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RESUMO

EFEITOS ANTIOXIDANTES DO OLEO ESSENCIAL DE Zingiber
oficinale EM CARPA CAPIM (Ctenopharyngodon idella)

AUTORA: Milena Fortuna
ORIENTADOR: Mauro Alves da Cunha

O gengibre (Zingiber oficinale) tem vérios efeitos benéficos ja investigados, em
espécies como ratos Wistar e peixes (Cyprinus carpio). No organismo, o efeito
prejudicial dos radicais livres (ROS) ocorre quando eles estdo em quantidades
excessivas no corpo e 0s antioxidantes combatem esse efeito. A carpa capim
(Ctenopharyngodon idella) é uma das mais importantes e mais consumidas espécies de
peixes de dgua doce do mundo. O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos
do 6leo essencial de gengibre (EOG) como antioxidante, considerando a fisiologia da
carpa capim. Para isso, os parametros avaliados foram bioquimicos, sanguineos, de
fluxo i6nico e acetilcolinesterase (AChE). Os dados sdo relatados como média + desvio
padrdo. Nenhuma mortalidade foi registrada durante os experimentos. Os niveis
plasmaticos de glicose e proteina total ndo diferiram significativamente entre os grupos,
assim como acetilcolinesterase no cérebro e masculo. Nos trés tempos de amostragem e
duas concentracdes testadas pelo EOG, a atividade da SOD foi significativamente maior
no figado (17,36 + 3,14, 17,19 + 3,67) e no rim (15,97 £ 2,42, 16,48 + 2,95), quando
comparada ao grupo controle (14,63 + 0,92, 14,09 + 0,65), exceto para a atividade da
SOD no figado apos 1 hora (11,41 + 3,42, 11,55 + 1,58). Os niveis de GPx comecaram
a aumentar no figado a 50 pL L%, de 4 horas de tratamento (23,38 + 0,65) para 8 horas
(24,63 £ 4,82) na concentragdo de 100 pL L-1, apds 8 horas de exposi¢do no rim (39,74
+ 7,62). A concentragdo de 100 pL L ~induziu uma sedacéo leve. O fluxo idnico de
potassio (K +) teve um influxo na concentracdo de 100 pL L como o ifon cloro (CI) a
50 uL L. O EOG induz a atividade antioxidante das enzimas em ambas as
concentracdes, melhorando os niveis oxidativos, e tem um efeito leve de sedacdo apds 8

horas de exposicéo.

Palavras-chave: Peixe, Gengibre, Estresse oxidativo, Produto Natural



ABSTRACT

ANTIOXIDANT EFFECTS OF Zingiber oficinale ESSENTIAL OIL IN
GRASS CARP (Ctenopharyngodon idella)

AUTHOR: Milena Fortuna
ADVISOR: Mauro Alves da Cunha

Ginger (Zingiber oficinale) has several beneficial effects already investigated, in species
like Wistar rats and fish (Cyprinus carpio). In the organism, the harmful effect of free
radicals (ROS) occurs when they are in excessive amounts and the antioxidants combat
this effect. The Grass carp (Ctenopharyngodon idella), is the one of the most important
and most highly consumed freshwater fish species in the world. The aim of the present
study was to investigate the effects of ginger essential oil (EOG) as an antioxidant,
considering the physiology of grass carp. For this, the parameters evaluated were
biochemical, blood, ion flow and acetylcholinesterase (AChE). Data are reported as
mean + SE. No mortality was registered for the duration of the experiments. Plasma
glucose and protein levels did not differ significantly among the groups, as
acetylcholinesterase in brain and muscle. On the three sampling times and two
concentrations EOG tested, SOD activity was significantly higher in the liver (17.36 *
3.14, 17.19 + 3.67) and in the kidney (15.97 + 2.42, 16.48 + 2.95), when compared to
the control group (14.63 £ 0.92, 14.09 £ 0.65), except for SOD activity in the liver after
1 hour (11.41 £+ 3.42, 11.55 £ 1.58). GPx levels began to increase in the liver at 50 uL.
L-1 from 4 hours of treatment (23.38 + 0.65) to 8 hours (24.63 + 4.82) at the
concentration of 100 uL L, after 8 hours of exposure in the kidney (39.74 + 7.62). The
concentration of 100 pL L™! induced the stage of light sedation, after 1 hour which
lasted up to 8 hours. The ion flux of potassium (K*) had an influx on the concentration
of 100 uL L~ as the ion chloride (CI") at 50 uL L. The EOG induces the enzyme
antioxidant activity at both concentrations, improving oxidative levels, and has a light

sedation after 8 hours of expositon.

Key words: Fish, Ginger, Oxidative stress, Natural Product
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1 INTRODUCAO

1.1 Oleo essencial

As plantas medicinais por muito tempo tém formado a base da medicina que ja
existe ha milhares de anos e continuam a oferecer beneficios a humanidade com novos
medicamentos (Marques et al, 2016). Atualmente existe um grande avango cientifico
envolvendo estudos quimicos e farmacoldgicos dessas plantas que visam obter novos

compostos com propriedades terapéuticas (Filho & Yunes, 1997).

As propriedades farmacéuticas de plantas medicinais sdo principalmente
atribuidas aos 6leos essenciais. O termo "6leo essencial” (OE) foi usado pela primeira
vez no século XVI por Paracelsus von Hohenheim (Guenther, 1950). Os OEs de plantas
sdo liquidos oleosos aromaticos e volateis que contém uma mistura de compostos
resultantes do metabolismo secundario da planta, formado em células especiais
encontradas nas folhas e caules e comumente concentrados em uma regido particular,

como folhas, cascas ou frutos (Burt, 2004).

Na natureza, os OEs desempenham um papel importante na protecdo das
plantas como antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas e também contra
herbivoros. Eles também podem atrair alguns insetos para favorecer a dispersdo de
polens e sementes, ou repelir outros indesejaveis (Bakkali et. al, 2008). Além disso, 0s
OEs tem sido utilizados como fontes de medicamentos e conservantes de alimentos por
mais de 4000 anos e sdo cada vez mais estudados como antioxidantes e para o controle
de micro-organismos (Burt, 2004; Andrade et al, 2012).

Devido as suas fortes caracteristicas aromaticas e bioatividade, os OEs tém
sido amplamente utilizados na aromaterapia, como enriquecedor de sabor em alimentos
e fragrancias em cosméticos, e mais recentemente como produtos farmacéuticos,

conservantes naturais, aditivos e biopesticidas (Stevanovi'c et.al, 2018).

O aumento do interesse na utilizagdo das plantas medicinais e seus OE,
provindas das administragcbes de salde para o uso de plantas medicinais aumentou
consideravelmente (Silveira et al, 2008), pois 0s mesmos tém uma ampla gama de uso,
devido as suas atividades bioldgicas, que se devem as suas substancias bioativas, que

podem ser benéficas ou nocivas, dependendo da dose empregada (Amorozo, 2002) por
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essa razdo, a acdo dessas substancias oriundas das plantas, bem como suas doses

terapéuticas devem ser devidamente elucidadas.

A composicdo de cada OE pode variar dependendo de certas condigdes, tais
como variedade vegetal, parte da planta, area de crescimento, mudancas climaticas,
tempo de colheita, condi¢des de armazenamento, e 0 quimiotipo de cada componente
(Pauli & Schilche, 2009). A composicdo quimica é composta principalmente por
hidrocarbonetos mono e sesquiterpénicos e seus derivados oxigenados, juntamente com
aldeidos alifaticos, alcoois e ésteres (Baser & Buchbauer, 2010), que demonstram

atividades bioldgicas em animais e plantas (Elshafie & Camele, 2017).

