o
uso da mistura de etanol e Oleo de cravo (eugenol) em corais in vitro causou
branqueamento e mortalidade tecidual em colénias de Pocillopora damicornis. Outras
pesquisas revelam que o solvente etanol é susceptivel de aumentar o branqueamento
de corais, mas ndo perturba a taxa de crescimento, em comparacdo com o Oleo de

cravo dissolvido na dgua do mar (BOYER et al., 2009).

Os 6leos essenciais possuem a caracteristica de serem imisciveis em agua,
portanto sdo menos biodisponiveis. Segundo Kanani et al. (2018), aplicando sistemas
com solugBes heterogéneas, transparentes e estaveis, a solubilidade de oOleos
essenciais aumenta, 0 que, consequentemente, aumenta a eficiéncia anestésica. Os
autores mostraram ainda que as emulsdes de 6leo de cravo e de liméo tém efeito
anestésico significativo em peixe beluga (Huso huso) e podem induzir a anestesia muito

mais rapidamente do que o MS-222, através deste tipo de formulagédo. Kheawfu et al.
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(2017) evidenciou ainda que, 0s peixes avancaram nos estagios de anestesia com a
formulacdo de emulsdo do Oleo essencial de cravo (eugenol) com polissorbatos
(nanoemulséo), significativamente mais rapido do que com a mistura 6leo e etanol.
Além disso, também tiveram tempo de recuperacdo da anestesia significativamente
menor do que aqueles anestesiados com 6leo e etanol, conforme também ocorreu no

presente trabalho.

EmulsGes, como a que realizamos neste trabalho, mostram instabilidade
fisica, como agregacédo de goticulas de oleo internas ou separacdo de fases apds o
armazenamento por um periodo de tempo (KHEAWFU et al. 2017). Entretanto, nos
testes que utilizamos, as formulacdes eram utilizadas imediatamente apds o preparo e o
tempo maximo de exposi¢do a mistura de 6leo, agua e tensoativos, ndo ultrapassaram
30 minutos, ndo sendo necessaria uma estabilidade prolongada. Existem muitos tipos
de surfactantes ou tensoativos e 0s tipos ndo iénicos, como 0s polissorbatos, sdo os
mais populares para preparacdes farmacéuticas, devido a sua compatibilidade com
varios compostos ativos (MILAN, 2007). Grande parte dos autores, avaliaram o uso de
Oleos essenciais na anestesia de peixes de varias espécies em solucdes etandlicas. O
presente estudo mostrou que a formacdo de emulsdo de 6leo de lippia alba acelera a
inducdo anestésica comparado com a solucdo etandlica, obtivemos inducdo mais
rapida de anestesia de peixe, inferindo que houve aumento da miscibilidade do 6leo na

agua no processo de anestesia por imersao.
5.3 Teste de estagios de anestesia e margem de seguranca em peixes

Autores como Vidal et al. (2007), Hohlenwerger et al. (2016) e Silva et al.
(2012) relataram um aumento na atividade de peixes (natacao) no primeiro momento de
exposicdo a anestesia, esse fato também foi observado neste trabalho em todos os
tratamentos. Hohlenwerger et al. (2016) destacou ainda que, o 6leo essencial de Lippia
alba nao foi tdo eficaz em tilapias, como citados em outras espécies (Becker et al.,
2012; Heldwein, 2012), ndo ocorrendo anestesia em concentracdes inferiores a
200uL/L, apenas sedacdo. Neste presente estudo, o Oleo essencial de Lippia alba na
concentracdo de 250uL/L diluido com tensoativos T20 e T80, foi eficiente para

anestesiar tilapias, atingindo todos os estagios de anestesia.
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Quanto ao grupo tratado com PEG, alguns animais néo atingiram o estagio
final de anestesia, semelhante ao que ocorreu com o0 grupo com etanol. Segundo
Laranjeira (2016) o polietilenoglicol desempenha o papel de co-polimero, que atua
como agente auxiliar de emulsdes e de dispersdes solidas, como no encapsulamento
em que protege as particulas de Oleos essenciais. Prista et al. (1992) dispbe sobre a
formacdo de emulsbes mais estaveis formadas com combinagdo de tensoativos
lipofilico e hidrifilico, visto que cada tipo de emulsificante se adsorvera fortemente a fase
correspondente promovendo uma ligacdo interfacial coesa, ainda que seja possivel
formar emulsdo com um Uunico tensoativo. Wadhwa et al. (2011) destacam que um
namero limitado de tensoativos pode ser usado para formulacdo de sistemas auto-
emulsionantes, entre eles os tensoativos néo-ionicos como polissorbatos e derivados
de polietilenoglicol, de modo que hidrofilicidade é a caracterisca desejavel para
formulacdo O/A e rapida dispersdo do 6leo em meio aquoso. Neste trabalho,
verificamos que o uso isolado de PEG né&o contribuiu para melhor disponibilizar o dleo
essencial, comparado com os polissorbatos que sdo mais hidrofilicos, e teve tempo de

inducéo anestésica semelhante ao grupo anestesiado com etanol.

