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RESUMO

APLICACOES DO OLEO ESSENCIAL DE ALOYSIA CITRIODORA PALAU E DO
CITRAL ADICIONADOS A AGUA E A DIETA PARA JUNDIA E CARPA-CAPIM

AUTOR: Alessandro Casale dos Santos
ORIENTADOR: Bernardo Baldisserotto
CO-ORIENTADOR: Mauro Alves da Cunha

O presente estudo trata da eficcia do citral adicionado a &gua como sedativo e anestésico em
jundia (Rhamdia quelen) e carpa-capim (Ctenopharyngodon idella). Trata da seguranca
anestésica do 6leo essencial (OE) de Aloysia citriodora Paléu e do citral em jundia. Além disso,
trata do efeito protetor do OE de A. citriodora adicionado a dieta de jundia contra a inoculagéo
experimental de Aeromonas hydrophila. Embora o OE de A. citriodora j& tenha sua eficacia
sedativa e anestésica comprovada em peixes, este é o primeiro relato do citral como sedativo e
anestésico em jundia e carpa-capim. A eficacia sedativa e anestésica do citral foi comprovada
pela verificacdo dos tempos transcorridos para inducdo de sedacao e anestesia e, recuperacao
de anestesia, a partir de diferentes concentracdes da substancia. Além disso, foi verificada a
concentracdo ideal para inducdo de anestesia rapida em ambas espécies, a partir da
determinacdo da concentragcdo minima efetiva capaz de alcancar o efeito maximo observado. A
seguranca de procedimentos anestésicos induzidos pelo OE de A. citriodora e pelo citral foi
verificada para a manutencéo de anestesia durante 10 min em jundia. A inducdo de anestesia
foi feita a partir da concentragdo capaz de alcancar o nivel de efeito imediatamente anterior ao
efeito maximo verificado e, a manutencao foi realizada a partir da concentracdo minima capaz
de induzir anestesia, dentro do periodo méaximo proposto de 30 min. Para isto, foram verificados
dados sobre mortalidade, além de determinacdes hematoldgicas e bioquimicas, apds o0s
procedimentos. A eficicia de diferentes doses do OE de A. citriodora na protecdo de jundia
contra a inoculacdo experimental por A. hydrophila foi verificada a partir de dados sobre
mortalidade, além de determinag6es hematoldgicas e bioquimicas. O citral foi eficaz em induzir
sedagdo em jundié e carpa-capim em concentracdes variando de 15 a 40 puL L™ e, anestesia sem
mortalidade em concentracdes variando de 50 a 600 pL L™ em jundia e 75 a 450 puL L em
carpa-capim. Mortalidade foi verificada nas concentragdes de 675 e 600 pL L™ em jundia e
carpa-capim, respectivamente. A concentracao ideal para a inducdo de anestesia rapida foi 300
UL L't em ambas as espécies. O OE de A. citriodora e o citral foram seguros na inducéo e
manutencdo de anestesia em jundia a partir de concentrag@es de 225 pL L para inducéo e, 50
uL L para manutencdo. Ndo houve mortalidade na manutencdo de anestesia e, o (nico
parametro determinado que apresentou variacao foi a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), que variou em funcédo dos diferentes grupos formados e momentos de coleta.
O OE de A. citriodora possivelmente protegeu jundias contra a inoculagdo experimental por A.
hydrophila na dose de 2 ml Kg*. Portanto, 0 OE de A. citriodora e o citral sdo substancias com
potencial uso em piscicultura como sedativos e anestesicos e, 0 OE de A. citriodora na protecédo
contra a infecgéo por A. hydrophila.

Palavras chave: Aeromonas hydrophila. Aloysia triphylla. Anestesia. Ctenopharyngodon
idella. Rhamdia quelen. Sedacéo.






ABSTRACT

APPLICATIONS OF THE ESSENTIAL OIL OF ALOYSIA CITRIODORA PALAU
AND THE CITRAL ADDED TO WATER AND TO DIET FOR SILVER CATFISH
AND GRASS CARP

AUTHOR: Alessandro casale dos Santos
ADVISOR: Bernardo Baldisserotto
CO-ADVISOR: Mauro Alves da Cunha

The present study deals with the effectiveness of citral added to water as a sedative and
anesthetic in silver catfish (Rhamdia quelen) and grass carp (Ctenopharyngodon idella). It deals
with the anesthetic safety of the essential oil (EO) of Aloysia. citriodora Palau and citral in
jundia. In addition, it deals with the protective effect of OE of A. citriodora added to the jundia
diet against the experimental inoculation of Aeromonas hydrophila. Although A. citriodora EO
has already proven its sedative and anesthetic efficacy in fish, this is the first report of the citral
as sedative and anesthetic in silver catfish and grass carp. The sedative and anesthetic efficacy
of citral was confirmed by checking the time elapsed for inducing sedation and anesthesia and,
recovering from anesthesia, using different concentrations of the substance. In addition, based
on the determination of the minimum effective concentration capable of achieving the
maximum effect observed, the ideal concentration for inducing rapid anesthesia in both species
was verified. The safety of anesthetic procedures induced by the EO of A. citriodora and citral
was verified to maintenance of anesthesia for 10 min in silver catfish. Anesthesia was induced
from the concentration capable of reaching the level of effect immediately prior to the
maximum effect observed, and maintenance was performed from the minimum concentration
capable of inducing anesthesia, within the maximum proposed period of 30 min. For this, data
on mortality were verified, in addition to hematological and biochemical determinations, after
the procedures. The efficacy of different doses of EO of A. citriodora in protecting silver catfish
against experimental inoculation by A. hydrophila was verified from data on mortality, in
addition to hematological and biochemical determinations. Citral was effective in inducing
sedation in silver catfish and grass carp in concentrations ranging from 15 to 40 pL L™ and,
anesthesia without mortality in concentrations ranging from 50 to 600 pL L™ in silver catfish
and 75 to 450 pL L™ in grass carp. Mortality was verified in the concentrations of 675 and 600
uL Lt in jundia and grass carp, respectively. The ideal concentration for the induction of rapid
anesthesia was 300 puL L? in both species. The EO of A. citriodora and citral were safe in
inducing and maintaining anesthesia in silver catfish from concentrations of 225 pL L* for
induction and 50 pL L for maintenance. There was no mortality in maintaining anesthesia,
and the only determined parameter that showed variation was the mean corpuscular hemoglobin
concentration (CHCM), which varied according to the different groups formed and the
moments of collection. The OE of A. citriodora possibly protected silver catfish against
experimental inoculation by A. hydrophila at a dose of 2 ml Kg™. Therefore, the EO of A.
citriodora and citral are substances with potential use in fish farming as sedatives and
anesthetics, and the OE of A. citriodora to protect against infection by A. hydrophila.

Keywords: Aeromonas hydrophila. Aloysia triphylla. Anesthesia. Ctenopharyngodon idella.
Rhamdia quelen. Sedation.
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1 APRESENTACAO

1.1 INTRODUCAO

O ¢6leo essencial (OE) da planta Aloysia citriodora Paldu, quando adicionado a dieta dos
peixes ou a 4gua dos aquérios, tem sido estudado por induzir diversos efeitos fisiol6gicos nestas
espécies, como antioxidante, sedativo, anestésico e estimulante do crescimento corporal (ALI;
EL-BELTAGI; NASR, 2011; GRESSLER, et al., 2014; PARODI et al., 2014; SANTOS et al.,
2017; ZEPPENFELD et al., 2014, 2016). Além disso, o OE de A. citriodora tem sido utilizado
como conservante de alimentos, adicionado em pequenas quantidades a carne e produtos
derivados da carne de peixes destinados para consumo (DANIEL et al., 2016). Dentre os
fitoquimicos que constituem o OE de A. citriodora, o citral ocorre frequentemente como
componente mais abundante, dependendo da origem da planta em questdo. (ALI; EL-
BELTAGI; NASR, 2011; BAHRAMSOLTANI et al., 2018; DANIEL et al., 2016; GRESSLER
etal., 2014; PARODI et al., 2014; SANTOS et al., 2017; ZEPPENFELD et al., 2014, 2016).

Em funcdo da escassez de drogas veterindrias autorizadas para usos especificos em
peixes criados para consumo verificada na Europa (FISHMEDPLUS COALITION, 2017) e
nos Estados Unidos (AMERICAN FISHERIES SOCIETY, 2019; CENTER FOR
VETERINARY MEDICINE, 2007, 2020), substancias com atividades sedativa e anestésica,
além de substancias com acdo contra infeccGes causadas por bactérias Aeromonas spp., entre
outras indicacdes, sdo prioridades para o desenvolvimento e aprovacdo de novas drogas. No
Brasil, as discussdes sobre os problemas que afetam e impedem o crescimento da piscicultura
nacional permanecem em um nivel mais basico, contemplando problemas estruturais como falta
de agua em algumas localidades e a ineficiéncia das regulacdes especificas, que variam entre
os Estados da Federacdo e ndo sdo eficientes na valorizacdo do produto Brasileiro frente ao
mercado internacional (PEIXE BR, 2020).

Apesar de estudos mais abrangentes, que envolvem a farmacocinética organica das
substancias medicamentosas e/ou a persisténcia de residuos potencialmente toxicos na carne de
animais tratados e que sdo destinados para consumo, ou mesmo no ambiente, serem necessarios
no processo de desenvolvimento e autorizagdo de novas drogas veterinarias (BRASIL, 2004;
EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL, 2001, 2018; UNITED STATES,
1938), o presente estudo trata da eficacia do citral adicionado a &gua como sedativo e anestésico
em jundia (Rhamdia quelen) e carpa-capim (Ctenopharyngodon idella). Também trata da

seguranca de procedimentos anestésicos induzidos pelo OE de A. citriodora e pelo citral em
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jundia. Alem disso, trata do efeito protetor do OE de A. citriodora adicionado a dieta de jundia
contra a inoculacdo experimental de Aeromonas hydrophila.

1.2 REFERENCIAL TEORICO

1.2.1 Aaquicultura, a piscultura e, a producéo e comércio de carne de peixe e derivados

Aquicultura é a criacdo, recria e coleta de peixes, mariscos, plantas, algas, entre outros
organismos, em todos os tipos 0s ambientes aquaticos. Compreende incubatérios, pisciculturas
e instituicdes de pesquisa. Embora também produza iscas para pesca esportiva, peixes
ornamentais e espécies para reposicdo ambiental, a aquicultura foi considerada pela “Food and
Agriculture Organization” (FAO), das Nagfes Unidas, levando em consideracdo as diretrizes
do Acordo de Paris sobre o clima (United Nations Framework Convention on Climate Change,
UNFCCC), como atividade essencial na nutricdo e seguranca alimentar das populagdes
humanas (AMERICAN FISHERIES SOCIETY, 2019; FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2018).

Piscicultura é o cultivo de peixes. A producdo global da aquicultura, incluindo plantas
aquaticas, em 2016 foi de 110 200 000 toneladas, sendo 54 100 000 toneladas de peixe para
consumo. A espécie de peixe mais criada em nivel mundial foi a carpa-capim, com 11% do
total, seguida da carpa-prateada (Hypophthalmichthys molitrix), da carpa-comum (Cyprinus
carpio) e da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), com 10%, 8% e 8% da producéo total,
respectivamente (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2018).

No Brasil, a piscicultura corresponde a 82% da producdo da aquicultura (SERVICO
BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS, 2015) e a producéo de
peixes para consumo avangou para 758.006 toneladas em 2019, crescendo 4,9% em relacdo ao
ano anterior (PEIXE BR, 2020). A tilapia-do-Nilo é a espécie mais criada para consumo, com
57% da producgéo nacional. Além disso, as espécies nativas somaram 38% da producéo total, j&
as outras espécies exaticas criadas no Brasil, além da tilapia-do-Nilo, somaram os 5% restantes
(PEIXE BR, 2020).

As outras espécies de peixes criadas para consumo que Sd0 importantes para a
piscicultura nacional sd&o tambaqui (Colossoma macropomum), pacu (Piaractus
mesopotamicus), tambacu (peixe hibrido entre tambaqui e pacu), tambatinga (peixe hibrido

entre a fémea do tambaqui e 0 macho da pirapitinga, Piaractus brachypomus), truta arco-iris
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(Oncorhynchus mykiss), panga (Pangasianodon hypophthalmus) e as carpas comum, prateada
e capim, entre outras espécies criadas em menor quantidade (PEIXE BR, 2020).

Praticamente toda a producéo de peixes cultivados para consumo no Brasil é destinada
ao mercado interno e diversos problemas atrasam o desenvolvimento da piscicultura nacional.
Problemas bésicos de sanidade e estrutura como a falta de &gua, ou dificuldades para o
processamento e comercializagdo da carne e derivados, séo verificados localizadamente.
Problemas na regulacéo de todo o sistema também sdo verificados, como normativas diversas
que sdo aplicadas nos diferentes Estados da Federacdo, dificuldades para obtencdo de
licenciamento ambiental, entre outras dificuldades ligadas a legislacdo especifica vigente, que
tem baixa conformidade com padrdes internacionais, principalmente quanto aos procedimentos
para o desenvolvimento e autorizacdo de novas drogas para uso em peixes (BRASIL, 1969,
2004, 2015, 2016, 2017; EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL, 2001, 2018;
PEIXE BR, 2020; UNITED STATES, 1938, 1996, 2004).

1.2.2 Asdrogas veterinarias autorizadas para uso em peixes

A busca por melhores indices de produtividade na piscicultura leva a um aumento na
densidade de estocagem dos peixes criados nos viveiros. O estresse ocasionado pelo pouco
espaco disponivel para os animais leva a uma maior tendéncia para o acimulo de residuos
toxicos como amonia, entre outros produtos, além da diminuicdo do oxigénio dissolvido na
agua. Esses fatores sdo deletérios para a salde dos peixes e predispde 0s mesmos a ocorréncia
de doengas. Perdas econdmicas significativas podem ocorrer em decorréncia destes problemas
(BALDISSEROTTO et al., 2014; JORGENSEN et al., 2017).

Drogas veterinarias sao produtos que se aplicam ou administram a qualquer animal para
fim terapéutico, profilatico, de diagnostico, ou para modificar as fungdes fisioldgicas ou de
comportamento, sendo essenciais no manejo sanitarios dos animais (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019). E desejavel a disponibilidade de um numero finito de
substancias comprovadamente seguras para 0s seres humanos e para 0 ambiente e, seguras e
eficazes para os animais, autorizadas como drogas veterinarias especificas pelas agéncias
reguladoras de drogas, para 0 manejo sanitario das espécies de peixes criadas para consumo nos
diferentes paises ou blocos de paises. Também e desejavel, resguardadas as necessidades locais,
gue estes plantéis de drogas especificas, bem como as caracteristicas e 0s usos aprovados para
as mesmas estejam em conformidade entre as diferentes regides, no intuito de diminuir custos

e facilitar a livre circulacdo da carne, derivados e das proprias drogas. Além disso, apesar de


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0044848617304696#!
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ser desejavel a disponibilidade de um plantel finito de drogas veterinarias especificas, esta lista
deve ser abrangente em relacéo as necessidades sanitérias e de bem-estar dos animais (BRASIL,
1969, 2004, 2015, 2016, 2017; CODEX COMMITTEE ON RESIDUES OF VETERINARY
DRUGS IN FOODS, 1986; EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL, 2001,
2018; UNITED STATES, 1938, 1996, 2004).