1.2 Gengibre (Zingiber oficinale)

Uma alternativa de planta com propriedades bioativas é o gengibre, uma
herbdcea perene, que cresce até uma altura de cerca de 1 metro. As folhas se
desenvolvem a partir do rizoma ramificado e das flores, que lembram as orquideas.
Cada flor tem trés pétalas laranja-amareladas com um adicional arroxeada (Mbaveng &
Kuete, 2017).

O gengibre é consumido tipicamente como uma pasta fresca, pd seco, fatias
conservadas em xarope, doces, para aromatizar cha e na culinaria (principalmente
chinesa) como especiaria (Ali et al, 2008; Shukla et al, 2007). A pasta serve como
material de base para a producdo industrial de uma variedade de produtos, e 0 suco

também é usado em algumas aplicacdes especiais (Shukla et.al, 2019).

Alem disso, o gengibre é utilizado na medicina tradicional oriental desde a
antiguidade para tratar diversas doencas (Fouda & Berika, 2009), e seus produtos, como
0 Oleo essencial (Figura 1) e 6leo resina, sao comercializados internacionalmente para

uso em processamento de alimentos e usos farmacéuticos (Kamaliroosta et al., 2013).

O rizoma de gengibre contém de 60 a 70% de carboidratos, 3 a 8% de fibra
bruta, 8 a 9% de proteina, 3 a 6% de Gleo graxo e 2 a 3% de 6leo volatil. Foram
identificados mais de 115 compostos no gengibre cru, apresentando uma excelente fonte
de varios compostos fendlicos bioativos, incluindo compostos pungentes, ndo volateis e
antioxidantes, como gingerols, shogaols e zingeronas, além de outros compostos como

cineol, pineno, B-caroteno, acido cafeico e curcumina (Srinivasan, 2017).
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A pungéncia do gengibre fresco é devida ao gingerol, que é o constituinte mais
abundante entre os gingerois, enquanto que a pungéncia do gengibre seco ou cozido se
deve aos shogaols. Esses compostos sdo rapidamente absorvidos em animais e
humanos, se acumulando em varios tecidos, sendo extensivamente metabolizados no

organismo e excretados como metabdlitos (Srinivasan, 2017).

Vaérios efeitos benéficos provenientes dessa planta ja foram comprovados,
como no tratamento e prevencao de artrite utilizando o extrato hidroalcoolico, (Fouda &
Berika, 2009), anti-inflamatério, onde o primeiro estudo a demonstrar esse efeito
(Grzanna et.al, 2005 apud. Kiuchi et.al, 1982) atestou que o0s extratos de plantas
pertencentes a familia Zingiberaceae inibem a sintese de prostaglandinas (PGs) in vitro.
Foi utilizado extrato de gengibre fresco, submetido a purificacdo cromatogréafica, e
posteriormente, analise das fracdes resultantes para seu efeito sobre a sintese de PGs. Os
compostos foram isolados, e identificaram o [6] -gingerol e outros quatro compostos
estruturalmente relacionados, como responsaveis por esse efeito, em homogenatos de

medula renal de coelho com valores de IC50 variando de 1,0 a 5,5 .

Além disso, o gengibre também possui atividade antimicrobiana, onde seus
metabolitos elevaram a atividade de outros compostos antimicrobianos, aumentando
assim sua efetividade. 1sso se deve ao aumento da desintegracdo das paredes celulares
bacterianas, 0 que possivelmente poderia interferir com o aumento da resisténcia dos

patdgenos, aumentando assim o tempo Util dos antibiéticos (Silva et al, 2018).

Um estudo desenvolvido por Majolo e colaboradores (2014) atestou sua
eficadcia como antimicrobiano, utilizando 14 cepas de salmonela, isoladas de amostras
de frango, com o 6leo essencial obtido a partir do rizoma da planta, nas concentragdes
de 20000, 10000, 5000, 2500, 1250 e 625 pg.mL™. Essa atividade foi reforcada por
Zang et al (2013), onde utilizou uma MIC de 0,02 mg/mL para o 6-gingerol contra
Helicobacter pylori, responsavel por cancer gastrico em humanos, quando comparado a
amoxicilina como controle positivo e 50% Polyethylene glycol (PEG 400) como

controle negativo.
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Figura 1: Oleo essencial de gengibre (Foto por Milena Fortuna)

1.3 Carpa Capim (Ctenopharyngodon idella)

As carpas em geral estdo entre as espécies de peixe de maior potencial de
crescimento, adaptabilidade e de mais baixo custo de alimentacdo (Camargo et.al,
2006). A carpa capim (Ctenopharyngodon idella) especificamente, € um peixe nativo
chinés de agua doce, onde o adulto prefere &gua morna e fluida, pois é importante para a
incubacdo de ovos, enquanto larvas e juvenis se desenvolvem em habitats

remanescentes mais silenciosos, como varzeas (Verigin et al., 1978).

As carpas de capim séo tolerantes a uma ampla faixa de temperatura, oxigénio
e a salinidade, e por essa resiténcia a baixa temperatura, sdo bem adaptadas as
temperaturas de inverno no sul do Brasil (Garcia et al, 2008). Porém, nessa época, as

carpas capim recuam para profundidades dos leitos dos rios (Shireman & Smith 1983).

Um estudo desenvolvido por Cross e colaboradores (1970), atestou que a carpa
capim sobrevive a 50% de 4gua do mar por um curto periodo de tempo, e a migracao de
peixes de um sistema fluvial para outro por meio do mar é impossivel. Entretanto,

migraces entre sistemas fluviais adjacentes separados por &gua salobra so viaveis.

Além disso, se tornou uma importante especie comercial com uma producao
global em constante crescimento producgéo anual (Wang et al. 2015 apud Chilton et.al,

1992; Shireman & Smith 1983) sendo bem aceita entre os produtores devido a sua
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resisténcia e facilidade de cultivo, aceitacdo de alimentos peletizados, rapido
crescimento e por ser uma fonte de proteina de alta qualidade (Camargo et al. 2006 apud
Tripathi & Datta, 1990).

A carpa capim o peixe de agua doce mais utilizado no controle biolégico de
plantas daninhas (Silva et.al, 2014), porque sdo consumidores vorazes de material
vegetal. Eles podem comer 2 a 3 vezes seu peso cada dia e pode ganhar 2-4 kg em um
Gnico ano (Bozkurt et. al, 2017). Se alimentam preferencialmente de macrofitas
submersas e enraizadas, seguidas por algas filamentosas e vegetacdo emergente fibrosa
(Swanson & Bergersen, 1988). As plantas aquéticas podem facilmente se superpopular
e prejudicar o potencial de pesca de um local. O excesso de plantas daninhas em
decomposicdo pode diminuir a quantidade de oxigénio na agua, 0 que pode ser

prejudicial para as espécies aquaticas (Bozkurt et. al, 2017).

O efeito direto da carpa capim no ecossistema da dgua é causada por sua
pastagem em macroéfitas aquaticas. Se a vegetacao estiver em pouca quantidade, a carpa
capim utilizard fontes de alimento animal, como lagostim, detrito e zooplancton
(Conover 2007). Os efeitos indiretos estdo associados aos seus excrementos, que Sao
ricos em nutrientes, e dependem da quantidade de biomassa vegetal consumida
(Pipalova et. al, 2009).

Figura 2: Exemplar de carpa capim (Foto por Marisa Teresinha de Bastos Brasil).

1.4 Anestesia e sedacao
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Em termos gerais, a sedacdo (definida como um efeito calmante) é um estado
preliminar de anestesia no qual a sonoléncia é induzida, com percepcdo sensorial
entorpecida e possivelmente alguma analgesia (insensibilidade a dor), mas na qual néo
ha perda grosseira de percepcao sensorial ou de equilibrio. Uma substancia anestésica
pode produzir sedacdo, anestesia cirdrgica ou morte, dependendo de fatores como o
nivel de concentragdo do composto e da duracdo da exposicdo (Ross & Ross, 2008)
(Tabela 1).