Comparando os 6leos essenciais com anestésicos sintéticos, Gressler et al.
(2012) mostra que o tempo de anestesia de jundias com metanosulfonato de tricaina
MS222 (anestésico sintético) € muito maior que o tempo realizado pelo 6leo essencial
de cravo (eugenol). Evidencia ainda gque, juntamente com outros autores como Cunha
et al. (2010), que a atividade anestésica € concentracdo-dependente, ou seja, a medida
que se aumenta a concentracdo do 6leo essencial, ha diminuicdo do tempo necessario
para o0 avanco dos estagios na inducao anestésica. Outros autores também relataram a
relacdo concentracdo-dependente de Oleos essenciais. Simdes et al. (2011)
observaram que somente a concentracdo de 80 mg/L de éleo de cravo ndo induziu as
tilapias a todos os estagios de anestesia, mas com aumento da concentracao
avancaram nos estagios de anestesia total. Neste trabalho, a concentragéo fixa de 0leo
essencial de Lippia alba (250uL/L) em adicdo de tensoativos, mostrou que néo é
apenas o aumento da concentragdo capaz de diminuir o tempo de inducdo anestésica.

O aumento da disponibilidade do 6leo essencial, através de particulas menores de 0Oleo
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essencial, formadas pelo sistema emulsionado, otimiza o processo de inducéo

anestésica, comparada com diluicdo com etanol (1:10).

Ross e Ross (1999) e Roubach e Gomes (2001) acreditam que 10 minutos
deve ser o tempo maximo de anestesia. Para os tempos de recuperacao, segundo
Marking & Meyer (1985), o limite da faixa considerada critica de recuperacao € menor
que 10 minutos e a faixa ideal menor que 5 minutos..Souza-Silva et al. (2015) que
utilizou eugenol para anestesia de Oscar (Astronotus ocellatus), verificaram que ocorreu
grande variacdo nos tempos de recuperacdo, ndo havendo reducdo no coeficiente de
variacdo dos tempos de recuperacdo a medida em que a dose é aumentada. De forma
diferente, Sim&es et al. (2011), mostraram que apos a exposi¢ao, a 250mg/L de mentol,
a tilapia nilética apresenta tempo de recuperacao dos peixes expostos por 10 minutos
significativamente menor que os expostos por 20 e 30 minutos. Além disso, o mentol
nao apresentou margem de seguranca, devido a mortalidade de 20 e 10% dos peixes
expostos por 20 e 30 minutos, respectivamente. Evidenciamos no presente estudo que,
mesmo sem variagdo na concentracao e com periodos de exposicao diferentes (10, 20
e 30 minutos), tivemos tempos de recuperacdo semelhantes, com apenas um grupo
testado apresentando diferenca significativa e tempo de recuperacéo elevado, o grupo
tratado com T80 (proximo a 10 minutos). Entretanto, ndo houveram mortalidades em
nenhum dos grupos expostos a nenhum dos tempos analisados, demonstrando boa

margem de seguranca.

5.4 Mutagenicidade e Citotoxidade

Historicamente, a escolha do veiculo das formulacbes em estudos pré-
clinicos é realizada por escolha pessoal ou por pratica usual e informacdes adequadas
guanto ao uso, aplicacédo e seguranca nao estao disponiveis com facilidade na literatura
(GAD et al.,, 2016). Eskandani et al. (2013) em analise a provavel citotoxicidade e
genotoxicidade de T20 na linhagem celular de carcinoma epitelial de pulmdo humano e
células endoteliais de veias umbilicais humanas concluiram que o T20 inibe o
crescimento de linhas celulares normais e de céncer por inducdo de apoptose via
cromatina e fragmentacdo de DNA. Quando administrados T20 intravenoso foi

observada em caes hipersensibilidade (ESCHALIER et al., 1988) e foi associada a uma
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reacado depressora prolongada (KRANTZ et al., 1951). Esta resposta hipotensora foi
causada por uma libertacdo acentuada de histamina apds ingestdo de PS80 em cées
(ELDER, 1984;). Thackaberry et al. (2010) confirmaram a adequac¢ao de uso de altas
doses de T80 via oral para camundongos e ratos, e estabeleceram que ndo ha efeitos
bioldgicos significativos, também via oral, em cées e primatas ndo humanos ao longo de

3 meses de tratamento.