As drogas disponiveis para uso em piscicultura incluem classes terapéuticas como
antibidticos, antiparasitarios, desinfetantes para uso direto sobre 0s animais e outras substancias
terapéuticas, além de sedativos, anestésicos, vacinas, marcadores teciduais, horménios
manipuladores de género e auxiliares de desova, entre outros usos para hormonios. As drogas
de origem molecular séo usadas principalmente na cura de doencas e outras condic¢oes
patoldgicas, entre outros usos como sedacdo e manipulacdo hormonal, ja as drogas de origem
bioldgica, cuja maioria sdo vacinas, sdo usadas principalmente em carater preventivo
(AMERICAN FISHERIES SOCIETY, 2019; FISHMEDPLUS COALITION, 2017).

A escassez de drogas para uso em peixes criados para consumo resulta em problemas
sanitarios e de bem-estar animal (CENTER FOR VETERINARY MEDICINE, 2007, 2020;
FISHMEDPLUS COALITION, 2017). Diversas lacunas de indicacdes para drogas, onde existe
escassez ou mesmo inexisténcia de drogas autorizadas para uso, foram verificadas na Europa,
onde, além da baixa disponibilidade de vacinas, também se verifica escassez de substancias
para o tratamento de ectoparasitoses causadas por protozoarios dos Géneros Ichthyophthirius e
Ichthyobodo, protistas do Género Paramoeba, vermes platelmintos da Classe Monogenea e
pequenos crustaceos do Género Lepeophtheirus, endoparasitoses diversas, doencas bacterianas
causadas pelos Géneros Aeromonas e Flavobacterium, doencas fungicas e oomicéticas e
doencas virais, além de, hormdnios, sedativos e anestésicos (FISHMEDPLUS COALITION,
2017).

Visando aumentar a disponibilidade de drogas veterinarias especificas para uso em
peixes criados para consumo, as agéncias reguladoras de drogas dos Estados Unidos e Europa,
a “Food and Drug Administration” (FDA) e a “European Medicines Agency” (EMA),
respectivamente, consideram a piscicultura como um mercado menor, em relacdo ao mercado
das drogas. O mesmo ocorre em relagdo as especies de peixes criadas para consumo, que s&o
consideradas espécies menores, em relagdo ao mercado das drogas. Nos Estados Unidos, sdo
consideradas espécies menores 0s animais que ndo sdo espécies maiores, que sdo bovinos,
cavalos, porcos, galinhas, perus, cdes e gatos. Na Europa, espécies menores sdo outras que ndo
bovinos, ovinos para producdo de carne, porcos, galinhas, cdes e gatos. O processo de

desenvolvimento e autorizacdo de novas drogas para uso em mercados menores, ou espécies


https://www.uib.no/en/rg/fdrg/56118/ichthyobodo-spp-%E2%80%93-large-complex-sibling-species
https://www.uib.no/en/rg/fdrg/56118/ichthyobodo-spp-%E2%80%93-large-complex-sibling-species
https://www.uib.no/en/rg/fdrg/56118/ichthyobodo-spp-%E2%80%93-large-complex-sibling-species
https://www.uib.no/en/rg/fdrg/56118/ichthyobodo-spp-%E2%80%93-large-complex-sibling-species
https://www.uib.no/en/rg/fdrg/56118/ichthyobodo-spp-%E2%80%93-large-complex-sibling-species
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menores sdo elegiveis para subsidios por parte das agéncias de drogas, que facilitam e
desoneram os patrocinadores de novos produtos. A facilitacdo e desoneracdo da autorizagéo de
novos usos para drogas ja autorizadas para comércio também é possivel pelo procedimento
previsto para mercados e espécies menores (MUMS) (UNITED STATES, 2004).

No Brasil, a regulamentacdo vigente ndo prevé nenhum dispositivo semelhante a
designagdo como MUMS para estimular o desenvolvimento e autorizacdo de novas drogas, ou
novos usos para drogas ja autorizadas para comércio no pais (BRASIL, 1969, 2004, 2012; 2015,
2016). A portaria n°® 72 de 2 de junho de 2017 da Secretaria de Defesa Agropecuaria do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), que € a agéncia encarregada da
regulacdo das drogas veterinarias no Brasil, instituiu o termo Inovagdo Radical para denominar
as novas drogas que resultaram da autorizacdo de novos principios ativos no Brasil e, 0 termo
Inovacao Incremental para denominar os novos usos desenvolvidos para drogas ja autorizadas
para comércio. Os pedidos de autorizacdo que forem referentes a autorizacdo de novas drogas
Ou NoVvos usos para drogas ja autorizadas tem preferéncia, em detrimento da ordem cronoldgica,
em relacdo aos demais pedidos de autorizacdo para outros tipos de produtos veterindrios no
Brasil (BRASIL, 2017).

No Brasil', Estados Unidos? e Europa® estdo disponiveis para o publico, as relacdes de
todas as drogas veterinarias autorizadas para uso em peixes criados para consumo. O compéndio
local é uma iniciativa conjunta da Secretaria de Defesa Agropecuaria com o Sindicato Nacional
da Industria de Produtos para Saude Animal (SINDAN). Algumas dezenas de drogas, de origem
molecular e bioldgica, estdo disponiveis para comercializacdo nos Estados Unidos e também
na Europa. No Brasil estdo disponiveis poucas drogas especificas, sendo apenas uma vacina
cujo antigeno é o Streptococcus agalactiae. Cabe considerar que a aplicacdo desta vacina
precisa ser realizada com os peixes anestesiados, embora ndo exista nenhuma substancia

sedativa e anestésica autorizada para uso em peixes criados para consumo no Brasil.

! Disponivel em https://sistemas.sindan.org.br/cpvs/. Acessado em 20/11/2020

2 Disponivel em https://www.fda.gov/animal-veterinary/aquaculture/approved-aquaculture-drugs e
https://www.usda.gov/. Acessados em 20/11/2020

3 Disponivel em https://www.ema.europa.eu/en/medicines/national-registers-authorised-medicines e
https://www. ema.europa.eu/en/medicines/veterinary/EPAR/clynav. Acessados em 20/11/2020


https://sistemas.sindan.org.br/cpvs/
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https://www.ema.europa.eu/en/medicines/national-registers-authorised-medicines
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1.2.3 A planta Aloysia citriodora Palau

A planta Aloysia citriodora Palau*, com sindnimos Aloysia citrodora Ortega ex Pers.,
Aloysia triphylla (L'Hér.) Britton, Aloysia triphylla Royle, Aloysia triphylla f. serrulata
Moldenke, Aloysia sleumeri Moldenke, Cordia microcephala Willd. ex Roem. & Schult.,
Lippia citriodora (Palau) Kunth, Lippia citriodora Kunth, Lippia triphylla (L'Hér.) Kuntze,
Verbena triphylla L'Hérit, Verbena citriodora Cav., Verbena citriodora (Palau) Cav., Verbena
fragrans Salisb. e Zappania citriodora (Palau) Lam., popularmente conhecida no Brasil como
cidrd, nos Paises de Lingua Espanhola da América do Sul como “cedron” e em Inglés como
“lemon verbena”, entre outras denominacdes, € um arbusto da familia Verbenaceae que possui
folhas e flores ricas em OEs (Figuras 1-4). Nativa do sul da América do Sul, com controvérsias
sobre sua origem exata, a planta cresce naturalmente nas regides mais centrais do continente,
como as provincias Argentinas de La Pampa, San Luiz, San Juan, La Rioja, Catamarca,
Tucuman, Salta e Jujuy, se espalhando para regides contiguas mais ao sul da Bolivia e Paraguai
(BATTISTI et al., 2013; BOTTA, 1979; CEBALLOS; PEREA, 2014; DELL VITTO;
PETENATTI; PETENATTI, 1997; HILGERT,; GIL, 2006; O’LEARY et al., 2016; STEIBEL,
2000). N&o foram identificados registros da A. citriodora crescendo naturalmente no Brasil a
partir dos estudos do Botanico e Naturalista Augustin Francois César Prouvencal de Saint-
Hilaire, que catalogou mais de 24000 espécimes de plantas nativas Brasileiras (SAINTH-
ILAIRE, 1824, 1825; SAINTH-ILAIRE; JUSSIEU; CAMBESSEDES, 1829, 1832). Além
disso, a A. citriodora foi classificada como planta exotica no Brasil por diversos autores
(BALDAUFetal., 2009; BATTISTI etal., 2013; HEINDRICKSON et al., 2010; HISTER et al.,
2010). Em sentido diverso a maioria dos estudos sobre a origem da planta, Dorigoni et al. (2001)
classificam a A. citriodora como espécime Brasileira.

O uso da A. citriodora como planta medicinal teve origem com indios Sul-Americanos
que compartilharam seus conhecimentos com os colonizadores Europeus, criando uma cultura
mista que difundiu o uso desta e de outras plantas medicinais pelo continente. A A. citriodora
foi levada para a Europa no século XVII pelos navegadores Espanhdis e 0 nome do género
Aloysia foi uma homenagem para Maria Luiza de Parma, esposa de Carlos IV, rei da Espanha
a época (ALONSO; DESMACHERLIER, 2015; CACERES; SINGER, 2000; MAFFEI, 1969).

Atualmente, a A. citriodora tem sido cultivada e consumida em todo o mundo como

alimento, bebida e tempero. Na medicina popular tem sido usada na confeccao de chas, infusées

4 Disponivel em http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-6894. Acessado em 20/11/2020


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-50214312
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-6953
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-6953
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-6947
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-212301
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-212301
http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-215570
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e outras apresentacfes no tratamento de varias condi¢cBes como reumatismo, febre, influenza,
disturbios digestivos e do coragdo. Também sdo registradas agdes antiespasmadica,
carminativa, diurética e sedativa, entre outras (BAHRAMSOLTANI et al., 2018; BALDAUF
et al., 2009; BASSOLS; GURNI, 1996; BATTISTI et al., 2013; CARMONA et al., 2005;
DORIGONI et al., 2001; HEINDRICKSON et al., 2010; HISTER et al., 2010; JAMILA,
MOSTAFA, 2014; MAIA et al., 2011; MERETIKA; PERONI; HANAZAKI, 2010; RITTER
et al., 2002; SANTOS et al., 2015; SANTOS-GOMES; FERNANDES-FERREIRA,;
VICENTE, 2005). Além disso, a A. citriodora tem relevancia mundial, em medicina popular,
no tratamento da colibacilose, causada pela bactéria Escherichia coli (AMINZARE et al.,
2017).

Figura 1 — A planta Aloysia citriodora Palau. Visdo em distancia

Fonte: Internet. Disponivel em https://www.planfor.pt/comprar,lucia-lima,1130,PO. Acessado em 13/05/2020.


https://www.planfor.pt/comprar,lucia-lima,1130,PO
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Figura 2 — A planta Aloysia citriodora Paldu. Detalhe das folhas e flores

Fonte: Internet. Disponivel em https://www.easytogrowbulbs.com/collections/culinary-plants/products/aloysia-
triphylla-lemon-verbena?variant=31581507020. Acessado em 13/05/2020.

Figura 3 — A planta Aloysia citriodora Palau. Detalhe da brotacédo

Fonte: Internet. Disponivel em http://canopybridge.com/bepro_listings/lemon-verbenalemon-beebrush-aloysia-
citriodora-lemongrass-cymbopogon-citratus/. Acessado em 13/05/2020.


https://www.easytogrowbulbs.com/collections/culinary-plants/products/aloysia-triphylla-lemon-verbena?variant=31581507020
https://www.easytogrowbulbs.com/collections/culinary-plants/products/aloysia-triphylla-lemon-verbena?variant=31581507020
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Figura 4 — A planta Aloysia citriodora Pal4u.
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Fonte: New York Botanical Garden (NYBG) Steere Herbarium. Disponivel em http://sweetgum.nybg.org/
science/vh/specimen-details/?irn=3499490. Acessado em 13/11/2020.
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1.2.4 O ¢6leo essencial da Aloysia citriodora Palau e o citral

Os OEs sdo produtos do metabolismo secundario de plantas e servem como mecanismo
de defesa destas contra agressdes externas. A composi¢do quimica do OE sintetizado pela A.
citriodora, assim como todos 0s OEs de plantas, varia entre amostras cultivadas em localidades
e ambientes diversos, originando diferentes quimiotipos que séo classificados de acordo com a
composicdo quimica majoritaria de cada OE. Outros fatores como a idade da planta, parte
utilizada para a extracdo do OE ou a época da colheita também afetam a composicéo final do
produto (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Em Portugal (SANTOS-GOMES; FERNANDES-FERREIRA; VICENTE, 2005) e no
sul do Brasil o citral tem sido verificado como componente mais abundante do OE de A.
citriodora, com o limoneno sendo frequentemente o segundo componente mais abundante
(DANIEL etal., 2016; GRESSLER et al., 2014; PARODI et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2017,
ZEPPENFELD et al., 2014). Em OEs extraidos de cultivares da Argentina e do Paraguai, além
do citral, o limoneno também tem sido verificado como componente mais abundante (OLIVA
et al., 2009; RICCIARDI et al., 2011). Além dos quimiotipos citral e limonene verificados na
América do Sul e Portugal, no Marrocos foram identificados mais trés diferentes quimiotipos
de A. citriodora que tiveram ar-curcumeno, B-espatulenol e éxido de trans-cariofileno como
componentes mais abundantes. O citral também foi verificado como um dos componentes dos
OEs das cultivares marroquinas, embora minoritario em todas elas (OUKERROU et al., 2017).

O OE de A. citriodora tem acdo comprovada em peixes como antioxidante
(ZEPPENFELD et al., 2017), sedativo, anestésico (DANIEL et al., 2016; GRESSLER et al.,
2014; PAROQODI et al., 2014; SANTOS et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2017; ZEPPENFELD
et al., 2014) e modulador do crescimento corporal (ZEPPENFELD et al., 2016). Todos os OEs
utilizados nestes estudos foram extraidos de plantas cultivadas no Rio Grande do Sul e, embora
tenham apresentado varia¢fes quantitativas, todas as analises demonstraram o citral como o
componente mais abundante presente. A tabela 1 traz a composicdo do OE de A. citriodora
utilizado por Zeppenfeld et al. (2016).

Em plantas cultivadas no Municipio de Frederico Westphalen durante dois anos
consecutivos e que foram colhidas de acordo com as quatro estacfes do ano, estabelecendo
quatro diferentes grupos de analise, a composic¢do quimica do OE da A. citriodora apresentou
em todas as amostras citral, limoneno, cariofileno, cariofileno 6xido e espatulenol como
componentes mais abundantes dos extrativos verificados. Variagbes na quantidade dos

componentes mais abundantes foram verificadas a partir das amostras provenientes das
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diferentes épocas do ano, sugerindo que os efeitos fisioldgicos induzidos pelo OE possam variar
de acordo com a época de colheita das plantas (PARODI et al., 2020).