Ja a anestesia é definida como um estado reversivel que resulta em
inconsciéncia e perda total de sensibilidade por meio da depressdo do sistema nervoso
central, e esse estado pode ser seguido por diferentes niveis de analgesia (auséncia de

dor) e relaxamento muscular (Martins et al., 2018).

Estégio Descri¢do Sinais fisioldgicos e
comportamentais
I Sedacdo leve Resposta a estimulos, mas

movimento reduzido,
ventilacdo diminuida,
alguma analgesia, somente
receptivo a estimulagéo
grosseira

] Anestesia leve Perda parcial de equilibrio;
boa analgesia, perda total
do tdnus muscular, perda
total do equilibrio,
ventilagdo quase ausente

i Anestesia cirurgica Perda total de reagéo a
mesmo estimulacao
macica
v Colapso medular Parada de ventilacéo,

parada cardiaca, eventual
morte; overdose

Tabela 1: Estagios de anestesia. Adaptado de Ross & Ross (2008).

A sedacdo e antesia por imersao em peixes € analoga por inalantes gasosos em
animais terrestres. O peixe ventila a substancia em solucdo, que entra na corrente
sanguinea através das branquias e/ou Orgdos respiratérios acessorios ou a pele e, em
seguida, passa para o sistema nervoso central. Tanto o tecido branquial como a pele
contém grandes quantidades de lipidios, de modo que a eficiéncia de absorcéo através
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destas superficies esta diretamente relacionada a solubilidade lipidica da substancia
(Neifer & Stamper, 2009).

Os anestésicos e sedativos sdo importantes nas diferentes atividades
relacionadas com a producgéo e comercializagdo de peixes, utilizando-se concentragoes
adequadas de anestésicos para as diferentes atividades normalmente estressantes durante
a manipulacdo dos peixes (Ross & Ross, 2008). Esse estresse pode ser induzido por
fatores fisicos, que podem provocar varias respostas fisiologicas negativas (Barton,
2002), e com 0 uso de anestésicos pode-se minimizar esses danos e proteger os animais
contra les@es e infeccdes bacterianas, que comumente levam os animais ao 6bto (Neifer
& Stamper, 2009 apud Kumlu & Yanar, 1999).

Atualmente, muitas substancias provenientes de plantas, como as que estdo
presentes nos Oleos essenciais, estdo sendo investigados como alternativa para anestesia
ou sedacdo em peixes. Um estudo desenvolvido por Khumpirapang e colaboradores
(2018) elucidou o uso dos o6leos essenciais de Ocimum basilicum, O. canum, e O.
sanctum em carpa comum (Cyprinus carpio), constatando que os mesmos podem ser
utilizados de em peixes como anestésico, nas concentracdes de 100, 200 e 300 mg/L,
por um tempo maximo de 20 minutos. Além disso, através de testes in vitro de
citoxicidade com células sanguineas periféricas de carpas comum nas concentracoes de
100, 200, 300, 400, and 500 mg/L, atestaram que nas concentracfes maiores, houve um

aumento na citotoxicidade nessas células.

Além disso, diversas pesquisas no panorama dos OEs tém sido realizadas para
utilizacdo a curto e longo prazo, por exemplo, anestésicos eficazes devem induzir a
anestesia dentro de 15 minutos (min) e, preferencialmente, num tempo menor que 3
min, com uma recuperacdo de 5 min ou menos (Marking & Meyer 1985), com uso
preferencial para amostragem de sangue. J& 0s de longo prazo de recuperacdo tem sido
recomendado para cirurgia e transporte de peixes (Roubach et. al, 2005 apud Hoseini
et.al, 2018).

Um estudo desenvolvido por Souza et. al (2018) com OEs de Citrus x
aurantium, nas concentragdes de 100, 200, 400, 600 or 800 pL L™* Citrus x latifolia nas
concentragdes de 100, 200, 300, 400 or 500 uL L™ ,em jundias (Rhamdia quelen), com

um tempo curto de exposicdo de 5 min e recuperacdo de até 10 minutos, constatou o
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efeito de sedacdo leve desses 0leos essenciais nas menores concentragdes, e as maiores

concentrag¢fes diminuiram o tempo de indugdo de sedacéo e anestesia.

Outro estudo desenvolvido por Santos et al (2017), com os OEs de Aloysia
triphylla e Cymbopogon flexuosus em jundias,também a curto prazo (3 min para
inducdo anestésica e 5-10 minutos de recuperacdo), nas concentracfes de (25, 150 e
300 ul/ L 1), onde ambos os OEs induziram sedac¢do na menor concentragio e anestesia
nas maiores concentracdes, onde C. flexuosus induziu os estagios iniciais da anestesia (I
e 11) mais rapidamente, mas também resultou em tempos de recuperacao anestésica mais

longos.

Quanto a longo prazo de exposi¢do no transporte (4 horas), (Salbego et. al,
2017) utilizou os 6leos essenciais de eugenol (1,5 ou 3,0 mL L) e Lippia alba (10 ou
20 mL L, onde ambos os anestésicos reduziram a atividade cerebral da AChE, nas
concentracdes testadas, além de aumentar 0s niveis do antioxidante de grupos tiol ndo

proteicos (NPSH) e diminuir os niveis de acido tiobarbitdrico (TBARS) no figado.

Quanto ao potencial anestésico do 6leo essencial de gengibre, um estudo
realizado com o Gleo essencial extraido do rizoma de uma planta da mesma familia
(Alpinia galanga), em carpa comum (Cyprinus carpio), nas concentracfes de 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700 e 800 mg/L, a curto prazo (tempo de observacdo maxima de 20
minutos), demonstrou que é uma fonte natural alternativa promissora para anestesia leve
em peixes, em uma concentracdo de 300 mg/L, devido a seguranca e eficacia

(Khumpirapang et al, 2018).

1.5 Radicais livres e atividade antioxidante

A oxidagdo é parte fundamental do nosso metabolismo e os radicais livres sdo
produzidos naturalmente. No organismo, o0s radicais livres cujo elétron esta
desemparelhado, encontram-se envolvidos na producdo de energia, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias
biologicas importantes (Barreiros & David, 2006). Existem diferentes espécies radicais
livres: radicais centrados em oxigénio, radicais centrados em nitrogénio, centrados no

carbono e centrados no enxofre (Halliwell, 2007).
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No entanto, 0 excesso dessas substancias altamente reativas é capaz de iniciar
auto amplificacdo e reacOes em cadeia causando danos e disfuncdo celular (Perrone
et.al, 2018). A producdo continua de radicais livres durante os processos metabdlicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os
niveis intracelulares e impedir ou amenizar a inducdo de danos (Sies, 1993). Os
antioxidantes sdo os agentes responsaveis pela inibi¢do e reducdo das lesbes causadas
pelos radicais livres nas células (Bianchi & Antunes, 1999).

Os antioxidantes atuam através de trés possiveis mecanismos, sendo eles: 1)
captura direta de espécies reativas, via captura de elétrons e transferéncia do radical
hidrogénio, 2) neutralizacdo através de reacdes redox, 3) através da oxidagdo de
substratos. Baixas concentracdes de diversos OE provaram ser benéficas como
antioxidantes, no entanto, em altas concentragdes, a liberacdo de radicais hidrogenados
de sitios fendlicos ativos, que podem eventualmente causar oxidacdo, levando a um
efeito de oxidacao induzido por antioxidantes (Islam et. al, 2018). Na primeira linha de

defesa antioxidante do organismo estdo as enzimas antioxidantes.