Segundo Bernardes (2015), os eritrocitos policromaticos (EPL), na medula,
sdo ceélulas em estagio imaturo de desenvolvimento e que sofrem maturacdo se
transformando em eritrécitos normocromaticos (ENC), os quais serdo lancados no
sangue na proporcdo de EPC/ENC de 1:1, em organismos sadios, significando que a
producéo desse tipo celular estad em equilibrio. Em situa¢ges de dano celular/citotéxico,
a proporcdo de EPC diminui, refletindo numa diminuicdo na relacdo EPC/ENC. Por
ainda apresentarem resquicios de material genético em seu interior, os EPC costumam
corar em um tom azulado/roxo com corantes como Leishman, diferenciando o EPC em

coloracdo roxa e o ENC em coloracdo mais rosada.

Maistro et al. (2010), ao analisar a toxicidade do 6leo essencial de alecrim R.
officinalis em roedores, mostrou que no teste do cometa, trés doses diferentes de 6leo
de alecrim induziram danos consideraveis no DNA e que houve aumento significativo
nos micronucleos. Entretanto, os resultados da razdo entre os eritrécitos policroméaticos
e normocromaticos mostraram que uma Unica dose de 6leo de alecrim ndo afetou
negativamente a hematopoiese. Queiroz et al. (2017) avaliaram a citotoxidade e
genotoxicidade no composto geraniol (encontrado no OE de lippia alba), em células
mononucleares de sangue periférico (efeitos diretos) e células de hepatocarcinoma
(apbés metabolizacdo de enzimas pelo figado) obtendo resultados por ensaio cometa
gue mostraram que nenhuma das concentracbes causaram um aumento significativo no
namero de células danificadas, ndo apresentando genotéxicidade nem mutagenicidade,
em concentracdes até 100 pg/mL. No presente estudo, em camundongos, a frequéncia
de micronucleos encontrados foi maior nos animais do grupo tratado com tensoativo
T80 quando comparados com o grupo controle e grupo tratado com etanol. Quanto a
relacdo EPC/ENC houve diferenca entre o tratamento com T20 e controle, evidenciando

alteracao na hematopoiese. O ensaio cometa em camundongos confirmou a
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genotoxicidade, apresentando diferenca estatistica no grupo tratado com T20
comparado com os outros tratamentos (T80 e alcool), além de todos (alcool, T20 e T80)
apresentarem diferenca em relacdo ao grupo controle, concluindo que foi téxico aos

mamiferos.

Kampke et al. (2017) avaliaram o efeito genotdéxico do Oleo essencial de
Lippia alba em peixes e camundongos e ndo apresentaram caracteristicas mutagénicas
em nenhuma dosagem. Nossos resultados mostram, que em peixes, tivemos diferenca
significativa na frequéncia de micronucleos no grupo tratado com T20 comparado com
0s demais grupos, e no ensaio cometa os tratamentos (T20 e T80) apresentaram
diferenca estatistica entre si e quando comparados com o grupo tratado com etanol
foram semelhantes, entretanto todos os tratamentos (alcool, T20 e T80) apresentaram
diferenca estatistica quando comparados com o controle, apresentando indicios de

toxicidade.

6. CONCLUSAO
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No presente trabalho ficou evidenciado que os tensoativos T20 e T80
adicionados ao 6leo essencial de Lippia alba aceleram a inducdo anestésica em
tilapias, atingindo os estagios de anestesia de forma mais rapida quando comparados
com grupo tratado com etanol (1:10). Ainda que o uso do tensoativo T80 aumentou o
tempo de recuperacdo, ndo sendo considerado ideal para um anestésico, os testes
apresentaram boa margem de seguranca e tolerancia, visto que n&o houveram
mortalidades em nenhum dos tratamentos em tempo maximo de exposicdo de 30
minutos. Os efeitos genotoxicos dos tensoativos foram encontrados em mamiferos e
peixes de forma similar ao encontrado no grupo testado com alcool. Evidenciamos,
portanto, que o uso de tensoativos na piscicultura ndo trouxe beneficios a toxicidade,

tampouco aumento consideravel de danos, em relacdo ao uso habitual com etanol.
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