O citral é uma mistura de dois monoterpenos aciclicos, o a-citral (citral a, geranial) e o
B-citral (citral b, neral) (Figura 5). Além de ser o componente mais abundante do OE de A.
citriodora quimiotipo citral, esta substancia também é o componente mais abundante do OE de
Cymbopogon flexuosus (SANTOS et al., 2017) e do OE de Lippia alba quimiotipo citral
(SOUZA et al., 2018). Em camundongos albinos (Mus musculus), utilizado isoladamente, o
citral apresentou acdo sedativa e relaxante muscular (VALE et al., 2002). Em ratos Wistar
(Rattus norvegicus) o citral isoladamente apresentou agdo in-vitro como bloqueador
neuromuscular, sendo considerado uma substancia promissora no desenvolvimento de um novo
anestésico local (SOUSA et al., 2015).

Figura5 — A estrutura quimica do citral. A esquerda o o-citral (citral a, geranial) e & direita o
B-citral (citral b, neral)
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Fonte: ALAM et al. (2018). In vitro DNA binding studies of therapeutic and prophylactic drug citral. Disponivel
em https://www.researchgate.net/publication/323362721 In_vitro_ DNA_binding_studies_of therapeutic_and
prophylactic_drug_citral. Acessado em 13/11/2020.
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Tabela 1 — Composicao quimica do OE de A. citriodora utilizado por Zeppenfeld et al. (2016),
onde a-citral e B-citral (citral) foram verificados como componentes mais
abundante presentes

(continua)
Constituintes % IKr IKc
B-pineno 1.07 964 969
3-octanol 0.29 971 971
Limoneno 11.90 1017 1010
Cis-ocimeno 0.83 1027 1030
a-Oxido de pineno 0.10 1090 1081
Linalol 0.69 1090 1084
Myrtanal 0.30 1126 1123
Citronelal 0.76 1146 1132
Isopulegol 0.19 1146 1140
2-pinen-4-ol 1.46 1155 1154
Pulegona (p-Menth-4(8)-en-3-ona) 0.44 1168 1164
a-terpineol (p-menth-1-en-8-ol) 2.24 1179 1173
Cis geraniol 0.51 1217 1220
Citronelol ou linalol acetate 1.34 1228 1225
p-citral 20.78 1240 1240
Trans- geraniol 0.55 1259 1249
a-citral 29.41 1271 1274
d-elemeno 0.13 1331 1333
Acetato de nerilo 0.35 1364 1363
a-cubebeno 0.16 1367 1377
Acetato de geranil 2.98 1384 1385
Cariofileno 5.64 1418 1422
a-cariofileno 0.29 1459 1456
Aromadendreno 0.17 1463 1463
Acoradieno 0.18 1471 1478
Propionato de geranil 1.13 1475 1485
D Germacreno 1.55 1481 1487
Biciclogermacreno 1.16 1495 1502
B-bisaboleno 0.57 1507 1517
cis-a-bisaboleno 0.24 1509 1519
t-cadineno 0.15 1521 1522
8- cadineno 0.11 1527 1529

Nerolidol 0.78 1564 1575
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Tabela 1 — Composicao quimica do OE de A. citriodora utilizado por Zeppenfeld et al. (2016),
onde a-citral e pB-citral (citral) foram verificados como componentes mais
abundante presentes

(concluséo)

Constituintes % IKr IKc
Espatulenol 0.58 1586 1589
Oxido de cariofileno 2.33 1594 1593
Cubenol 3.29 1604 1598
Cedrol 0.16 1613 1604
Humulano-1,6-dien-3-ol 0.28 1619 1624
t-cadinol 1.72 1648 1658
a-Bisabolol 0.38 1682 1672
Cedr-8-en-13 ol 0.23 1688 1689
Total identificado 97.42

IKr = indice retencdo referencial; IKc = indice de retencéo calculado; % = percentual relativo

1.2.5 As substancias com acéo sedativa e anestésica para uso em peixes

Préticas realizadas em piscicultura como procedimentos reprodutivos, biometria, coleta
de sangue e material para analises diversas, implante hormonal, transporte, entre outros
procedimentos comuns na criacdo de peixes, expde 0s animais a uma variedade de fatores
estressantes, que incidem em desequilibrios organicos e podem resultar em atraso no
crescimento, ou mesmo a morte dos animais. Sdo significantes os prejuizos financeiros
decorrentes das doencas e outras condi¢cdes patoldgicas que sdo facilitados pelo estresse
causado por estes procedimentos (BARTON, 2000). O uso de drogas sedativas e anestésicas
amenizam o estresse decorrente do manejo dos peixes, sendo importantes para a saude e bem-
estar dos animais, além de proporcionar boas condicGes de trabalho para aqueles que os
manuseiam, sejam em atividades comerciais, de pesquisa ou reposicdo de espécimes para o
ambiente. Logo, o interesse pelos procedimentos sedativos e anestésicos em peixes vem
ganhando espaco na literatura cientifica. (BECKER et al., 2017; CUNHA et al., 2010g;
GRESSLER et al., 2014, 2015; PARODI et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2017; ZAHL;
SAMUELSEN; KIESSLING, 2012; ZEPPENFELD et al., 2014).

A eficacia de procedimentos anestésicos em peixes pode ser avaliada pelos tempos de
inducdo e recuperacdo de anestesia (GILDERHUS; MARKING, 1987; MARKING; MEYER,
1985; ROSS; ROSS, 2008; SCHOETTGER; JULIN, 1967; SMALL, 2003). A anestesia € um
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ato continuo a sedacéo e o estabelecimento de padrdes identificaveis durante a indugdo dos
procedimentos varia de acordo com as observacdes de cada autor e com as caracteristicas de
cada espécie de peixe (ROSS; ROSS, 2008) (Figura 6). A Tabela 2 foi adaptada de Small (2003)
e mostra os critérios adotados no presente estudo para a avaliacdo dos procedimentos de sedagéo
e anestesia realizados.

Embora diferentes necessidades surjam a partir dos diversos procedimentos executados
na rotina com peixes, certas caracteristicas sdo consideradas desejaveis para qualquer agente
anestésico (MARKING; MEYER, 1985). Durante o transporte é desejavel a reducdo do
consumo de oxigénio e das perdas i6nicas por parte dos animais (GRESSLER et al., 2015;
PARODI et al., 2014; ZEPPENFELD et al., 2014). E desejavel que um anestésico para peixes
seja eficaz em imobilizar rapidamente os animais, assim como a recuperacao do procedimento
também deve ser rapida (GILDERHUS; MARKING, 1987; MARKING; MEYER, 1985;
ROSS; ROSS, 2008; SMALL, 2003). Para Marking e Meyer (1985) e Ross e Ross (2008)
anestesia rapida deve ser induzida em periodo igual ou inferior a 3 min, j& a recuperacdo de
anestesia deve ocorrer em periodo igual ou menor que 5 min. O mesmo é preconizado por
Gilderhus e Marking (1987) para o tempo maximo de inducdo para anestesia, embora o tempo
de recuperagdo considerado ideal possa ser inferior a 10 min, e ndo 5 min. Small (2003)
corrobora 3 min ou menos para inducdo rapida de anestesia, mas nao refere nada em relagdo ao
tempo de recuperacdo desejavel para os procedimentos. Periodos de recuperacdo anestésica
mais longos tém sido recomendados para a realizacdo de procedimentos cirdrgicos
(ROUBACH et al., 2005).

Durante os procedimentos de sedagdo e anestesia ndo devem ocorrer intercorréncias
como aumento de ténus muscular, hiperatividade, contra¢cdes musculares involuntarias, ataxia,
hipersecrecdo de muco, danos as cérneas, pele e mucosas dos animais. Além disso, 0 agente
sedativo e anestésico deve ser amplamente disponivel, econémico e, apresentar baixa ou
nenhuma toxicidade para os animais e para o ambiente. Para peixes destinados ao consumo,
ndo pode ocorrer acumulo de substancias toxicas na carne e derivados destes animais
(AYDINA; BARBAS, 2020; MARKING; MEYER, 1985; ROSS; ROSS, 2008).

O foco inicial do estudo com sedativos e anestésicos para peixes ficou concentrado em
substancias sintéticas como uretano, clorobutanol, tricaina metanossulfonato (MS-222), hidrato
de cloral, fenobarbital, quinaldina, metomidato, benzocaina e etomidato, entre outras (KAZUN;
SIWICKI, 2012; MATTSON; RIPPLE, 1989; MC’FARLAND, 1959; NELSON, 1953;
SCHOETTGER; JULIN, 1967, 1969). Presentemente, devido a alta incidéncia de cancer e

outras doengas acometendo as pessoas, assim como o aumento das preocupagdes com 0 meio
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ambiente, tem se verificado um aumento no interesse em produtos a base de plantas, como
alternativas as drogas sintéticas. Os extrativos vegetais mais utilizados como sedativos e
anestésicos em peixes sao OEs e fitoquimicos isolados desses OEs (AYDINA; BARBAS, 2020;
HOSEINI; MIRGHAED; YOUSEFI, 2019).

Diversos OEs de plantas e componentes isolados destes OEs tém eficacia comprovada
como agentes sedativos e anestésicos em diferentes espécies de peixes, demonstrando cada
agente em particular caracteristicas mais ou menos desejaveis na inducédo e recuperacdo dos
procedimentos, além de maior ou menor quantidade de efeitos colaterais observaveis
(AYDINA; BARBAS, 2020; HOSEINI; MIRGHAED; YOUSEFI, 2019). O 6leo de cravo
extraido da planta Syzygium aromaticum (Eugenia aromaticum ou Eugenia caryophyllata) é
provavelmente a substancia natural mais estudada por sua acdo sedativa e anestésica em peixes.
O eugenol é o componente mais abundante do 6leo de cravo (PRIBORSKY; VELISEK, 2018).

O dleo de cravo em estado bruto e o eugenol tém eficacia comprovada como sedativos
e anestésicos em diversas espécies de peixes como neon (Paracheirodon axelrodi), acara-
severo (Heros severus), acard-bandeira (Pterophyllum scalare), “medaka” (Oryzias latipes),
peixe-dourado (Carrassius auratus), carpa-comum, “rabbitfish” (Siganus lineatus), bagre-
americano (lIctalurus punctatus), salmédo-do-Atlantico (Salmo salar) e salm&o-vermelho
(Oncorhynchus nerka) (CHANSEAU et al., 2002; CUNHA et al., 2010a; ENDO et al., 1972,
FUJIMOTO et al., 2018; GONCALVES et al., 2008; HIKASA et al. 1986; HOLLOWAY et
al., 2004; JAVAHERY; NEKOUBIN; MORADLU, 2012; PRIBORSKY; VELISEK, 2018;
SOTO; BURHANUDDIN, 1995; WATERSTRAT, 1999; WOODY; NELLSON; RAMSTAD,
2002).

Além do bleo de cravo, outros OEs de plantas tém eficdcia comprovada na inducéo de
sedacdo e anestesia em peixes. Sdo exemplos o OE de A. citriodora (BECKER et al., 2017;
DANIEL et al., 2016; GRESSLER et al., 2014; PARODI et al., 2014; SANTOS et al., 2017;
TEIXEIRA et al., 2017; ZEPPENFELD et al., 2014), C. flexuosus (SANTOS et al., 2017), L.
alba (CUNHA et al., 2010b; SOUZA et al., 2018), Ocimum gratissimum (SILVA et al., 2012),
Hyptis mutabilis (SILVA et al., 2013a), Ocotea acutiflia, Hesperozygis ringens e Lippia
sidoides (SILVA et al., 2013b), Aloysia gratissima (BENOVIT et al., 2015), Menta piperita
(CAN; SUMER, 2019; METIN et al., 2015), Lavandula angustifélia (CAN; SUMER, 2019),
Pelargonium graveolens (CAN et al., 2018) e Ocimum micranthum, (ZEPPENFELD et al.,
2019).

Além do eugenol, outros componentes isolados de OEs foram eficazes na inducdo de

sedacdo e anestesia em peixes. Sdo exemplos o S-(+)-linalol (HELDWEIN et al., 2014), timol
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e carvacrol (BIANCHINI etal., 2017), mentol (GONCALVES et al., 2008), E-(-)-pinocamfona,
(-)-Cariofileno oxido, (-)-guaiol e (+)-espatulenol (BENOVIT et al., 2015), globulol e 1-
terpinen-4-ol (SILVA et al., 2013a).

Considerando Estados Unidos e Europa, existem apenas trés substancias com atividades
sedativa e anestésica autorizadas para uso no manejo sanitario de peixes destinados para
consumo. No Brasil, ndo existe nenhuma droga autorizada para esse fim. O MS-222 é a Unica
droga sedativa e anestésica autorizada para uso em peixes destinados para consumo nos Estados
Unidos, onde tem registro com o nome comercial “Tricaine-S”. Na Unido Européia, 0 MS-222
é comercializado na Grécia, Islandia, Irlanda, Italia, Noruega e Reino Unido, sendo conhecida
comercialmente como “Tricaine”, “Finquel vet” e “Nytox vet”, dependendo do pais referido. A
benzocaina ¢ comercializada na Grécia, Portugal e Espanha com o nome ‘“Aquacen
Benzocaine” e na Noruega como “Benzoak vet”. O isoeugenol é comercializado na Islandia e
Noruega com o nome “Aqui-S vet” (SANTOS; CUNHA, 2021). No Brasil existe
regulamentacdo para 0 uso de anestésicos como agentes de eutanasia, em peixe utilizados na
pesquisa académica apenas. Diversos produtos sao citados como possiveis agentes de eutanasia
em peixes no Brasil, sendo exemplos MS-222, benzocaina, 2-fenoxietanol, 6leo de cravo e
eugenol (CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTA(}AO ANIMAL,
2018).

Figura 6 — Peixe anestesiado. Detalhe da aeracdo constante do aquario durante o procedimento

Fonte: Internet. Disponivel em https://www.koihealth.org/Veinipuncture/Anesthesia.html. Acessado em
13/05/2020.
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Tabela 2 — Estégios de anestesia em peixes

Estagio Caracteristicas

1 Diminuicdo da atividade natatéria e/ou diminuicdo da resposta a estimulos

externos

2 Pei>_<e,s permanecem no fgr)do do aquario ou apresentam perda parcial de
equilibrio e/ou natacdo erratica

3 Auséncia de movimentac&o e resposta aos estimulos externos

4 Colapso medular (morte)

Fonte: Adaptado de Small (2003).