A superdxido dismutase (SOD) possui dois tipos de enzimas, que catalisam a
destruicdo do radical anion superoxido, convertendo-o em oxigénio e perdxido de
hidrogénio. A catalase (CAT) converte o peroxido de hidrogénio em agua (H20) e
oxigénio (Oz). Outro sistema inclui a Glutationa Peroxidase (GPx) e GR (Glutationa
Redutase), que também catalisa a dismutacdo do perdxido de hidrogénio em H.O e O,
esta enzima opera em ciclos entre sua forma oxidada e reduzida (Barreiros & David,
2006). Quanto aos biomarcadores de estresse oxidativo na lipoperoxidacéo lipidica, os
hidroperdxidos tém efeitos danosos sobre as células através da degradacdo a hidroxila,
altamente toxica. Eles também podem reagir com metais de transicdo e danificar as

membranas celulares (Maritim et. al, 2018).

1.5.1 Atividade antioxidante do OE de gengibre

Alguns OEs possuem propriedades antioxidantes, e desempenham um papel
nas atividades bioldgicas, dependendo da sua fonte botanica e de fatores ambientais, tais

como clima, e esta¢do do ano, pois pode afetar a composi¢do dos compostos extraidos,
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que reflete em diferentes mecanismos de atividade antioxidante (Pauli & Schilche,
2009).

Um desses OEs é o de gengibre (Figura 2) , onde estudos prévios (Dugasani et.
al, 2010) in vitro, com células RAW 264.7 expostas a compostos isolados do gengibre
([6]-Gingerol, [8]-gingerol, [10]-gingerol and [6]-shogaol), atestaram que o0 6-shogaol o
composto mais promissor com potentes propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias.
Lee e colaboradores (2011), elucidaram o papel do [6]-Gingerol nos danos oxidativos e
nitrosativos induzidos por AP e apoptose, relacionado a doenca de Alzheimer, em
células SH-SY5Y, onde o composto apresentou capacidade protetiva contra a
citotoxicidade induzida por AP, regulando positivamente os niveis de mRNA e proteina

de enzimas antioxidantes.

Os estudos in vivo demonstraram a atividade antioxidante do OE de gengibre,
(Jafarinejad et. al, 2017) em carpas comum (Cyprinus carpio) nas concentragdes de 0,5,
2 e 5% de gengibre em po por 56 dias, depois desse periodo de exposicao, 0s niveis de
SOD, CAT e GPx e malondialdeido (MDA), aumentaram (2 e 5%) melhorando a
capacidade antioxidante. Yilmaz & Ergiin (2012) atestam a atividade antioxidante do
gengibre (Yilmaz & Ergiin 2012) em badejo (Dicentrarchus labrax), utilizando um

tratamento de imersdo em banho de 96 horas, na concentracdo de 0.01 - 0.02 mL/L.

1.6 Acetilcolina e Acetilcolinesterase

A acetilcolina (ACh) foi o primeiro composto a ser identificado como um
neurotransmissor de sinapses no sistema nervoso central (SNC). E uma substancia
absorvida pelas células colinérgicas através de um sistema de absor¢do de colina
dependente de sodio, e sua acdo é mediada pelos receptores nicotinicos e muscarinicos
(Van der Zee & Luiten, 1999).

A neurotransmissdo colinérgica central altera predominantemente a
excitabilidade neuronal, altera a liberagdo pré-sinaptica de neurotransmissores e
coordena o disparo de alguns grupos de neurénios, sendo a ACh um neurotransmissor
excitatorio no sistema periférico (Picciotto et al, 2012) com diversas atividades, como
neuritogénese, hematopoiese e trombopoiese, adesdo celular, ativagdo dos neurdnios

dopaminérgicos (Soreq & Seidman, 2001).
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A colinesterase € uma familia de enzimas que catalisa a hidrolise da ACh em
colina e &cido acético em uma reacdo que resulta no retorno do neurénio colinérgico ao
seu estado de repouso apos ativacdo. A Acetilcolinesterase (AChE) é encontrada em
muitos tipos de tecido condutor: nervo e musculo, tecidos centrais e periféricos, fibras
sensoriais, colinérgicas e ndo-colinérgicas, e sua atividade € maior em neurdnios

motores do que nos neurdnios sensoriais (Colovic et al, 2013).

A terminacdo da ativacdo dos receptores de ACh é normalmente dependente da
dissociacdo da acetilcolina de receptor e sua posterior difusdo e hidrdlise, exceto em
doengas onde os niveis de acetilcolina sdo limitantes ou sob inibicdo da AChE,
condigdo que aumenta a duracdo da ativacao do receptor (Soreq & Seidman, 2001), pois
impede a enzima colinesterase de quebrar ACh, aumentando tanto o nivel quanto a
duracdo da acdo do neurotransmissor,e consequentemente, os efeitos da acetilcolina,
causando seu acumulo nas sinapses. Essa inibicdo é geralmente via sintese quimica ou
produzido por plantas e microorganismos, e pode ter aplicacbes no tratamento de

doencas neurodegenerativas e distdrbios (Su et. al, 2017).

Estudos relacionados a atividade da AChE demonstraram uma inibi¢do dessa
enzima por 0leos essenciais, que é explicada pela variedade de componentes quimicos
em um determinado OE, Lopez et. al (2015) utilizou como modelo a enguia elétrica
(Electrophorus) e compostos presentes nos OESs, como monoterpendides (geraniol,
linalol, canfora, fenchone, carvona e c-terpineno) e fenilterpendides (trans-anethole e
estragol). A atividade da AChE aumentou (15-35%) com 40l M de geraniol, canfora, c-
terpineno e linalol, a atividade diminuiu (60-40%) com 5 mM de carvona, c-terpineno e

fenchona, onde a AChE foi capaz de alojar mais de uma molécula monoterpendide.

Tundis e colaboradores (2012) também avaliaram a capacidade anti
colinesterasica de OE hidrodestilados de trés espécies de Citrus, porém C. aurantifolia
Swingle na concentragdo de 139.3 pg/mL, C. aurantium L. na concentragdo de
147.5ng/mL, foram as mais efetivas. Os OEs também apresentaram alto teor de

terpendides, sendo indicados como potenciais farmacos anticolinesterasicos.

1.7 Regulacéo idnica em peixes de agua doce



24

A osmorregulacdo € um processo que controla as concentracdes de eletrolitos e
substancias organicas dissolvidas em fluidos corporais e mantém o equilibrio de sal e
agua (Ghahremanzadeh et.al, 2014 apud Jurd 2000). Peixes, como outros vertebrados
osmorreguladores, tem que manter a homeostase idnica e osmotica, para funcionamento
normal de atividades celulares e processos fisioldgicos. Isto se da atraves de sofisticados
mecanismos de transporte transepitelial (Guh et.al, 2015). Os peixes teledsteos,
especificamente, sdo capazes de manter a homeostase ibnica e osmdtica atraves das
salinidades ambientais, utilizando os mecanismos osmorregulatorios, que Sdo processos

que demandam energia (Sampaio & Bianchini, 2002).

Esses animais mantém a osmolaridade do organismo em aproximadamente um
terco da dgua do mar. O sangue e os fluidos corporais dos peixes de dgua doce sdo
altamente concentrados em comparagdo com o meio e hd uma tendéncia de a agua
entrar no corpo por osmose, e sais serem perdidos pela difusdo passiva (Eddy, 1982).
Portanto, eles enfrentam continuamente dois desafios: (1) minimizar as perdas i0nicas
passivas via vias paracelulares e (2) para absorver ativamente ions do ambiente diluido
(Kumai & Perry, 2012).

A modificacdo que ocorreu durante a evolucdo do epitélio dos peixes para
facilitar a troca gasosa ndo é sem custo fisiologico, pois 0 ambiente aquéatico exacerba
qualquer movimento difusional de substancias dissolvidas ou 4gua dentro ou fora de um

organismo que ndo seja iso-osmotico em relagdo ao meio (Evans et. al, 1999).

A osmorregulacdo em peixes € mediada por um conjunto de estruturas,
incluindo o epitélio gastroinstestinal, o rim, e as branquias, que criam gradientes idnicos
e osmoticos entre o corpo e 0 ambiente externos (Kaneko et.al, 2002). Dentre eles, as
branquias sdo o principal local de troca idnica para equilibrar ganhos ou perdas pela
difusdo (Evans et. al, 1999).

Nos peixes de agua doce, existem dois tipos de células, as pavimentosas (90%
da superficie total epitelial) e os iondcitos, que se encontram nas superifices lamelares
do filamento de branquia, e sdo células ricas em mitocdndrias, que sdo as principais
células que expressam transportadores de ions especificos (ou enzimas) e, portanto, séo
responsaveis pelo transporte de ions (principalmente absor¢édo de sédio (Na*), cloro (CI

) e calcio (Ca"), secrecdo de ions hidrogénio (H") ou bicarbonato (HCO3") e excrecdo
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de amdnio (NH4™) nas branquias de peixes de agua doce (Guh et.al, 2015; Perry et. al,
1998).

A captacdo de Na" e CI™ é realizada por transportadores de Na*/H* e NaCl
/HCO3" com mecanismos de troca ionica (Wilson et.al, 2000 aput Krogh, 1939). A
ionorregulacdo no transporte simulado pode sofrer alteracdes no fluxo idnico de Na *
Cl e K, provocada pelo stress nos peixes, com perturbacdo da homeostase idnica, além
de estimular a glicogénese, a gliconeogénese, o catabolismo proteico e a producao de
amonia (Randall Ip & Chew 2010).

Durante um equilibrio equivalente de acido-base metabdlico, o fluxo de ions
dos compartimentos extracelular e intracelular para o ambiente externo, pode ser
estimado, para saber a diferenca entre os &nions e cétions do peixe para a agua. Em
geral, isso estara proximo da diferenga entre os fluxos idnicos de Na* e CI- pois esses
sdo os principais ions nos sistemas fisiologicos extracelulares. Além disso, o fluxo
ibnico de um ion entre o peixe e a agua pode ser estimado através do influxo e o efluxo.
Mudancas de qualquer um desses dois componentes vai alterar o fluxo idnico desse ion

e, portanto, afetara o equilibro acido-base (Goss et. al, 1992).

1.7.1 Ton sodio (Na*)

A homeostase do sodio regula o volume do liquido extracelular. Sua
manutencdo requer um equilibrio entre a captacdo e a excrecdo de Na*. No caso do
metabolismo na &gua, € possivel definir componentes reguladores e ndo reguladores
dessas duas funcdes (Verbalis, 2014). A absorcdo de Na * é mediada por transportador
de troca Na*/H * que é direta ou indiretamente acoplada e apresenta cinética de
saturacdo. Os niveis de Na" no epitélio sdo tipicamente maiores em agua doce, onde o
gradiente quimico do Na* é insuficiente para conduzir a troca Na*/ H* (Wilson et al,
2000 apud Avella & Bornancin, 1989).

A secrecdo de acidos (H* e/ou NH4") esta ligado a absor¢do transepitelial de
Na* enquanto a secrecdo de bases (HCO3" e/ou OH") é independentemente ligada a
absorcdo transepitelial de CI™. Até agora, pelo menos dois modelos foram propostos

para o transporte apical de Na*: (1) tipo-V apical de H*-ATPase eletricamente ligada ao
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Na*, com absorcédo via canal de Na* epitelial, e (2) uma troca eletroneutra de Na" e H*

via transportador apical Na*/H* (Hwang & Lee, 2017).

1.7.2 Ton cloro (CI)

O CI- é um halogénio anidnico inorganico que é distribuido exclusivamente
dentro do compartimento do liquido extracelular, que compreende o compartimento de
sangue/plasma (ou soro), e o compartimento do liquido intersticial. E importante na
manutencdo da eletroneutralidade e da osmolalidade, juntamente com o sddio, por isso,
mudancas nos niveis de cloro sempre devem associadas a alteracfes nas concentracfes

de Na" proporcionalmente (Dyozen et.al, 2014).

Os iondcitos e a Na*/K* ATPase, em conjunto com outras células epiteliais
branquiais, sdo capazes de extrair Na* e CI" contra uma grande concentracdo de
gradiente, mas a0 mesmo tempo, Na* e CI- sdo difundidos dos fluidos corporais para a
agua (Eddy et al, 1982). O mecanismo de captacdo de CI envolve a troca na membrana
apical CI/HCO3", e o influxo de CI foi demonstrado como sendo estimulado por
infusdo de HCO3" (Kerstetter e Kirschner, 1972), e ha uma boa correlacdo entre as taxas

de absorcéo de CI" e secrecdo de bases (de Renzis e Maetz, 1973).

1.7.3 lon potéassio (K*)

O K" é um importante cation monovalente nos animais vertebrados. Quase
todas as células possuem uma enzima Na */K * -ATPase, que bombeia Na + para fora da
célula e K + para dentro da célula e isso leva a um gradiente de K* através da membrana
celular, que é parcialmente responsavel por manter a diferenca de potencial atraves da

membrana (Palmer, 2015).

Por causa da acdo dessa enzima nas membranas celulares das branquias, os
niveis de K* intracelular sdo mantidos 20 vezes mais elevados que os extracelulares
(Dang et al., 2000; Horng et.al, 2017). Ao contrario de Na “e CI, que sdo absorvidos
por hiper osmorregulacdo,em peixes, o K" é secretado através de um canal préprio,

ortélogo ao medular externo renal nos mamiferos (Horng et.al, 2017). Em peixes de
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agua doce, ha um pequeno gradiente de K™ entre o plama e o ambiente, pode limitar a
capacidade de efluxo passivo desse ion, através da pele e branquias, ou mesmo permitir
influxo dirigido por potenciais elétricos (potencial transepitelial). Altos niveis de K*

intracelular ndo favorecem sua captacdo via transcelular (Horng et.al, 2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

- Avaliar parametros de estresse oxidativo e de osmorregulagdo em carpas capim

(C. idella), expostos ao 6leo essencial de gengibre (Z. officinale)

2.2 Objetivos especificos

- Determinar se as concentracfes utilizadas do 6leo essencial alteram parametros

osmorregulatérios (fluxo ibnico) nesta espécie.

- Avaliar se a exposicdo ao 0leo essencial modifica pardmetros metabdlicos
enzimaticos antioxidantes e de lipidios e proteinas, remetendo ao possivel

potencial antioxidante.

- Verificar se 0 Oleo essenzial de gengibre altera pardmetos enzimaéticos na
atividade da enzima Acetilcolinesterase.

A presente dissertacdo esté estruturada de acordo com as normas da Universidade
Federal de Santa Maria (MDT), sendo composta por um manuscrito.



38

3 DESENVOLVIMENTO

Manuscrito: Descreve as atividades e protocolos de laboratério realizados para mensurar
os efeitos do dleo essencial de gengibre em carpas.

Manuscrito encaminhado para a revista Physiological and Biochemical Zoology.
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Abstract

Ginger (Zingiber officinale) has several beneficial effects already investigated, in
species like Wistar rats and fish (Cyprinus carpio). In the organism, the harmful effect
of free radicals (ROS) occurs when they are in excessive amounts and the antioxidants
combat this effect. The Grass carp (Ctenopharyngodon idella), is the one of the most
important and most highly consumed freshwater fish species in the world. The aim of
the present study was to investigate the effects of ginger essential oil as an antioxidant,
considering the physiology of grass carp. For this, the parameters evaluated were
biochemical, blood, ion flow and acetylcholinesterase (AChE). Data are reported as
mean + SE. No mortality was registered for the duration of the experiments. Plasma
glucose and protein levels did not differ significantly among the groups, as
acetylcholinesterase in brain and muscle. On the three sampling times and two
concentrations EOG tested, SOD activity was significantly higher in the liver (17.36
3.14, 17.19 + 3.67) and in the kidney (15.97 + 2.42, 16.48 £ 2.95), when compared to
the control group (14.63 £ 0.92, 14.09 £ 0.65), except for SOD activity in the liver after
1 hour (11.41 £ 3.42, 11.55 + 1.58). GPx levels began to increase in the liver at 50 pL
L-1 from 4 hours of treatment (23.38 + 0.65) to 8 hours (24.63 + 4.82) at the
concentration of 100 uL L, after 8 hours of exposure in the kidney (39.74 + 7.62). The
concentration of 100 pL L™ induced the stage of light sedation, after 1 hour which
lasted up to 8 hours. The ion flux of potassium (K*) had an influx on the concentration
of 100 uL L~ as the ion chloride (CI") at 50 uL L. The EOG induces the enzyme
antioxidant activity at both concentrations, improving oxidative levels, and has a light

sedation after 8 hours of expositon.