1.2.6 O uso do 6leo essencial da Aloysia citriodora Paldu e do citral como sedativos e

anestésicos para peixes

O OE de A. citriodora adicionado a 4gua dos aquarios foi eficaz na inducdo de sedacao
e anestesia em jundia das variedades cinza e albino (DANIEL et al., 2016; GRESSLER et al.,
2014; PARODI et al., 2014, 2020; SANTOS et al., 2017; ZEPPENFELD et al., 2014), tilapia-
do-Nilo (TEIXEIRA et al., 2017) e pacama (Lophiosilurus alexandri) (BECKER et al., 2017).
Até o momento da realizacdo do presente estudo, ndo estava disponivel nenhum relato
estabelecendo a ligacdo definitiva do citral com o efeito sedativo e anestésico verificado para o
OE de A. citriodora em peixes e, para Parodi et al. (2020), o efeito anestésico do OE de A.
citriodora em jundid é resultado de interacdo entre componentes diversos.

Considerando o periodo méaximo de exposicdo de 30 min na tentativa de inducdo de
anestesia em jundia, tilapia-do-Nilo e pacamd, em jundia foi induzida sedacédo, sem alcancar o
estagio de anestesia, a partir de 25 pL L™* (SANTOS et al., 2017) e, 20, 30, 40 e 50 pL L
(PARODI et al., 2014) OE de A. citriodora. Em tilapia-do-Nilo e pacamd, sedacdo apenas foi
verificada a partir de 20, 30, e 40 uL L (TEIXEIRA et al., 2017) e 25 uL L* (BECKER et al.,
2017), do OE de A. citriodora, respectivamente.

Em estudos sobre transporte de peixes, sedacdo apenas foi induzida a partir de
concentragdes do OE de A. citriodora que variaram entre 12,5 e 50 pL L, sem registro de
mortalidade a curto prazo durante os periodos propostos em jundia das variedades cinza e
albino, tilapia-do-Nilo e pacama (BECKER et al., 2017; PARODI et al., 2014; ZEPPENFELD
etal., 2014). Em transporte simulado durante 5 h foi possivel diminuir a regurgitacio decorrente
do procedimento em jundia cinza e albino, a partir de concentragdes de 30, 40 e 50 pL L™
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Apesar da concentracéo de 50 pL L™ ter sido estressora, por ter induzido aumento significativo
do cortisol corporal total na variedade cinza, a perda de Na*,Cl- e K* dos animais para a agua
foi significantivamente diminuida na variedade albina, assim como Na* e CI" na variedade
cinza, o que favoreceu os balangos idnicos dos animais tratados (PARODI et al., 2014).

Em jundia, as concentragdes de 30 e 40 L L™ do OE de A. citriodora adicionado a agua
foram efetivas em induzir sedacdo, durante o periodo proposto de 6 h para o transporte
simulado, e preveniram o estresse do procedimento, o que foi verificado pela da diminuicéo da
liberacdo de cortisol plasmatico, diminuicdo do desequilibrio i6nico plasmatico (perda de Na*
e CL" e acumulo de K* corporais) e pelo incremento do status oxidativo no plasma, musculo e
cerebro dos animais. Também se verificou diminuicdo da amdnia total excretada na agua de
transporte em relacdo ao grupo controle (sem adi¢do de OE), indicando reducdo do metabolismo
dos animais tratados durante os procedimentos (ZEPPENFELD et al., 2014).

Para Becker et al. (2017), as concentragdes de 12,5 e 25 L L do OE de A. citriodora
foram eficazes em induzir sedacédo, durante o periodo proposto de 4 h para o transporte simulado
em pacama. A amonia total e o oxigénio dissolvidos na 4gua foram menores nos grupos com
adicdo de OE a agua de transporte, em relacdo ao controle sem adicdo de OE. Além disso, a
frequéncia respiratoria verificada no grupo tratado com 25 pL L foi menor que a verificada
nos outros grupos (controle, 12,5 e 25 pL L), indicando reducdo no metabolismo dos animais
tratados durante o procedimento. Apesar da verificagdo da diminuicdo da hemoglobina no
grupo tratado com 12,5 pL L? e aumento da mesma no grupo tratado com 25 pL L7, o
hematocrito ndo foi afetado pela adicdo de OE a agua.

O OE de A. citriodora foi eficaz em induzir anestesia sem mortalidade a curto prazo, a
partir de concentragdes variando entre 100 a 800 pL L em jundias das variedades cinza e
albino, sendo que nas concentra¢des de 200 pL L™ e 400 pL L™ foi eficaz em induzir anestesia
em periodo inferior a 3 min, com tempo de recuperacao anestésica inferior a 10 min (PARODI
etal., 2014). O mesmo relativo a mortalidade e tempos de inducdo e recuperacdo anestésica foi
verificado por Santos et al. (2017), na concentragdo de 300 pL L™, em jundia. Gressler et al.
(2014) verificaram que concentracdes de 150 e 200 uL L™ do OE de A. citriodora ndo foram
capazes de induzir anestesia em periodo inferior a 3 min, embora a recuperacao anestésica tenha
sido inferior a 10 min na maior concentragéo utilizada, em jundia.

Em tilapia-do-Nilo, anestesia sem mortalidade a curto prazo foi induzida em
concentracdes variando entre 80 a 450 pL L, sendo que nas concentraces de 300 e 450 pL L-
! os tempos de indugdo e recuperagdo anestésica ficaram abaixo de 3 min e 5 min,

respectivamente, com 300 puL L sendo considerada a concentragdo anestésica ideal para
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inducdo de anestesia rapida, por ser a minima concentracao efetiva capaz de alcangar o efeito
desejado. Além disso, filés provenientes de animais tratados com 300 pL L™ mantiveram suas
caracteristicas organolépticas (gosto e odor) ap6s os tratamentos com o OE de A. citriodora
(TEIXEIRA et al., 2017).

Em pacama, anestesia sem mortalidade a curto prazo foi induzida em concentracgdes de
50 a 400 pL L™, sendo que na concentragdo de 400 pL L™ foram verificados tempos de indugio
e recuperacdo anestésica inferiores a 3 e 10 min, respectivamente, sendo considerada a
concentracdo ideal para anestesia rapida (BECKER et al., 2017).

De forma geral, os protocolos anestésicos realizados a partir do OE de A. citriodora em
peixes mostraram que 0 aumento da concentragdo utilizada diminui o tempo necessario para a
inducdo de sedacdo e anestesia. O contrario ocorre em relacdo ao tempo de recuperacdo dos
procedimentos. Além disso, ndo foram relatadas manifestacdes clinicas indesejaveis como
hiperatividade exacerbada, espasmos musculares, entre outras manifestacdes indesejaveis
durante a inducgéo e recuperagdo dos procedimentos (BECKER et al., 2017; DANIEL et al.,
2016; GRESSLER et al., 2014; PARODI et al., 2014; SANTOS et al., 2017; TEIXEIRA et al.,
2017; ZEPPENFELD et al., 2014).

Procedimentos anestésicos induzidos a partir do OE de A. citriodora em jundia
demonstraram acao preventiva contra a liberacdo de cortisol para o sangue, além de estimular
a capacidade antioxidante organica e prevenir a lipoperoxidacdo hepéatica nos animais
(GRESSLER et al., 2014). Em tilapia-do-Nilo, a inducdo de anestesia pelo OE de A. citriodora,
assim como o verificado para o jundia por Gressler et al. (2014), preveniu a liberacdo de cortisol
plasmético, indicando atenuacdo do estresse intrinseco aos procedimentos realizados
(TEIXEIRA et al., 2017).

1.2.7 As substancias com acdo antimicrobiana para uso em peixes

InfeccOes por bactérias sdo um risco comum associado ao estresse intrinseco induzido
pela busca de cada vez maiores indices de produtividade na piscicultura (BARTON, 2000). A
liberacdo de catecolaminas e cortisol corpOreos que ocorre em associagdo como 0 estresse em
peixes é associada ao desenvolvimento de patologias secundarias, frequentemente causadas por
bactérias oportunistas para estes animais (BAKER; GOBUSH; VYNNE, 2013; CABELLO,
2006; CABELLO etal., 2013).

As bactérias saprofitas que vivem na agua, além de colonizarem os proprios tecidos dos

peixes, habitam sedimentacGes, plantas e outros microrganismos maiores. Algumas bacterias
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facilitam a digestéo, estimulando positivamente a imunidade dos animais hospedeiros. O
desenvolvimento de doencas bacterianas em peixes é um processo multifatorial, nédo
dependendo apenas das bactérias, mas também do estado imunoldgico dos animais. Mudancas
que ocorrem no ambiente dos peixes de agua doce parecem ser fundamentais no
desenvolvimento de qualquer doenca, podendo condicionalmente reverter a bactéria
patogénica, organismos antes inofensivos (JOHNSON; PAULL, 2011).

Sem considerar as caracteristicas especificas de cada espécie de peixe, como 0
desenvolvimento de doencas nestes animais depende em grande parte das condicdes climaticas
prevalentes em uma determinada regido, diferentes doencgas tendem a ocorrer em diferentes
ecossistemas, assim como algumas bactérias tendem a ocasionar infecgdes em certas regides
(OLESEN; VENDRAMIN, 2016). Tradicionalmente, bactérias gram-negativas como
Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Flavobacterium spp., Acinetobacter spp. e Shewanella
putrefaciens, além de bactérias gram-positivas como Lactococcus garviae e Streptococcus
iniae, tém sido associadas a infeccdo em peixes de agua doce. Ja Plesiomonas shigelloides,
Stenotrophomonas maltophilia e Kocuria rhizophila tém sido associadas com infeccdes
emergentes nestes animais (PEKALA-SAFINSKA, 2018).

Em nivel mundial, as substancias com atividade antimicrobiana disponiveis como
drogas autorizadas para uso em peixes criados para consumo sdo antibidticos, substancias
desinfetantes e vacinas. Os antibiéticos disponiveis tém como vias de administracdo 0 uso
interno ou apresentac@es para aplicacdo direta na agua dos animais (banho medicamentoso), ja
os desinfetantes sdo autorizados para banho medicamentoso apenas. No brasil® estio
disponiveis para comércio florfenicol, colistina (polimixina E) e oxitetraciclina. Nos Estados
Unidos estdo disponiveis florfenicol, oxitetraciclina e sulfadimetoxina/ormetoprim. Na Europa,
flumequina, enrofloxacino, florfenicol, &cido oxolinico, oxitetraciclina, clortetraciclina,
sulfadiazina/trimetoprim, sulfadoxina/trimetoprim e amoxicilina (SANTOS; CUNHA, 2021).
Diversos nomes comerciais podem ser verificados para as drogas com ac¢ao antimicrobiana
autorizados para uso em peixes criados para consumo no Brasil, Estados Unidos e Europa. A
droga veterinaria “Aquaflor”, a base de florfenicol, de propriedade da “MSD Animal Health”®
é a Unica apresentacdo comercial autorizada nas trés regides.

Substéncias desinfetantes como peroxido de hidrogénio e formalina estdo disponiveis
para uso em peixes criados para consumo nos Estados Unidos e Europa. O mesmo ocorre com

diversas vacinas contra doengas causadas por bactérias como A. hydrophila, A. salmonicida,

5 Disponivel em https://sistemas.sindan.org.br/cpvs/. Acessado em 20/11/2020
& Disponivel em https://www.msd-animal-health.com/. Acessado em 20/11/2020
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Lactococcus garvieae, Listonella anguillarum, Vibrio ordali, Yersinia ruckeri, Photobacterium
damselae, Streptococcus parauberis, Tenacibaculum maritimum, Moritella viscosa,
Renibacterium salmoninarum, Edwardsiella ictaluri e Flavobacterium columnare (SANTOS;
CUNHA, 2021). No Brasil esta disponivel apenas uma vacina para peixes, contra infeccoes
causadas pelo Streptococcus agalactiae em tilapia-do-Nilo (SINDICATO NACIONAL DA
INDUSTRIA DE PRODUTOS PARA SAUDE ANIMAL, 2021).

O uso profilatico e terapéutico de antibidticos na piscicultura traz preocupagdes com o
desenvolvimento de resisténcia microbiana (CABELLO et al., 2013; MILLER; HARBOTTLE,
2017). Aproximadamente 80% dos antibidticos autorizados para uso em animais aquéticos,
como € o caso das quinolonas e tetraciclinas, entram no ambiente com sua atividade intacta,
podendo induzir muta¢fes no mecanismo de resisténcia de bactérias encontradas no ambiente.
A resisténcia adquirida pode ser transmitida de bactéria para bactéria, gerando e disseminando
cepas resistentes (CABELLO et al., 2013).

Devido a escassez de drogas com acao antimicrobiana autorizadas para uso em peixes,
principalmente para os animais destinados ao consumo, além das problematicas relacionadas
com o uso de antibidticos, a busca por novas alternativas se faz necessaria (CABELLO, 2006;
CABELLO et al., 2013; CENTER FOR VETERINARY MEDICINE, 2020; FISHMEDPLUS
COALITION, 2017; MILLER; HARBOTTLE, 2017). O interesse em substancias naturais que
tenham acdo antimicrobiana contra patdgenos de interesse veterinario tém crescido nos Gltimos
anos (EBANI; MANCIANTI, 2020). Por ser desejavel que os novos produtos antimicrobianos
sejam ecologicamente sustentaveis (CABELLO, 2006), o uso de substancias naturais tem sido
considerado como alternativa aos antibidticos tradicionalmente utilizados em peixes
(SANTOS; CUNHA, 2021; SUTILI et al., 2015, 2016).

Diversos OEs de plantas, entre outros extrativos vegetais em estado bruto, tém
demonstrado acdo contra bactérias especificas que causam infeccdes em peixes, sdo 0S casos
dos OEs de espanta-pulga (Hesperozygis ringens), alfavaca (O. gratissimum) e basil (Ocimum
americanum) (SUTILI et al., 2015, 2016), Eucalyptus globulus (PARK; WENDT; HEO, 2016),
orégano grego (Origanum vulgare subsp. Hirtum), orégano espanhol (Thymbra capitata) e
salgado de Creta (Satureja thymbra) (ANASTASIOU et al., 2020), citronela (Cymbopogon
nardus) (WEIL; WEE, 2013), cravo-da-India (RATTANACHAIKUNSOPON;
PHUMKHACHORN, 2009), canela (Cinnamomum zeylanicum/verum), orégano compacto
(Origanum compactum), tomilho (Thymus vulgaris) (HAYATGHEIB et al., 2020) e arvore do
cha (Melaleuca alternifélia) (BALDISSERA et al., 2017), além dos extratos de Rhus javanica
(KIM et al., 2014) e propolis (ORSI et al., 2017).



40

Os principais grupos de fitoquimicos que sdo componentes dos extrativos vegetais em
estado bruto e que sdo responsaveis pela acdo antimicrobiana das plantas sdo terpenos,
fenolicos, acidos fenolicos, saponinas, cumarinas, quinonas, flavonoides, alcaloides e taninos
(GYAWALIA; IBRAHIM, 2014).