Key words: Fish, Ginger, Oxidative stress, Natural Product
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Introduction

Medicinal plants are very useful in aquaculture because they have natural
organic components that help reducing the mortality of fishes because of various
pharmacological actions (Jafarinejad, 2018). In this context, the essential oils (EO) are
aromatic and volatile oil liquids containing a mix of compounds resulting from the
secondary metabolism of the plant formed in special cells found in leaves and stems,
commonly concentrated in a particular region such as leaves, bark or fruit and have
been used as sources of medication (Burt, 2004). In this way, the use of essential oils
has been shown to be a viable alternative to such adversities in the use of synthetic
anesthetics (Facanha & Gomes, 2005, Palic et al, 2006) and to attenuate the damage

caused by oxidative stress.

In recent years, the properties of a variety of essential oils with this proprieties
have been investigated to provide effective anestesia and sedation in fish (Cunha et al.,
2010; Parodi et al., 20113; Gressler et al., 2014; Souza et al, 2017; Souza et al., 2018;
Hoseini et. al, 2018). However, each substance has advantages and disadvantages, such
as the relationship between therapeutic factors and toxic effects and causing disorders in
physiology (Velisek et al., 2006).

Free radicals are molecules with an unpaired electron in their outer orbit and
have a very important role in the origin of life and biological evolution, leaving
beneficial effects on the organisms (McCord, 2000). Overproduction free of radicals can
cause oxidative damage to biomolecules, (lipids, proteins, DNA), eventually leading to
many diseases (Freidovich, 1999). The antioxidant defense system, which is usually
considered free radical scavengers, is another detoxification mechanism to protect an
organism from oxidative stress. The first line of antioxidant enzymatic defense is
composed, among others, by superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase
(GPX). They are important biochemical mediators of antioxidant defenses (Wu et al,
2017).

The net ion fluxes are other parameter to determine homeostasis because
freshwater fishes maintain plasma Na+ and CI levels distinctly different from the

environment. They face a constant net movement of salts and water across their
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permeable membrane. Thus, freshwater fishes (which are hyperosmotic to the medium)

presumably face a net loss of NaCl and net influx of water (Evans et al, 1982).

Another parameter of homeostasis in fish is AchE, and their substrate is
Acetylcholine (ACh) is the most widespread and best understood neurotransmitter. The
primary role of AChE is to catalyze the hydrolysis of ACh in the cholinergic synapses
within the central nervous system, the peripheral nervous system, and at neuromuscular
junctions. When this function is inhibitors, this leads to nerve signal transmission

dysfunction (Carmany et al, 2018).

Ginger (Zingiber officinale), belonging to the family Zingiberaceae and is
native to warm tropical climates, particularly southeastern Asia and is cultivated in
India, China, Africa, Jamaica, Mexico, and Hawaii. Both the essential oil and oleoresins
extracted from the rhizomes (spice of commerce) are used in many food preparations,
soft drinks, and beverages. (Singh et al., 2008) Besides, has several beneficial effects
already investigated, including anti-inflammatory and analgesic activity, (Grzanna et
al.2005) protective (Yemitan & lzegbu. 2006) and radioprotective effects, (Kim et al.
2007) antioxidants (Kiksaki & Nakatani, 1993) and anthelmintic (Lin et al. 2014) so

essential oil becomes a promising alternative for antioxidant effects in fish.

Grass carp (Ctenopharyngodon idella) has been the most researched and used
organism in biological control of submersed aquatic weeds. It is a large (125 cm)
herbivorous fish, which has been introduced to more than 50 countries for aquatic weed
control and aquaculture (Sutton and Vandiver 2000). This fish is native from the large
rivers of Asian east coast (Fisher & Lyakhnovich, 1973) and is the one of the most
important and most highly consumed freshwater fish species in the world (He et al,
2017). Mainly due to the fast growth, low cost of breeding (Chen et al., 2012).

In this context, the objective of the present study was to determine the efficacy
of EO of Zingiber officinale (EOZO) in sedation and antioxidant parameters, in grass

carp (C. idella).

Materials and methods

Animals
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Fifty two juvenile of grass carp were obtained from a local fish farm and taken
to the laboratory of Physiology of fishes (LAFIPE) at the Federal University of Santa
Maria. They were kept for 1 week in 40 L tanks with continuous ventilation for
acclimation, 15 fish/tank with controlled temperature of 21° C, pH 6.5-7.5 and
dissolved oxygen above 5.5 mg L. The fish were fed twice a day with commercial
feed (Supra® Juvenil). Residues of food, and feces that had accumulated at the bottom
of tanks were removed daily, and 25% water renewed every two days. The experimental
protocol was approved by the Ethical and Animal Welfare Committee of the UFSM

under registration number 74/2014.
Essential oil

The ginger essential oil was purchased from company Laszlo®, extract by the
roots, and the majority chemical compounds was zingiberene (31.8 %), B-
sesquifelandrene (13%) ar-curcumene (12.4 %). (Table 1) The essential oil was stored
in a bottle of amber material. The method used was High Resolution Gas
Chromatography, were the extraction was by Steam-driven distillation. Column: HP1
25m x 0.25mm (HP). Temperatures: Column: 40 ° C (3min), 3 ° C/min, up to 150 ° C.
Injector: 250 ° C Split: 1/200. FID detector: 250 ° C. Injection volume: 1 pul (conc. 0.5%
in hexane). The test was realized for the Federal University of Minas Gerais, Institut of

Exact Sciences, Department of Chemistry/Extension Collegiate.

Exposure test

The concentration used (0, 50 uL L™ and 100 uL L) were based on a
previous study (Khumpirapang et al, 2018) with an essential oil of the same family of
ginger (Alpinia galanga) and koi carp (Cyprinus carpio), in a concentration of 100 mg
L was capable of inducing slight anaesthesia.

The duration of the tests was 8 hours. The tissue samples were collected at
times: 0 (basal), 1 hour, 4 hours and 8 hours after the beginning of the tests. The
aquariums containing 1L of water and different concentrations of OEZO previously
diluted in ethanol (1:10) were used. There was used 4 fish per treatment (quadruplicate)

removed from the aquaria and sampled immediately. Blood was collected from caudal
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peduncles using heparinized capillaries. Next, the fish were euthanized by sectioning

the spinal cord and the liver and kidney were carefully removed and stored at -80°C.

High concentrations of ginger essential oil (300, 600 and 800 puL L) was
tested, however, did not get results, because the water became cloudy, and we could not

observe the animals.
Plasma analysis

The blood was centrifuged at 3000 g for 10 min at 4°C, and plasma was
separated and stored at -80°C until analysis. Plasma was used to determine glucose and
total protein levels using a commercial kit (Bioclin®, MG, Brazil) according to

manufacturer's recommendation.
Metabolites in the liver

A tissue’s portion were homogenized in a ratio of 50 mg/mL of 1% TCA
(trichloroacetic acid) using a Homogenizer Turrax. Subsequently, the homogenized
were centrifuged at 1000 x g for 10 min, and the supernatant was used for determining
glucose levels according to the method described by Dubois et al. (1956). All data were

expressed as micromol per gram of tissue.
Parameters of oxidative stress

A portion of liver and kidney was homogenized (1: 10 w v -1) in a medium
containing 120 mM potassium chloride and 30 mM phosphate buffer (pH 7.4) (Souza et

al, 2017) and the supernatant fraction obtained was frozen at -80 ° C.
Prooxidants

The supernatants were used for the determination of lipid peroxidation,
established by reactive thiobarbituric acid species production (TBARS), performed by
reaction of malondialdehyde (MDA) with 2-thiobarbituric acid, which was measured

optically according to Buege and Aust (1978) at 532 nm.

The carbonyl content was determined by the method described by Yan et al.
(1995), with some modifications. The carbonyl content was then measured by
spectrophotometry at 370 nm. The protein concentration was determined by the

Coomassie Blue Method after Bradford (1976) using bovine serum albumin as standard.
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Antioxidants measure

Enzymatic antioxidant activity of superoxide dismutase (SOD) was
determined as the inhibition rate of autocatalytic generation of adrenochrome at 480 nm
(Misra and Fridovich 1972). The enzyme glutathione peroxidase (GPx) was measured
through the oxidation rate of nicotinamide adenine of dinucleotide phosphate at 340 nm
by the reaction with glutathione reductase (GR). GR activity was determined by
measuring the oxidation of nicotinamide adenine dinucleotide phosphate at 340 nm
(Carlberg & Mannervik 1985).

Brain and muscle AChE activity

Brain and muscle AChE activity were measured at the initial time and 8 hours
after exposition to the EOZO, and was determined according to the method described
by Ellman et al. (1961) and modified by Castro et al. (2017). Briefly, proteins of all
samples were adjusted to 0.1-0.2 mg/ mL, and 0.2 mL of intact cells was added to a
solution containing 1.0 mmol acetylcholine (ACh), 0.1 mmol DTNB and 0.1 mmol
phosphate buffer (pH 8.0). Immediately after incubation for 2 min at 27 °C, the
absorbance was read on a spectrophotometer at 412 nm. AChE activity was calculated

from the quotient between brain and muscle AChE activity and protein content.
Net flux and chloride

The water collection was 15 mL in volume, at the times of 0 (initial), after 1
hour, 4 hours and 8 hours of exposition, with aeration. The net flux was calculated
according to Gonzalez et al (1998). Chloride levels were determined according to Zall et
al. (1956), and the levels of Na" and K* were measured with a flame spectrophotometer
B262 (Micronal, Sao Paulo, Brazil).

Statistical analysis

Data are reported as mean + SE. The homogeneity of variances between groups
was tested with the Levene test. When the data were parametrical, comparisons between
different groups were made using two-way analysis of variance (Time x Concentration),
with factorial experiment of 4 times and 3 concentration, and the Tukey's test. Analyzes
were performed using the software STATISTICA package, version 7.0 (StatSoft, Tulsa,
OK, USA), and the minimum level of significance was set at p <0.05.
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Results

No mortality was registered for the duration of the experiments as a
consequence of the exposure to EOZO. In this study, it was not observed the effects of
deep anesthesia on the experimental period, but after 1 hour at 100 pL L™ there was a
light sedation that remained until 8 hours.

TBARS levels (Fig. 1) were lower on the liver 4 hours of the treatment, at both
concentrations of treatment when compared to the control group, while in the kidney of
carp exposed to EOZO had no significantly different TBARS values among them, and

all treatments were low in comparison to the control.

In the kidney, protein carbonyl (Fig 2.) levels decreased in both concentrations
after 4 hours, as the observed in TBARS, and the control group had higher levels 1
hour, at the beginning of treatment, compared to the basal group in the liver and the
kidney. There were no significant differences between the concentrations in both tissues
after 8 hours of treatment.

Regarding the parameters of enzymatic antioxidant activity, at three sampling
times exposure to each of the ginger essential oil concentrations tested resulted in
significantly higher SOD activity in the liver and kidney (Fig 3), when compared with
the control groups, with the exception of the SOD activity in the liver after 1 hour. The

highest levels of SOD activity in the kidney were at 50 uL L™, 4 hours after exposure.

The GPx activity (Fig 4) varied among the experimental groups. Compared to
control group, the levels of GPx beginning increased at 50 pL L™ on 4 hours after

exposure in the liver until 8 hours, and 100 pL L™! 8 hours in the kidney.

Plasma glucose concentrations did not differ significantly among the groups at
the same time point, as the total protein that also did not differ significantly compared to

basal group (Table 2), as the AChE in brain and muscle.

Regarding to the net flux (Fig.5) mensured through 8 hours, were observed an
influx of the chloride ions (CI") and sodium (Na*), on the highest concentration. On the
Na* ion, the concentration of 50 uL L did not differ from the control group, but on the
CI- were an efflux of these ion at the same concentration. As the potassium (K*) levels,
the minor concentration did not differ from the control group, and at 100 pL L™* had an

efflux of these ions.
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Discussion

Sedation is a preliminary state of anesthesia in which sleepiness is induced,
with numbed sensory perception and possibly some analgesia (insensitivity to pain), but
in which there is no gross loss of sensory perception or balance. According Ross and
Ross, (2008) there are four levels of anesthesia, being: 1- light sedation, 2- light

anesthesia, 3- surgical anesthesia and 4- medullary collapse.

In slight sedation there is stimulation, but reduced movement, decreased
ventilation, some analgesia, only receptive to gross stimulation. On the other hand, light
anesthesia is characterized by partial loss of balance; good analgesia, total loss of
muscle tone, total loss of balance, almost absent ventilation. In this study, were
observed a light sedation after 1 hour at 100 pL L' that remained until 8 hours of

experiment.

Similar results were found by Khumpirapang et al. (2018) in koi carp at the
same concentration, where the essential oil of Alpinia galanga, also of the family
Zingiberaceae, using rhizomes,with the time of exposition of 5 minutes, was capable of
inducing anesthesia stage 1, but was not able to induce stage 2 and 3 during the
experimental period Besides, another study developed by the same research group
(Khumpirapang et al.,2018) using the essential oils of Ocimum basilicum, O. canum,
and O. sanctum in common carp (Cyprinus carpio), atested that the essencial oils can be
used in fish as anesthetic at concentrations of 100, 200 and 300 mg/L , for a maximum
exposition time of 20 minutes. In addition, in vitro tests of cytotoxicity with common
carp peripheral blood cells at concentrations of 100, 200, 300, 400, and 500 mg/L,
showed that at higher concentrations there was an increase in cytotoxicity in these cells.

Blood can show evidence of various metabolic changes, can provide insight
into an animal’s health condition, and can provide evidence of stress (Golombieski et al.
2016). The content of plasma proteins did not change by the treatments. Protein and
amino acids metabolism can be affected by stress, since they can be used as an
alternative source when carbohydrates and lipid reserves are exhausted (Hoseini et al,
2016), as the levels of plasma glucose, suggesting that EOZO did not affect blood
parameters, maintaining homeostasis during the tests. Similar results were found in Nile
tilapia (Brum et al., 2018).
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Other parameter of stress, specifically oxidative stress, is related to
antioxidants, that play a crucial role in maintaining homeostasis and, when these
defenses are impaired, oxidative stress products, specifically reactive oxygen species
(ROS), can cause DNA damage, and peroxidation of cell constituents and enzymatic
inactivation. In response to exposure to oxidative stressors, to prevent damage caused
by ROS, fish would be predicted to have greater levels of antioxidants enzymes.
(Gopalakrishnan et al, 2011)

The SOD is one of the main enzymes in eliminating reactive oxygen species,
formed during bioactivation of xenobiotics in tissues (Sk and Bhattacharya. 2006)
catalyze the binding of ROS with water to generate H>O», and it is the first enzymatic
defense against the superoxide anion. In the present study, SOD increased since the first
hour of the experiment in the liver, and the highest levels were at 50 uL L™, This result
suggests induction of SOD antioxidant activity. A similar result was found in other
investigations (Yadav et al, 2015; Souza et al, 2017).