1.2.8 A acdo antimicrobiana do OE de A. citriodora Palau

Através da determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM), que foi realizada
para diversos OEs de plantas (A. citriodora, Mentha piperita, Mentha spicata, Thymus vulgaris,
Origanum applii, O. vulgare, Ocimum basilicum, O. gratissimum), contra diversas bactérias e
a levedura Candida albicans, segundo Sartoratto et al. (2004), o OE de A. citriodora
demonstrou forte acao inibitdria contra Enterococcus faecium ATCC 10541 e Bacillus subtilis,
acdo moderada contra Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis e, agéo fraca contra E.
faecium CCT5079, Rhodococcus equi e Micrococcus luteus. Embora o OE de A. citriodora
tenha sido o Unico OE testado a apresentar acao inibitdria consideravel (moderada) contra C.
albicans, nenhuma acdo inibitéria foi verificada contra Staphylococcus epidermides,
Pseudomonas aeruginosa e E. coli. A partir do mesmo método de avaliacdo da atividade
antimicrobiana utilizado por Sartoratto et al. (2004), Duarte et al. (2005) também verificaram
acdo moderada do OE de A. citriodora contra o crescimento de C. albicans.

Utilizando o teste de sensibilidade aos antimicrobianos (procedimento com discos ou
antibiograma), segundo Ali, El-Beltagi e Nasr (2011), o OE de A. citriodora demonstrou forte
inibicdo do crescimento de B. subtilis e C. albicans, inibicdo moderada para S. aureus e,
inibicdo fraca para os fungos Phanerochaete chysoporium e Trichoderma reesei. Nenhuma
acdo inibitoria foi registrada para as bactérias Listeria monocytogenes, Salmonella typhi, P.
aeruginosa e E. coli, além do fungo Trichoderma viride.

Oliva et al. (2009), utilizando antibiogramas e o fracionamento do OE em seus diversos
componentes por cromatografia, demonstraram que cinco diferentes amostras do OE de A.
citriodora, derivados de plantas cultivadas em quatro diferentes regides da Argentina e uma
regido do Paraguai, tiveram maior acao inibitoria contra bactérias gram-positivas (Enterococcus
faecalis, Bacillus cereus, S. aureus e M. luteus), em relacéo as bactérias gram-negativas testadas
(Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa e E. coli). A acdo do OE de A.
citriodora também variou juntamente com o percentual dos fitoquimicos mais abundantes

presentes em cada amostra e, como j& mencionado na se¢do 1.2.4, todas tiveram citral e
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limoneno, respectivamente, como componentes mais abundantes verificados (OLIVA et al.,
2009).

Os OEs de A. citriodora derivados de plantas colhidas em cinco diferentes regides do
Marrocos, como ja mencionado anteriormente na secdo 1.2.4, tiveram ar-curcumeno, (-
espatulenol e 6xido de trans-cariofileno como componentes mais abundantes verificados. A
acdo antibacteriana das amostras foi verificada pelas avaliacbes do antibiograma e da
concentracdo bactericida minima (CBM). De maneira geral, as amostras de OE de A. citriodora
apresentaram acdo moderada contra S. aureus e E. coli, embora nenhuma acéo contra P.
aeruginosa tenha sido verificada (OUKERROU et al., 2017).

Ebani et al. (2019), através da determinacdo da CIM, verificaram que o OE de A.
citriodora demonstrou baixa capacidade de inibicdo do crescimento de Salmonella entérica,
sorotipos Enteritidis e Typhimurium isolados de aves e relacionados frequentemente com a
salmonelose humana (EBANI et al., 2019). O mecanismo primario da inibi¢do in-vitro do
crescimento do S. aureus pelo OE de A. citriodora é o dano causado a membrana
citoplasmatica, que leva a alteracGes morfologicas e funcionais, resultando na morte da bactéria
(OLIVA et al., 2015).

S80 escassos 0s estudos sobre a acdo do OE de A. citriodora contra bactérias
relacionadas com infec¢Ges em peixes. Souza et al. (2017) verificaram a ac¢do bactericida do
OE de A. citriodora contra isolados de Aeromonas spp. obtidos de pacama e tilapia-do-Nilo,
pela determinacdo da CMB. O OE foi eficaz na reducdo da formacédo de biofilme bacteriano
ainda ndo consolidado, em isolados bacterianos fracos ou moderados produtores de biofilme.
Também foi verificada acdo sinérgica do OE de A. citriodora com o florfenicol contra
Aeromonas spp., reduzindo a CMB efetiva do antibidtico capaz de inativar as bactérias. Além
disso, ndo se tratando do OE de A. citriodora em estado bruto, o citral demonstrou acéo in-vitro
contra A. hydrophila, Aeromonas veronii, Citrobacter freundii e Raoultella ornithinolytica
isolados de jundia (BANDEIRA JUNIOR et al., 2018).

1.2.9 As infeccOes por Aeromonas spp. em peixes

A taxonomia das bactérias Aeromonas spp. € complexa. Iniciada em 1943 e em
constante mudanca, inicialmente o género foi classificado por sua expressdo fenotipica, sendo
incluido na familia Vibrionaceae, juntamente com Vibrio spp., Photobacterium spp. e

Plesiomonas spp. Com o avanco dos estudos, as investigac@es filogenéticas indicaram que as



42

bactérias deveriam formar sua prépria familia, entdo denominada como familia
Aeromonadaceae (COLWELL; MACDONELL; DE LEY, 1986).

A familia Aeromonadaceae é formada por bactérias gram-negativas, anaerobias
facultativas e quimioorganotroficas, com uma temperatura 6tima de crescimento de cerca de 22
a 28°C. Geralmente elas sdo méveis por flagelagdo polar, capazes de reduzir nitratos a nitritos
e, catabolizar glicose e varios carboidratos a &cidos e gases (POPOFF, 1984).

As Aeromonas spp. sdo bactérias ubiquas transmitidas pela agua. Amostras foram
isoladas de aguas marinhas, rios, lagos, pantanos, sedimentos, agua com cloro, sistemas de
distribuicdo de &gua, &gua potével e &guas residuais, especialmente durante 0os meses mais
quentes (KIRQOV, 1997), sendo frequentemente associadas com septicemia hemorragica em
animais de sangue frio, incluindo peixes, répteis e anfibios (AUSTIN; AUSTIN, 2016). Os
principais fatores patogénicos associados as Aeromonas spp. sao polissacarideos de superficie
(capsula, lipopolissacarideo e glucana), camadas S, sistemas de ligacdo de ferro, exotoxinas e
enzimas extracelulares, sistemas de secrecdo, fimbrias, motilidade e, flagelos e outras adesinas
n&o filamentosas (TOMAS, 2012). Para Pridgeon e Klesius (2012), as doencas associadas com
bactérias Aeromonas spp. estdo entre as mais prevalentes em peixes, incidindo em prejuizos
financeiros consideraveis para a piscicultura mundial.

Bactérias Aeromonas spp. sao patdgenos oportunistas que causam infeccGes em animais
submetidos a situacGes de estresse. Diferentes manifestacdes clinicas sdo documentadas em
peixes acometidos por infeccdes por Aeromonas spp. As infec¢bes por aeromonas moveis
também sdo conhecidas como septicemia por aeromonas modveis (SAM), infeccdo por
aeromonas moveis (MAL), septicemia hemorragica, peste vermelha, doenca da ferida vermelha
(CAMUS et al., 1998), doenca ulcerativa e doenga do apodrecimento da cauda e da barbatana
(STRATEV; ODEYEMI, 2017). As Aeromonas mdveis frequentemente relacionadas com
infeccdes em peixes sdo A. hydrophila, A. sobria, A. cavieae e A. Veronii (CAMUS et al., 1998;
MONIR et al., 2020). As infec¢Bes por aeromonas ndo moveis em salmonideos sdo chamadas
de furunculose e a espécie associada a doenca é a Aeromonas salmonicida (CAMUS et al.,
1998).

A A. hydrophila é a espécie mais comumente observada em associa¢do com infeccoes
por aeromonas moveis. Espéecies de peixes de dgua doce e salgada sdo suscetiveis a doenca. A
infeccdo por aeromonas moveis se manifesta clinicamente com hemorragias, ulceragdes,
abscessos, efusdes cavitarias e anemia. As taxas de mortalidade sdo altas e incorrem em perdas
econdmicas substanciais, necessitando de medidas oportunas de prevencdo e tratamento
(STRATEV; ODEYEMI, 2017) (Figura 7). Devido ao amplo cultivo para consumo, a infeccao
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por aeromonas moveis em tilapia (Oreochromis spp) da relevancia mundial para a doenca
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2018;
MONIR et al., 2020).

Na Europa Continental e nos Paises Mediterraneos, as infeccdes por aeromonas moveis
estdo entre as principais doencgas que acometem as principais espécies de peixes criados para
consumo, como carpas, robalo ou “sea bass” (Dicentrarchus labrax) e dourada ou “sea bream”
(Sparus aurata) (OLESEN; VENDRAMIN, 2016). Na india a infecco por aeromonas méveis
¢ epizodtica, A. hydrophila, A. veronii e A. sobria foram detectadas em 51.64%, 21.97% e
18.68%, respectivamente, dos isolados bacterianos provenientes de peixes, principalmente
carpas (Cyprinidae), acometidos por sintomatologia caracteristica da doenca. As amostras
foram coletadas em vaérias regibes da india durante o periodo de 2 anos consecutivos
(SAHARIA et al., 2020).

A A. hydrophila foi associada com infeccGes em espécies de peixes criados para
consumo como ayu (Plecoglossus altivelis), carp (Cyprinus carpio), bagre-americano
(Ictalurus punctatus), bagre-ambulante (Clarias batrachus), enguia-japonesa (Anguilla
japonica), enguia-americana (Anguilla rostrata), moela-americana (Dorosoma cepedianum),
carpa-dourada (Notemigonus crysoleucas), cabec¢a-de-cobra (Ophiocephalus striatus), tilapia-
do-Nilo, além dos salmonideos, salmo trutta ou truta-marrom (Salmo trutta), truta-arco-iris e
salmdo-rei (Oncorhynchus tshawytscha) e, do peixe-dourado que é uma espécie ornamental
(AOKI, 1999). Outras espécies ornamentais de peixes foram associadas a infeccdes por
aeromonas moveis: colisa ou gourami (Colisa lalia), colisa ou gourami-gigante (Osphronemus
goramy), acara-disco (, tetra-negro (Gymnocorymbus ternetzi), plati (Xiphophorus maculates),
barbus-tigra (Barbus pentazona hexazona), guppy (Poecilia reticulata) e Pangasius (Pangasius
sutchi) (MUSA et al., 2007).

A furunculose associada a A. salmonicida subespécie salmonicida cursa com sepse
hemorrégica, lesdes ulcerativas, petéquias e morte em salmonideos (DALLAIRE-DUFRESNE
et al., 2014). Na Europa, a furunculose tem sido verificada como um dos maiores problemas
relacionados em truta-arco-iris e salmd@es criados em fazendas (OLESEN; VENDRAMIN,
2016).

A patogenia da A. salmonicida se inicia pela entrada da bactéria no organismo dos
salmonideos por via cutanea, intestinal ou pelas branquias. Apds, ocorre a difuséo da bactéria
para os rins, figado, baco e cérebro do hospedeiro. A. salmonicida infecta leucdcitos, eritrocitos

e exibe uma fase extracelular no sangue. A fase intra-eritrocitaria parece ser importante na
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disseminacdo da bactéria pelo organismo dos peixes acometidos (VALDERRAMA et al.,
2019).

Em seres humanos, a A. hydrophila a produz potentes enterotoxinas com atividades
citotoxica e hemolitica, podendo causar doencas intestinais ou extra-intestinais, chamando a
atencdo para o carater zoonotico da infeccdo (EROVA et al., 2007). Além disso, a sindrome
hemolitico-urémica tem sido associada a infeccdo por A. hydrophila em criangas
(BOGDANOVIC etal., 1991; ROBSON; LEUNG; TREVENEN, 1992) e endocardite tem sido
associada a infeccdo por A. salmonicida em seres humanos adultos (SALEHI et al., 2019).

Figura 7 — Necrose de nadadeira e Ulcera cutanea em jundia infectado com A. hydrophyla

Fonte: arquivo pessoal de Guerino Bandeira Janior (Mestre em Farmacologia Aplicada & Produgdo Animal pela
UFSM).

1.2.10 Os modelos experimentais

Modelos experimentais sao utilizados em pesquisa académica para representar partes de
sistemas mais complexos. Para tanto, devem apresentar uma precisdo adequada, verificada por
meio de comprovacao prévia e também pela demonstracdo das limitagcbes do procedimento
(FERREIRA; FERREIRA, 2003). Em pesquisa biolégica os modelos in-vitro (culturas de
células, tecidos, entre outros procedimentos) e in-vivo (animais de laboratério) sdo amplamente
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utilizados para fundamentar as hipdteses formuladas pelos pesquisadores (FERREIRA,;
HOCHMAN; BARBOSA, 2005). Uma espécie-modelo ¢ um organismo estudado por uma
comunidade de pesquisadores. Isto ocorre para espécies que tem caracteristicas adequadas para
a experimentacao, possibilitando o entendimento de algum processo biolégico que ocorre em
outras espécies de interesse, normalmente organismos mais diferenciados. Cada espécie-
modelo é escolhida por demonstrar caracteristicas que a tornam adequada para alguns estudos,
ainda que ndo todos os estudos. A busca pela espécie-modelo mais adequada é conhecida como
0 principio de August Krogh, que postula que: “Para cada problema biologico existe um
organismo no qual ¢ mais conveniente realizar o estudo” (MOYES; SCHULTE, 2010).

O jundia é um peixe teledsteo de &gua doce, da ordem Siluriformes, familia
Heptapteridae, que pode atingir 50 cm de comprimento e 3kg de peso, possui habito noturno,
habita locais calmos e profundos dos rios, apresenta alimentacdo onivora, com tendéncia
piscivora e atinge a maturidade sexual no primeiro ano de vida. Os adultos sdo ovuliparos,
preferindo desovar em aguas limpas, calmas e com fundo pedregoso. N&o apresenta cuidado
parental e possui dois picos reprodutivos por ano, um no verao e outro na primavera (GOMES
et al., 2000) (Figuras 8 e 9).

A coloracdo do jundia varia de marrom avermelhado a cinza. A pigmentacdo da parte
inferior da cabeca é varidvel. Os barbilhdes tém crescimento alométrico negativo e esta relacdo
é provavelmente aumentada devido a grande possibilidade de dano dos barbilhfes em
exemplares grandes (SILFVERGRIP, 1996). Espécie endémica na América do Sul, por ser
adaptada ao frio do inverno e ter um crescimento rapido durante 0os meses quentes (espécie
euritérmica), é adequada para piscicultura no sul da América do Sul ou qualquer outra regido
de clima temperado ou subtropical (PEREIRA et al., 2006).

Também € conhecido no Brasil como jundia-tinga, mandi e sapiroca e, na Argentina
como bagre, bagre-negro, bagre-sapo e bagre-sul-americano (GOMES et al., 2000). A maioria
das criacdes de jundia do Brasil estdo localizadas no Rio Grande do Sul, seguido de Santa
Catarina e Parand (PEIXE BR, 2020). Alevinos de jundia suportam grandes variacfes de
salinidade (até 9,0 g/L* durante 96 horas) e do pH da agua (4,0 a 8,5), sendo que o pH ideal
para o crescimento de larvas é de 8,0 a 8,5 (GOMES et al., 2000).

O jundia tem sido utilizado como modelo experimental para estudos aplicados a
piscicultura, incluindo o tratamento de doencas (SILVA et al., 2017; SOUZA et al., 2016;
SUTILI et al., 2015, 2016), melhoramento zootécnico e de parametros fisiologicos (PES et al.,
2016; SACCOL et al., 2013; SILVA et al., 2017; SOUZA et al., 2015), sedagéo e anestesia
(BENOVIT et al., 2015; BIANCHINI et al., 2017; GARLET et al., 2016; GRESSLER et al.,
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2014; HELDWEIN et al., 2014, SILVA et al., 2017), entre outros propdsitos como estudos com
vies ambiental (MATHIAS et al., 2018) e sobre fisiologia de peixes (SOUZA et al., 2019).

A carpa-capim é originaria e tem sido importante na alimentacdo da China ha séculos,
sendo que o0s cientistas e agéncias governamentais chineses acumularam grande experiéncia,
conhecimento e dados sobre o assunto. A espécie pertence a subfamilia Squaliobarbinae da
familia Cyprinidae e é o inico membro do género Ctenopharyngodon, se caracterizando pela
auséncia de barbilhdes, uma boca terminal e ligeiramente obliqua, 38 a 47 escamas moderadas
a grandes junto com uma linha lateral completa e, 2 fileiras de dentes faringeos fortemente
serrilhados e comprimidos lateralmente com sulcos paralelos proeminentes. Uma carpa-capim
herbivora tipica da China tem um corpo alongado dominado por uma cor brilhante esverdeada,
dorso levemente cinza-azulado, nadadeira cinza-clara e ventre branco-acinzentado. No entanto,
a coloracdo pode variar com habitat, alimentacdo e genética de cada peixe (ZHAO et al., 2020)
(Figuras 10 e 11).

Na china a carpa-capim é chamada “Tsao Yu”, “Hwuan Yu” ou “Bai Hwuan” (ZHAO
et al., 2020). Como ja mencionado na secdo 1.2.1, esta é a espécie de peixe mais criada para
consumo em nivel mundial (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS, 2018). No Brasil, as carpas criadas para consumo ainda sdo pouco
difundidas (< 5% do total de peixes criados para consumo), sendo criadas principalmente no
Rio Grande do Sul (PEIXE BR, 2020).

A invasdo dos rios e lagos da América do Norte pela carpa-capim tem causado
preocupacdes. A espécie foi introduzida no sul dos Estados Unidos na década de 1960 para
controlar macréfitas aquaticas em tanques de aquicultura. A liberacdo acidental de exemplares
provenientes de algumas instalagdes de pesquisa e fazendas de aquicultura no inicio da
introducdo, seguida pela ampla promocéo da estocagem de peixes triploides e dipldides, ajudou
a facilitar a expansdo da area invadida pela espécie na América do Norte. Recentemente,
demonstrando a adaptabilidade da espécie em novos ambientes, observou-se que a carpa capim
se reproduzia no Lago Erie, um dos cinco grandes lagos da América do Norte, na divisa entre
os Estados Unidos e o Canada. (ZHAO et al., 2020).

Estudos sobre sedagéo e anestesia a partir de etomidato e OE de Ocimum micranthum
estdo disponiveis para a carpa-capim (KAZUN; SIWICKI, 2012; ZEPPENFELD et al., 2019).
Além disso, a espécie tem sido utilizada em estudos sobre toxicologia (DAR et al., 2020; XU
et al., 2020).
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Figura 8 — O Jundia (Rhamdia quelen). Peixes juvenis

Fonte: United States Geological Survey (USGS), United States Government. Disponivel em
https://nas.er.usgs.gov/queries/FactSheet.aspx?Species|D=839. Acessado em 13/11/2020.

Figura 9 — O Jundia (Rhamdia quelen). Peixe adulto

Fonte: United States Geological Survey (USGS), United States Government. Disponivel em
https://nas.er.usgs.gov/queries/FactSheet.aspx?SpeciesID=839. Acessado em 13/11/2020.
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Figura 10 — A carpa-capim (Ctenopharyngodon idella). Peixe juvenil
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Fonte: United States Geological Survey (USGS), United States Government. Disponivel em
https://nas.er.usgs.gov/queries/factsheet.aspx?SpeciesID=514. Acessado em 13/11/2020.

Figura 11 — A carpa-capim (Ctenopharyngodon idella). Peixe adulto

Fonte: United States Geological Survey (USGS), United States Government. Disponivel em
https://nas.er.usgs.gov/queries/factsheet.aspx?SpeciesID=514. Acessado em 13/11/2020.

1.2.11 Determinagdes hematoldgicas e bioquimicas

A maior parte da pesquisa sobre salde e doencas de peixes tem se concentrado nas
espécies criadas para consumo. A medida que a sociedade reconhece a necessidade de conservar
e proteger seus recursos naturais, cada vez mais instalacbes de aquérios publicos, produtores

comerciais de peixes ornamentais, coletores e aquaristas amadores estdo seguindo o exemplo
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da piscicultura para consumo e melhorando as préticas de salde empregadas com estes animais
(CLAUSS; DOVE; ARNOLD, 2008).

Determinagdes hematoldgicas e bioquimicas sdo amplamente utilizados na medicina
veterinaria para verificar a condi¢éo organica dos animais. A determinagdo hematologica mais
comum é o hemograma, que consiste na avaliacdo dos eritrocitos, leucocitos e plaquetas
presentes no sangue. Os exames bioquimicos compreendem a determinacdo de diversas
substancias presentes no sangue, como enzimas, metabdlitos, proteinas, lipideos, carbohidratos
e ions, entre outras substancias. Na busca do diagndstico das doencas e outras condicdes
patoldgicas que acometem 0s animais, entre outros propdésitos, as provas bioquimicas séo
complementares as provas hematoldgicas e vice-versa. (STOCKHAM; SCOTT, 2008).

Os distarbios hematoldgicos sdo marcados por alteracGes nas contagens e estrutura das
células sanguineas. Embora muitas doencas possam ser refletidas pelo sangue, as
anormalidades das hemacias, leucdécitos e plaquetas sdo consideradas disturbios primarios. As
doencas dos peixes podem resultar em anemia, leucopenia, leucocitose, trombocitopenia, entre
outras anormalidades das células do sangue (CLAUSS; DOVE; ARNOLD, 2008).

O hemograma completo, ou partes deste, tem sido utilizado para avaliar diversos
aspectos relacionados a saude dos peixes, como as respostas hematoldgicas de: carpa-comum e
tainha-olhalvo (Mugil cephalus) a exposicdo a produtos toxicos como o herbicida glifosato
(Roundup) (KONDERA et al.,, 2018) e, Oxidos de cobre (AKBARY; YARAHMADI;
JAHANBAKHSHI, 2018) e arsénico (FAZIO et al., 2019), respectivamente; truta-coral
(Plectropomus leopardos), truta-arco-iris e “victoria labeo” (Labeo victorianus) a
suplementacédo alimentar com a cianobactéria Spirulina platensis (YU et al., 2018), curcumina
(YONAR et al., 2019) e urtiga (Urtica dioica) (NGUGI et al., 2015), respectivamente; traira
(Hoplias malabaricus) aos farmacos diclofenaco e dexametazona (RIBAS; ZAMPRONIO;
ASSIS, 2016); pacu-caranha ou pacuguacu (Piaractus mesopotamicus) parasitado pelo
monogenideo Anacanthorus penilabiatus (JERONIMO et al., 2014); carpa-prussiana
(Carassius gibelio) infectada pelo Herpesvirus Ciprinideo tipo 2 (LU; LU; CAO, 2016);
“victoria labeo” (Labeo victorianus), truta-arco-iris, tilapia-do-Nilo, tilapia-de-Mogambique
(Oreochromis mossambicus) e, peixe-dourado e carpa-comum, suplementados oralmente com
po de urtiga (Urtica dioica) (NGUGI et al., 2015), extrato metandlico aquoso de “tetra”
(Cotinus coggygria), (BILEN; ELBESHTI, 2019), po de propolis (ORSI et al., 2017), p6 de
folhas de acacia-branca (Moringa oleifera) (MBOKANE; MOYO, 2019) e, extrato de
Azadirachta indica, Oscimum sanctum e Curcuma longa (HARIKRISHNAN;
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BALASUNDARAMB; HEO, 2010a, b), respectivamente, infectados experimentalmente por
cepas de A. hydrophylla.

Hemogramas também tém sido utilizados como ferramentas para verificar a seguranca
de procedimentos anestésicos realizados a partir de diferentes substancias, em diversas espécies
de peixes, como: Oleo-de-cravo em truta-arco-iris (Onchorhynchus mykiss), carpa comum
(Cyprinus carpio), “european catfish” (Silurus glanis L.), “vimba breams” (Vimba vimba),
“pikeperch” (Sander lucioperca L.) e barbus (Barbus barbus) (KRIST’AN et al., 2012; LEPIC
et al., 2014; PRIBORSKY et al., 2015; VELISEK et al., 2005; 2006; VELISEK;
SVOBODOVA; PIACKOVA, 2005); etomidato em truta-arco-iris, “vimba breams”,
“pikeperch”, barbus e carpa-comum (KAZUN; SIWICKI, 2012; KRIST’AN et al., 2012;
LEPIC etal., 2014; WITESKA; DUDYK; JARKIEWICZ, 2015); MS-222 em “vimba breams”,
“pikeperch” e barbus (KRIST’AN et al., 2012; LEPIC et al., 2014; PRIBORSKY et al., 2015);
2-fenoxietanol em truta-arco-iris, “vimba breams”, “european catfish” e barbus (LEPIC et al.,
2014; PRIBORSKY et al., 2015; VELISEK et al, 2007; VELISEK; SVOBODOVA;
PIACKOVA, 2007).

Perfis bioquimicos tém sido utilizados em peixes para avaliar: a resposta organica de
truta-arco-iris a suplementacdo oral com silimarina (BANAEE et al., 2011); a condicdo
nutricional, dano tecidual e estresse induzido pela migracdo de salmdo-rei (WAGNER,;
CONGLETON, 2004); a toxicidade de substancias como o aluminio em tilapia-vermelha
(Tilapia zillii) (HADI; SHOKR; ALWAN, 2009); a resposta organica de tilapia-de-
Mocambique (MBOKANE; MOYO, 2019), carpa-comum (JAGRUTHI et al., 2014), peixe-
dourado e carpa-comum (HARIKRISHNAN; BALASUNDARAMB; HEO, 2010a, b), a
suplementacdo oral com p6 de folhas de acacia branca, astaxantina e, extrato de Azadirachta
indica, Oscimum sanctum e Curcuma longa, respectivamente, contra a infeccdo experimental
por A. hydrophyla; a toxicidade induzida por procedimentos anestésicos a partir do 2-
fenoxietanol em carpa-comum (VELISEK; SVOBODOVA, 2004), 6leo de cravo, etomidato,
2-fenoxietanol e MS-222 em truta-arco-iris, “pikeperch” e “vimba brean", respectivamente
(KRIST’AN et al., 2012; LEPIC et al., 2014; VELISEK et al., 2011), 2-fenoxietanol em carpa-
comum e truta-arco-iris (VELISEK; SVOBODOVA; PIACKOVA, 2007.

Os eritrocitos circulantes nos peixes normalmente apresentam nucleo. Devido a isto,
estas celulas ndo séo destruidas no procedimento usual utilizado para a contagem de células
sanguineas de mamiferos, ndo podendo ser distinguidos dos leucdcitos (RANZANI-PAIVA
etal.,, 2013; TAVARES-DIAS et al.,, 2002; THRALL, 2007). Na busca de um método

facilmente aplicavel para avaliar quantitativamente as células do sangue de galinhas, Natt e



51

Herrick (1952) desenvolveram um diluente que possibilitou a diferenciagdo dos trés tipos de
células sanguineas quando visualizadas ao mesmo tempo no hemocitdmetro. A composi¢do
quimica do diluente pode ser verificada na figura 11. A solucdo de Natt e Herrick possui a
propriedade de corar os eritrécitos ovais pela cor violeta, com o citoplasma roxo menos
acentuado. Uma vez que a forma do eritrocito é caracteristica, nenhuma dificuldade é
encontrada para diferencié-lo do leucdcito e da plaqueta. As determinagdes hematoldgicas em
peixes vém sendo desenvolvidas a partir do verificado anteriormente para as galinhas, com
algumas adaptaces como a diluicdo em 1/200, ja que na diluicdo de 1/100 pode ocorrer
aglomeracdo de células no campo de contagem (THRALL, 2007). O peixe tele6steo Maurolicus
miilleri é excecdo entre os animais ndo-mamiferos, apresentando eritrécitos circulantes
desprovidos de nacleo (WINGSTRAND, 1956).

Figura 12 — Composicdo quimica do diluente desenvolvido por Natt e Herrick (1952) para a
determinacdo do numero de eritrocitos, leucdcitos e plaquetas de galinha no
hemocitometro

The diluent consists of the following:

NaCl..................... 3.88¢g.
NazSO4...... . ....... oo 2.50 g,
NaHPO4 12H0. ... ... .. 291 g.
KH:POs.oovo ool 0.25 g.
Formalin (379%)........ ... 7.50 cc.
Methyl Violet 2B.......... 0.10g.

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivos gerais

Verificar a eficacia do citral adicionado a &gua como sedativo e anestésico em jundia e
carpa-capim.
Verificar a seguranca do OE de A. citriodora e do citral como indutores de anestesia em

jundié.
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Verificar o efeito protetor do OE de A. citriodora adicionado a dieta de jundia contra a
inoculacdo experimental de A. hydrophila.

1.3.2 Objetivos especificos

Verificar os tempos necessarios para inducdo de sedacdo e anestesia €, 0s tempos de
recuperacdo de anestesia, induzidos por diferentes concentracfes de citral adicionado a dgua
em jundia e carpa capim.

Verificar pardmetros hematoldgicos, bioquimicos e de mortalidade para procedimentos
anestésicos longos, com manutencdo de anestesia, induzidos pelo OE de A. citriodora e pelo
citral em jundia.

Verificar o efeito do OE de A. citriodora adicionado a dieta de jundia através de
determinacfes hematoldgicas e bioquimicas.