Another enzyme important on the protection of oxidative stress is GPx that
preventing lipid peroxidation in biomembranes (Van der Oost et al., 2003). In this
study, there was an increase of GPx activity at both concentrations, 8 hours in the
kidney and liver, and 4 hours after exposure in the liver, as SOD. This induction of
antioxidant capacity in the tissues could be due to the antioxidant property exerted by
the EOZO.

The lower levels of TBARS and protein carbonylation, with increased of SOD
and GPx activity demonstrates that the essential oil improved the response to oxidative
stress, mostly at concentration of 50 puL L, and could potentially be useful for
preventing the damage, according to Saccol et al (2017) in matrinxa (Brycon

amazonicus), Baldissera et al. (2017) in silver catfish (Rhamdia quelen).

The cholinergic nervous system is related to learning, memory and movement
functions, acting through a close relationship capable of regulating acetylcholine (ACh)
concentration, through the hydrolysis of this neurotransmitter by the enzyme
acetylcholinesterase (AChE) (Tonin, 2014). Measurement of AChE is widely used as a
biomarker of exposure to several classes of neurotoxic compounds (Matozzo et al.,
2005) Changes in AChE activity might be related to various contaminants (Payne et al.,
1996; Miron et al., 2005; Ferrari et al., 2007). The levels of AChE did not show
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significant differences in comparison to the control group, remaining regular after 8
hours of exposure to the essential oil of ginger, inferring that EOZO did not alter the
enzyme activity, while remaining harmful, maintainig the homeostasis of the organism

on this parameter.

Still related with homeostasis, the ionoregulation is important to ensure proper
cell function (Hawang et al, 2011). The fish gain ions through their diet, and most fish
are also able to accumulate ions by active uptake mechanisms associated with the
ionocytes of gills. In fresh water, these cells can give off ammonium or hydrogen ions
in exchange for an equal number of sodium ions and can give off bicarbonate ions in
exchange for an equivalent number of chloride ions (Kroupova et al, 2005). Moreover,
stress due to usual aquaculture procedures is known to affect fish ionoregulation
(Ashley et al. 2007).

The ionoregulation in simulated transport with duration of 8 hours can undergo
changes in the ionic flow, caused by stress in fish, with disturbance of ionic
homeostasis, besides stimulating glycogenesis, gluconeogenesis, protein catabolism and
ammonia production (Randall Ip & Chew 2010). This change causes efflux of ions
according this study, as demonstrated by Garcia et. al (2010) and Souza et.al (2015) in
silver catfish, also with essential oils. Besides, according to Baldisserotto et al (2007),
this stress may causes an increase in the respiratory surface area, to improve oxygen
uptake would also increase ion loss by the gills, and cloud increases ion branchial efflux
(McDonald et al., 1991). That was observed in this study, in Na* and CI-, where the

EOZO weren’t capable to reduced ion loss at highest concentration in this ions.

Changing the strong ion difference in the extracellular compartment through
the differential loss of ions across the gills must constrain a change in the acidbase
status of that compartment. For example, an efflux of anions than cations from the
extracellular compartment to the water will increase the extracellular strong ion
difference (given equivalent rates of influx), thereby constraining an increase in
extracellular pH and HCO03" (Goss et. al, 1992).

But, at the 50 uL L2, had an influx of CI". Moreover, had an influx of K* too,
at highest concentration. The K+ concentration gradient between freshwater and

interstitial fluid may not favor the passive influx of K+, but a negative transepithelial
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potential (water side as 0 mV) may be able to counter the concentration gradient and

cause K+ influx through tight junctions (Horng et.al, 2017).

Conclusion

The EOZO induces the enzyme antioxidant and prooxidant activity,
demonstrated by the levels of SOD, GPx, TBARs and protein carbonyl, providing
protection for carp from ROS overgrowth on the concentration of 50 pL L. The
concentrations used did not cause any mortality. Besides that the EOZO has a light
effect of sedation in carp at 100 uL Lt after 1 hour until 8 hours of exposition. Also,
did not have significant differences in AChE and plasma parameters, at both
concentrations, indicating the mainteinig of physiology homeostasis. Besides, the
EOZO reverting the ion loss of CI- at the minor concentration, and K* at the highest

concentration.
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Figure Captions

Figure 1. TBARS levels in the liver (A) and kidney (B) of carp after 1, 4 and 8 hours of
treatment. Asterisks indicate significant difference from the basal group at p < 0.05.
Capital letters indicate significant differences between time points, within the same
treatment. Lowercase letters indicate significant differences between treatments at the

same time point.

Figure 2. Protein carbonyl levels in the liver (A) and kidney (B) of carp after 1, 4 and 8
hours of treatment. Asterisks indicate significant difference from the basal group at p <
0.05. Capital letters indicate significant differences between time points, within the
same treatment. Lowercase letters indicate significant differences between treatments at

the same time point.

Figure 3. SOD activity in the liver (A) and kidney (B) of carp after 1, 4 and 8 hours of
treatment. Asterisks indicate significant difference from the basal group at p < 0.05.
Capital letters indicate significant differences between time points, within the same
treatment. Lowercase letters indicate significant differences between treatments at the

same time point.

Figure 4. GPx activity in the liver (A) and kidney (B) of carp after 1, 4 and 8 hours of
treatment. Asterisks indicate significant difference from the basal group at p < 0.05.
Capital letters indicate significant differences between time points, within the same
treatment. Lowercase letters indicate significant differences between treatments at the

same time point.

Figure 5. Net ion Na+, Cl-, K+ fluxes in carp at different concentration, through 8 h of
exposure to ginger essential oil. Positive values indicate net influxes and negative

values net effluxes.
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Table 1. High-resolution gas cromatography with the components (%) of ginger

essencial oil. Peaks less than 0.1% were excluded.

Table 2. Effects of ginger essential oil on plasma parameters, glucose (A) and total

protein (B) expressed by mg/dL. Data represent the mean £ SEM.
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Peak Constituent I %o
1 a-thujene 0.2
2 o-pinens 2.5
3 camphene 83
4 sabinene 0.4
5 octenal 0.4
6 mircene 13
7 carene 0.4
8 o-terpinene 0.3
9 p-cimene 0.1
10 limonene 7.6
11 1.8-cineol 1.5
22 geranyl acetate 0.9
23 p-cariofilene 0.5
28 germacrene d 1.8
29 ar-curcumens 124
30 g-muurolene 14
31 zingiberene 31.8
32 a-farnesene 7.7
33 B-bisabolene 3.7
34 B-sesquifelandrene 13.0
TABLE 1
A
Concentration Time Concentration Time
(L™ (Hours) (uL/ L™ (Hours)
1 4 8 1 4 8
] 36.50190 3149556 31.22624 0 0.688112 0977156 0910023
50 3083016 2164132 36.12167 30 0.796270 1137329 09358508
100 2506337 3507605 4980989 100 0.758974 0.716084 1.161772

TABLE 2
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4 CONCLUSOES FINAIS

- O oleo essencial de gengibre apresenta potencial para uma alternativa como
antioxidante natural.

- O Oleo essencial promoveu sedacdo leve em carpas capim na concentracdo mais
elevada utilizada, a longo prazo.

- O oleo essencial reverteu a perda de ions ClI" na menor concentracdo, e houve um
influxo de K™ na maior concentracdo, porém, nas demais, ndo foi capaz de reverter a
perda de ions relativa ao fluxo ibnico nesta espécie, sendo necessario acompanhamento
para evitar possiveis danos.

- O oleo essencial ndo altera a atividade da enzima Acetilcolinesterase tanto no cérebro
como no musculo em carpas.

- O Oleo essencial ndo altera parametros como glicose plasmatica e proteinas totais,
mantendo a homeostase com referéncia a eesses parametros.