Verificar o efeito protetor do OE de A. citriodora adicionado a dieta de jundia contra a
inoculacdo experimental de A. hydrophila, através de determinacdes hematoldgicas,

bioquimicas e de mortalidade.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 MANUSCRITO 1 E MANUSCRITO 2
2.1.1 Manuscrito 1
O manuscrito 1 intitulado “Aloysia triphylla essential oil as additive in silver catfish
diet: blood response and resistance against Aeromonas hydrophila infection” encontra-se

publicado como “Short communication” no periddico “Fish & Shellfish Immunology” (Qualis
B1 no quadriénio 20132016 na Ciéncias Bioldgicas I1).
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The essential oil of Aloysia triphylla (EOAT) is a promising product with potential use in aquaculture
systems. This study evaluated hematological/biochemical responses and survival of silver catfish
(Rhamdia quelen) fed a diet containing EOAT and infected by Aeromonas hydrophila. After 21 days of
feeding trial, fish were infected with A. hydrophila following a 10-day period of observation. Blood
collection was performed before and after the bacterial challenge. Dietary EOAT by itself seems to affect

some blood parameters, decreasing total leukocyte, lymphocyte, and neutrophil counts and increasing

total protein values. However, 2.0 mL EOAT/kg diet showed a possible potential protective effect after

K ds: . . Lo -

P;{:‘rzf)oc;;miml A. hydrophila infection, maintaining the evaluated parameters similar to basal values (from healthy fish
Diet before the feeding trial) and promoting survival of silver catfish.

Hematology © 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Survival
Bacteria

In animal production, the potential development of antibiotic-
resistant bacteria has resulted in the development of non-
antibiotic (more environmentally friendly and less risky to human
health) feed additives that may also improve animal health and
performance [1—3]. In aquaculture industry and research, there has
been an increased interest in the use of plant-derived products,
such as plant essential oils (EQ), as feed additives for fish [4—7]. Due
to the component diversity of EOs, these plant products present
diverse and relevant biological activities (e.g. antimicrobial, anti-
parasitic, antioxidant, immunomodulatory and anesthetic/seda-
tive) [2,7—9]. EOs affect the host in a number of ways, mainly
modulating blood/immune and other physiological responses [7],
showing potential to be applied as new generation compounds for
animal health and nutrition [2,3,9].

Due to the chemical diversity and possible interactions among
the molecules, EOs not only may affect the host but they can act
directly on the bacterial cell. Most of the described antibacterial
effects of the EOs and their constituents involve interactions with
biological membranes, such as changes in the morphology and lipid
profile of bacterial cell membrane, increasing membrane perme-
ability and leading to disruption with cytoplasmic leakage [10]. In

* Corresponding author.
E-mail address: carlazeppenfeld@hotmail.com (C.C. Zeppenfeld).

http://dx.doi.org/10.1016/].f51.2017.01.032
1050-4648/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

addition, they may also act, at subinhibitory concentrations, sup-
pressing mechanisms of resistance or virulence factors developed
by pathogens [10,11].

Aloysia triphylla (L'Herit.) Britton is a shrub in the Verbenaceae
family with aromatic leaves and flowers that are used for medicinal
purposes [12] and food seasoning. Antibacterial, anesthetic/seda-
tive, antistress, antioxidant and growth promoter activities have
been reported for Aloysia triphylla EO (EOAT) for different aquatic
animal species [12—16]. This study assessed the survival and he-
matological/biochemical responses of silver catfish (Rhamdia
quelen) fed a diet containing EOAT following Aeromonas hydrophila
challenge.

Extraction of EOAT as well as constituent identification were
performed as stated by Zeppenfeld et al. [15]. The major compo-
nents of EOAT were determined to be (%): b-citral (20.78) and a-
citral (29.41). Silver catfish (148.2 + 169 g, 25.5 + 0.4 cm) were
obtained from a local fish farm (Santa Maria, RS, Brazil) and
maintained at the Fish Physiology Laboratory (Federal University of
Santa Maria). Fish were acclimated to experimental conditions for
10 days prior to the feeding trial and were then randomly distrib-
uted as groups of five fish (three treatments and three replicates)
into nine thanks (50 L each) with individual aeration, operated as a
closed recirculating system with biological/mechanical filtration.
Three diets with different levels of EOAT (0.0 - control, 0.25, or
2.0 mL EOAT per kg of diet) were formulated based on the study of



214

Zeppenfeld et al. [15]. Hereby, EOAT was added to the mixture of
ingredients with canola oil. The fish received the experimental di-
ets until apparent satiation once a day (9 a.m.) for 21 days. Water
temperature remained at 24 °C throughout the trial by conditioning
ambient air. During the experimental period, pH was around 7.0
and dissolved oxygen was not below 6.5 mg/L. Hardness
(26 + 1.8 mg CaCOs/L), alkalinity (41.9 + 0.9 mg CaCOs/L), nitrite
(0.05 + 0.01 mg/L), total ammonia (0.91 + 0.62 mg/L), and non-
ionized ammonia (0.0049 + 0.04 mg/L) remained within the rec-
ommended levels for silver catfish farming. Tanks were cleaned
30 min after feeding via siphoning to remove waste (remains of
food and feces).

After a 21-day feeding trial, the fish were anesthetized with
50 mg/L eugenol [17] for blood collection from caudal vasculature
using heparinized syringes (six fish per treatment). Then, 200 pL of
A. hydrophila solution (ATCC 7966; 2.1 x 10° CFU; 1.7 OD600 nm)
were inoculated intramuscularly in the latero-dorsal right side [11].
The fish were maintained under the same experimental conditions
as reported above (feed management and water quality). Mortality
caused by A. hydrophila was observed and recorded daily in each
group for 10 additional days. Bacterial re-isolation was made from
lesions and kidneys of fish. Morphological and biochemical char-
acteristics were analyzed according to Quinn [18] for bacterial
identification and characterization. At the end of the trial (31 days),
the remained fish were anesthetized with eugenol and blood was
collected as reported above (six fish per treatment).

The hematocrit was assessed by the microhematocrit method.
Erythrocyte count was performed in a Neubauer chamber after
dilution 1:200 in Natt and Herrick solution. Hemoglobin was
determined by the method of cyanomethemoglobin after centri-
fuging the mixture to remove free cores of erythrocytes. Blood
smears were stained with May Grunwald/Giemsa/Wright to
determine erythroblast percentage, white blood cell count, and
leukocyte differential using an indirect method by counting the
total leukocytes number in 2000 erythrocytes in the smears [19,20].
Plasma was separated by centrifugation (3800 x g for 10 min at
5 °C) and biochemical parameters (alanine aminotransferase — ALT
and aspartate aminotransferase - AST) were evaluated using com-
mercial kits (BioClin®, Belo Horizonte, MG, Brazil). Blood analyses
were also performed in healthy fish (n = 10) before the feeding trial
(basal group). The experimental protocol was approved by the
Ethical and Animal Welfare Committee of the UFSM under regis-
tration n° 74/2014.

Homogeneity of variances between groups was tested using the
Levene test. Comparisons between different groups were made
using one-way ANOVA and Duncan's test (Statistica 7.0, StatSoft

Table 1
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Inc., Tulsa, OK, USA). Data were log-transformed when necessary.
Fish survival was compared using Kaplan-Meier survival analysis
with the Logrank test (Sigma Plot 10.0, Systat Software, San Jose,
CA, USA). The minimum significance level was set at P < 0.05.

After 21 days of the feeding trial, fish fed an EOAT-supplemented
diet showed lower total leukocyte counts and higher total protein
values compared to control and basal groups. Lymphocyte and
neutrophil counts were significantly lower in fish fed a diet con-
taining EOAT compared to fish of the basal group. No significant
difference was found between basal and control groups for all pa-
rameters before bacterial challenge (Table 1). After A. hydrophila
challenge, hematocrit, hemoglobin, erythrocyte, and lymphocyte
counts as well as total protein values were lower in the control than
in the basal group. Total leukocyte, neutrophil, monocyte, and
erythroblast counts as well as AST values were higher in the control
than in the basal group. A similar pattern was verified in fish fed a
diet containing the lowest EOAT concentration. However, when fish
were fed a diet containing 2.0 mL EO/kg, the values for all param-
eters (except monocytes count) were similar to those in the basal
group, showing a possible potential protective effect of EOAT in
A. hydrophila infected fish (Table 1). Fish survival in the group fed
2.0 mL EO/kg diet was higher than 90% and significantly different
from survival in the group infected and fed a control diet (50%
survival) (Fig. 1).

Pathogenesis of A. hydrophila is multifactorial and depends upon
the secretion of numerous extracellular factors. These bacteria can
produce more than one hemolytic toxin with virulence properties
[21,22]. Thus, these toxins affect erythrocyte parameters in fish and
may cause hemolytic anemia [23]. The decreased values of hema-
tological parameters (erythrocytes, hematocrit, hemoglobin, and
total protein) and increased percentage of erythroblasts in the
control group and the group that received the lowest EOAT con-
centration in the diet may be due to a hemolytic process caused by
Aeromonas infection. In addition, leukocytosis by neutrophilia and
absolute monocyte in fish are related to inflammatory processes,
often derived from bacterial infection [20,24], which was evident
mainly in inoculated fish from the control group and fish fed EOAT
at the lowest concentration. However, after bacterial challenge,
silver catfish fed diet containing EOAT at 2.0 mL/kg diet showed
blood/biochemical responses similar to those in the basal group.

It is recognized that the production of bacterial toxins can be
modulated by natural antimicrobials, especially EOs, even at sub-
inhibitory concentrations. Essential oils from plants can inhibit
biofilm formation or the production of exotoxins such as haemo-
lysins, which cause erythrocytes hemolysis [10,11], thus reducing
the bacteria pathogenicity and facilitating the self-healing of fish. In

Hematological and biochemical responses of silver catfish fed diets containing different concentrations (mL OE/kg diet) of Aloysia triphylla essential oil.

Variable Basal Before bacterial challenge After bacterial challenge

0.0 - control 0.25 2.0 0.0 - control 0.25 20
Hematocrit (%) 326+ 16 300 2.1 306+ 1.8 286 + 2.0 140 + 2.0 15.6 = 5.0%* 293 = 3.1°
Hemoglobin (g/dL) 84+04 75+ 06 79+ 04 76+ 06 29+07* 3.1+ 1.3 6.8 £0.7°
Erythrocytes (10%/uL) 20+01 1.7+ 01 1.7+ 01 1.8+ 01 0.8 +0.1* 0.8 +0.2** 1.9 +02°
Total leukocytes (10°/uL) 238+ 16 20.6 +1.2% 14.8 + 1.6> 13.4 + 1.1 709 + 27.5% 474 + 20.2% 374+75
Lymphocytes (10%/uL) 122+16 113 +1.1 75+17" 74+17" 6.5+ 32% 48 +22% 13.7 £ 02°
Neutrophils (103/pL) 107 £19 8109 64 + 09" 57+09" 592 + 238" 399 £ 214 206 24
Monocytes (10°/uL) 0.8+ 0.1 1.1 +04 08 +0.1 07+02 5.1+ 1.1% 2.6 + 05> 3.1+ 01
Total protein (g/dL) 49+0.1 48 +02° 5.1+ 03% 5.7 +03" 22+06° 2.5+0.8" 47+03
Erythroblast (%) 0.2+ 0.04 03 +0.1 0.2 + 0.06 0.2 +0.09 3.8+ 18 46 +1.9* 0.1 +004°
ALT (UIL) 112 £29 6.0+32 98 £33 9.1+£38 19.0 £ 40 19.7 £ 96 86 +38
AST (UI/L) 877 +134 66.0 £ 200 89.0 £ 215 53.0+11.0 203.0 + 74.9* 181.0 + 74.3% 80.0 + 28.9°

Data are reported as means + SEM (standard error) of six fish per treatment. Basal group: values from healthy fish before feeding trial (n = 10). Values within the same row
with different superscripts indicate a significant difference among treatments for each sampling period (before or after bacterial challenge). (*) indicates a significant difference
relative to the basal group (ANOVA and Duncan's test, P < 0.05). (ALT — alanine aminotransferase, AST — aspartate aminotransferase).
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Fig. 1. Survival of silver catfish fed a diet containing different concentrations of Aloysia
triphylla essential oil (EO) for 21 days following infection with A. hydrophila (time of
infection evaluated: 10 days). (*) indicates a significant difference relative to the
control as determined by Kaplan-Meier survival analysis with Logrank test (P < 0.05).

addition, plant products such as EOs contain many active com-
pounds known to have immunomodulatory properties in fish.
Sometimes they are described as a stimulant based on their effect
on some immunological parameters, and at other times, they are
described as inhibitors of certain immunological events [7].

The immunological mechanisms of EO are related to their
inhibitory and/or stimulatory activity involving cytokines and
regulatory transcription factors, and on the expression of pro-
inflammatory genes [25]. According to Caldefie-Chezet et al. [26]
Melaleuca alternifolia EO reduced the proliferation of inflamma-
tory cells (human leukocytes) without affecting their capacity to
secret anti-inflammatory cytokines. Therefore, EOAT may act as
potential immunosuppressive agent (based on the lymphocytes
and neutrophils count before challenge), and/or present anti-
inflammatory activity after challenge. In addition, there are sub-
stantial studies showing that EOs effects are related not only to
cellular innate mechanisms but their action on humoral responses
such as proteins of complement system, lysozyme, immunoglob-
ulins and other plasmatic proteins [7,27,28]; which may also
explain the increased protein level at 2.0 g/kg group.

In fish culture, EOs have been applied to aquatic organisms via
baths or incorporation in the feed [11,15]. However, administering a
health promoter through feed would be a practical advantage in the
aquaculture management over administering through other routes
[29]. Zeppenfeld et al. [15,16] observed antioxidant activity,
morphological changes in the gut and enhanced growth of silver
catfish fed an EOAT-supplemented diet. Added to the water EOAT
showed effective sedative/anesthetic effects for albino and gray
silver catfish and white shrimp (Litopenaeus vannamei); it pre-
sented antioxidant activity and effectively reduced stress during
transport of these two aquatic species [13,14]. The EOAT showed
promising results, with stimulation of the antioxidant capacity and
prevention of lipoperoxidation as well as suppression of cortisol
release in silver catfish after anesthesia [30]. As antimicrobial agent,
EOAT showed activity against foodborne pathogens and Aeromonas
sp. [12,31,32]. Furthermore, the use of EOAT as a sedative in the
transport of silver catfish extended freshness and increased shelf
life of the refrigerated whole fish; it also delayed lipid oxidation of
the fillets during frozen storage [33,34].

As shown in this preliminary study, dietary supplementation

with 2.0 mL EOAT/kg diet seems to help silver catfish maintaining
the evaluated hematological/biochemical responses similar to basal
values, promoting fish survival. Considering these results and the
diversity of uses/activities reported in fish (antibacterial, antioxi-
dant, anti-stress and growth promoter), EOAT seems to be a plant-
based product with great potential to be studied and used in
aquaculture. Further studies are needed to better understand the
possible protective mechanism of EOAT in the pathogenesis of
A. hydrophila.
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ABSTRACT

Objective

To verify the efficacy of citral in inducing sedation and anesthesia in silver catfish (Rhamdia
quelen) and grass carp (Ctenopharyngodon idella) and, the safety of essential oil (EO) of
Aloysia citriodora and citral in inducing anesthesia in silver catfish.

Study design

Randomized Experimental study.

Animals

Ninety-two juveniles silver catfish, 72 adults silver catfish and 72 juveniles grass carp were
randomly selected.

Methods

Silver catfish and grass carps were exposed to different concentrations of citral, 15-675 puL L
L and 15-600 pL L%, respectively, during the maximum period of 30 min. After, fishes were
removed for recovery, to verify the induction and recovery times. In addition, silver catfish
were exposed to EO of A. citriodora and citral, at 225 puL L™ for 3.5 min for anesthetic
induction. After, silver catfish were transferred to an anesthesia maintenance solution at 50 pL
L1 for 10 min, to assess hematological and biochemical parameters 60 min, two and six days
after treatment.

Results

Citral induced sedation only from 15, 25 and 40 pL L in both species. Anesthesia without
mortality was induced in silver catfish at concentrations of 50 to 600 pL Lt and, in grass carp
at 75 to 450 pL L. At concentrations of 675 and 600 pL L™ mortality were recorded in silver
catfish and grass carp, respectively. In addition, the EO of A. citriodora and citral were safe in
inducing long anesthesia in silver catfish, with mean corpuscular hemoglobin concentration
(CHCM) being the only parameter that varies in relation to time and treatments.

Conclusions and clinical relevance

Citral was effective in inducing sedation and anesthesia in both species. In addition, A.
citriodora EO and citral were safe in inducing long anesthesia in silver catfish. Both agents are

promising substances for the development of new drugs for fishes.

Keywords: Aloysia triphylla; fish; hematology; biochemical profile; silver catfish; grass carp.
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INTRODUCTION

The benefits of sedative and anesthetics procedures in aquaculture have been proven
(ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING, 2012). The interest in sedative and anesthetic
procedures for fish is increasing in the contemporary scientific literature. Initially, the focus
was on the study of several synthetic drugs such as tricaine methanesulfonate (MS-222),
benzocaine, quinaldine, 2-phenoxyethanol and etomidate (SCHOETTGER; JULIN, 1967;
GILDERHUS; MARKING, 1987; KAZUN; SIWICKI, 2012). Presently, the study of
substances of natural origin, such as the essential oils (EOs) of plants and substances isolated
from such EOs has been a promising alternative to more traditional products (CUNHA et al.,
2010; HELDWEIN et al., 2014; BENOVIT et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2017; HOSEINI;
MIRGHAED; YOUSEFI, 2019).

The Aloysia citriodora Paldu plant, with synonyms Aloysia triphylla (L'Hér.) Britton,
Lippia citriodora Kunth, Lippia triphylla (L'Hér.) Kuntze, Verbena triphylla L'Hérit., and
Verbena citriodora Cav., popularly known in Brazil as cidrd, in South American Spanish-
speaking countries as cedrén, and in English as lemon verbena, among other denominations, is
a shrub of the Verbenaceae family which has leaves and flowers rich in EO. The plant has been
cultivated and used worldwide as a spice and in folk medicine as a sedative, among other uses
(BAHRAMSOLTANI et al., 2018).

The EO of A. citriodora has proven sedative and anesthetic efficacy in fishes. Several
studies place the product as promising in the development of new drugs for the mentioned uses,
in fish (GRESSLER et al., 2014; PARODI et al., 2014, 2020; ZEPPENFELD et al., 2014;
SANTOS et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2017). The major component verified for the A.
citriodora EO in these studies has been one terpenoid, the citral (a mixture of a-citral or geranial
and B-citral or neral), although the component has not been definitively linked to the related
effects.

The silver catfish (Rhamdia quelen) is widely used in studies on sedation and anesthesia
with emphasis in EOs or isolated components of EOs (CUNHA et al., 2010; GRESSLER et al.,
2014; HELDWEIN et al., 2014; PARODI et al., 2014; ZEPPENFELD et al., 2014; BENOVIT
et al., 2015; SANTOS et al., 2017). It is native of South America, suitable for fish farming for
human consumption (GOMES et al., 2000). The grass carp (Ctenopharyngodon idella) is the
most raised species of fish for consumption worldwide (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2018), there is a lack of data on sedation and
anesthesia procedures for this species, with only one study reporting the effectiveness of
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etomidate (KAZUN; SIWICKI, 2012) and another one regarding the effect of the EO of
Ocimum micranthum (ZEPPENFELD et al., 2019).

The anesthetic effect is a result between the concentration and the exposure time.
Sedation is a preliminary state of anesthesia on a continuum (ROSS; ROSS, 2008). According
to Marking and Meyer (1985), it is desirable that a fish anesthetic is able to induce anesthesia
quickly, with effective immobilization and equally fast anesthetic recovery. Ross and Ross
(2008) complement this idea when they state that anesthetic induction must be free of
hyperactivity on the part of the animal, when in contact with the anesthetic agent.

To be authorized for use, the substance must have proven safety and efficacy
(EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL, 2018; UNITED STATES, 1938).
United States and Europe are subject to a shortage of drugs for use in fish, which harms the
health and welfare of animals. The proposal of new active substances, for the authorization of
new sedative and anesthetic drugs aimed at reducing the verified shortage is a current and urgent
theme for the development of fish farming worldwide (AMERICAN FISHERIES SOCIETY,
2019; CENTER FOR VETERINARY MEDICINE, 2007; FISHMEDPLUS COALITION,
2017).

This study aims to verify the effectiveness of citral as a sedative and anesthetic agent in
silver catfish and grass carp, in addition to verifying the safety of A. citriodora EO and citral in
maintaining anesthesia in silver catfish. The hypotheses assumed are that citral will be effective
in inducing sedation and anesthesia in silver catfish and grass carp, and that the EO and the

isolate will be safe for maintaining anesthesia in silver catfish.

MATERIALS AND METHODS

Plant material, EO of A. citriodora and citral

Aloysia citriodora Palau was cultivated in the campus of the Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM) located in the city of Frederico Westphalen (RS, Brazil). Agronomist
Renato Aquino Zachia identified the species. A voucher was deposited in the herbarium of the
Department of Biology of UFSM (SMDB 16.111). The EO was extracted from leaves of the
plant by hydrodistillation with a Clevenger apparatus (3 h) according to European
Pharmacopoeia (2007). The A. citriodora EO was stored in amber flasks at —20°C. The EO

density determined, by weighing, was 0.9.
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The gas chromatography mass spectrometry (GC-MS) performed for the identification
of components of the A. citriodora EO was executed in an Agilent 6890A gas chromatograph
coupled with a 5973 mass selective detector using an HP-CHIRAL capillary column (30 m x
0.25 mm i.d. x 0.25 pum film thickness) and the electron ionization mode at 70 eV. Helium was
used as the carrier gas in a flow rate of 1.0 mL min“1, with the injector temperature set at 250°C
and detector temperature at 280°C. The oven temperature was kept at 40°C for 4 min, then
raised to 240°C at a rate of 4°C min™t. Sample solutions of 1 pL (2:1000 in hexane, v/v) were
injected in the splitless mode. Kovats retention indices were calculated using a homologous
series of C8-C40 n-alkanes injected under the same conditions as the samples. The constituents
were identified by mass spectra and Kovats retention index comparison with data from the Mass
Spectral Library of the National Institute of Standards and Technology (NIST/EPA/NIH, 2008)
and from the literature (ADAMS, 2009). The relative percentage of compounds was estimated
by under peak area integration obtained from the chromatogram.

Citral was purchased from Sigma-Aldrich (Brazil) (natural, > 96%, Aldrich).

Animals

Juveniles and adults silver catfish and juveniles grass carp (males and females) that were
apparently healthy (i.e., no external signs of lesions) were bought from a local fish farm and
transported to the Fish Physiology Laboratory (LAFIPE) at UFSM for an acclimation of five
days. Fishes were stored in water tanks with a capacity of 250 L, under continuous aeration and,
biological and mechanical filtration. The photoperiod was 12/12 h. The fishes were fed to
satiety once a day. The experiments were performed with the animals fasted for 24 h.

The water quality parameters were checked daily: dissolved oxygen at 8.67 + 0.55 mg
L, pH of 7.4 + 0.2, and temperature of 22.5 + 2.0°C. In order to maintain total ammonia and/or
nitrite levels respectively around 0.9 + 0.7 mg L™ and 0.06 + 0.02 mg L, respectively, partial
water exchanges were sometimes required. A YSI oxygen meter (Model Y5512; YSI Inc., OH,
USA), DMPH-2 pH meter (Digimed Analytical Instrumentation, MS, Brazil), mercury
thermometers, and commercial kits for total ammonia and nitrite (NO2") (LabcomTest®,
Camborit, SC, Brazil) were used to measure the water parameters.

The Animal Use Ethics Committee of UFSM (process no. 074/2014) approved this
study. The procedures were performed in accordance with the principles of reduction,

refinement and replacement of animal experimentation.
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Efficacy verification procedure

Sedation and anesthesia were assessed employing a protocol adapted from Small (2003).
The stages | and Il correspond to a progressive state of sedation of the animals. The stage |
consists in decrease in swimming activity and/or environmental responsiveness. In stage 11, fish
stays at the bottom of the aquarium or presents partial loss of balance and/or erratic swimming.
The stage 111 is the anesthesia stage, with no movement and no response to external stimuli.
The stage IV is reached with respiratory failure and fish death. Sensitivity to external stimuli
was verified from light pressure on the caudal peduncle of fishes.

Eighty-eight silver catfish juveniles (8.0 + 1.7 cm, 4.5 £ 1.3 g, n = 8 per treatment) and
72 grass carp (8.4 £ 1.8 cm, 10 = 2.5 g, n = 8 per treatment), randomly chosen, were exposed
to different concentrations of citral. For silver catfish 15, 25, 40, 50, 75, 150, 225, 300, 450,
600 and 675 uL L and, 15, 25, 40, 75, 150, 225, 300, 450 and 600 uL L for grass-carp. Citral
was previously dissolved (95% ethanol, 1:10). For control, two ethanol groups (n = 8 per
treatment) were transferred to aquaria that contained only ethanol at a concentration that was
equivalent to the dilution used for 675 and 600 pL L of citral for silver catfish and grass carp,
respectively.

Sedation and anesthesia induction times, in addition to the anesthesia recovery times
were used in the elaboration of concentration-response curves. The fishes were exposed one by
one to different concentrations of citral in 1 L aquaria under continuous aeration. The induction
time to different stages of anesthesia was evaluated for up to 30 min. Each fish was used only
once. After recovery, the fishes were submitted to biometry. Finally, the fishes were placed in
other aquaria (fish of same species submitted as the same treatments in a same 30 L aquaria),
in conditions similar to the original ones. Animal survival was assessed for 48 h after the
procedure.

In this study, the gold pattern in anesthetic efficacy, for fast induction and recovery
times, will be times below 3 min (180 s) and 5 min (300 s), respectively (MARKING; MEYER,
1985). The concentration considered ideal of citral added to the water, for fast induction and
recovery times in jundia and grass carp, was the minimum effective concentration capable of

inducing the highest level of observed effect, this combined with the shortest recovery time.
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Safety verification procedure

The verification of the anesthetic safety of the EO of A. citriodora and of the citral in
silver catfish was performed in a longer procedure, in relation to the possibilities of the pattern
of rapid induction and recovery times verified for the citral. The concentration chosen for the
induction of anesthesia by citral was that immediately below, in relation to the concentration
established as ideal for rapid induction and recovery times, in the efficacy study. In addition,
an anesthetic maintenance solution was developed from the lowest concentration of citral
capable of inducing anesthesia, within the maximum proposed period of 30 min. The anesthetic
induction period was adapted to the new concentration used and, the animals' persistence time
in the maintenance solution was set at 10 min, the handling period most demanded by fish
workers, according to Marking and Mayer (1985). The concentration and procedures verified
for the citral were repeated for the EO of A. citriodora.

Seventy-two silver catfish adults (31.02 £ 3.11 cm, 138.71 + 34.45 g), randomly chosen,
were divided equally into four groups (18 animals each). Fish were exposed to different
treatments: water control group (WCG), ethanol control group (ECG), citral group (CG), and
Aloysia group (AG). The fish were individually placed in 10 L aquaria and exposed to anesthetic
solutions (CG or AG at 225 puL L), or other treatments (WCG or ECG) for 3.5 min (210 s) to
induce anesthesia according to Small (2003). The ethanol group was made from the amount of
ethanol equivalent to the dilution used for 225 pL L™ of anesthetic agents. Afterward, the fish
were transferred to another aquarium, where they remained for 10 min (600 s) in anesthetic
maintenance solutions of A. citriodora EO or citral of the 50 uL L, or other treatments.

Sensitivity to external stimuli was verified when the fish were passed from induction
solutions to anesthetic maintenance solutions. After the maintenance period, the animals were
submitted to biometrics. After biometrics, the fish were placed in aquaria with water only, for
recovery. After recovery, all fish returned to their original tanks.

The recovery times were not counted in detail because it was not the objective of this
experiment, but the maximum period of 10 min for complete recovery of each fish was
established as a limitation for the procedure. In a pilot with four juvenile silver catfish, it was

verified that the anesthetic recovery times of the long procedure were around 5 min.
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Blood collection

Blood samples were collected on days 0 (60 min after anesthetic recovery) (T1), 2 (two
days after recovery) (T2), and 6 (six days after recovery) (T3). For this purpose, six fish from
each group (per day of collection) were punctured in the caudal vessel with heparinized needles
and syringes for hematological and biochemical determinations. A small aliquot of blood was
collected without adding anticoagulant to the syringes so to determine some parameters in the
serum. After blood collection, the animals were placed in other tanks (250 L) in conditions
similar to the original ones, for the observation of their survival and clinical situation until the

end of the experiment (day 8).

Hematological parameters

Hematological parameters were determined according to Ranzani-Paiva et al. (2013).
The hematocrit (Ht) was assessed by micro-centrifugation at 13680 x g for 5 min. Erythrocyte
(RBC) count was performed in a Neubauer chamber after dilution 1:200 in Natt and Herrick
solution. Hemoglobin (Hb) was determined by the method of cyanomethemoglobin after
centrifuging the mixture (2318 x g for 10 min) to remove free cores of RBC (Blood smears
were stained with rapid hematology stain Diff-Quik) to determine white blood cell count, and
leukocyte differential using an indirect method by counting the total leukocytes number in 2000
RBC in the smears.

Total plasmatic protein (TPP) was determined by refractometry. The mean corpuscular
volume (MCV) and the mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) were calculated

through the formula.

Biochemical parameters

Serum and plasma were separated by centrifugation at 2318 x g for 10 min. Biochemical
parameters were determined through commercial kits and a BIO-200® semiautomatic
spectrophotometer (Bioplus, Barueri, SP, Brazil). The parameters were: alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP),
gamma-glutamyltransferase (GGT), urea (UR), creatinine (CRE), uric acid (UA), glucose
(GLU), cholesterol (CHO), triglycerides (TRI), lactate (LAC), total protein (TP), albumin
(ALB) (from Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brazil,), chloride (CI°), and sodium (Na*) (from
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In-Vitro Diagndstica®, Belo Horizonte, MG, Brazil). Globulins were determined by the
difference between PT and ALB, while TRI, TP, ALB, CI, and Na* were determined in serum.

Statistical analysis

All data are expressed as mean + standard error (SE). Data related to the verification of
the sedative and anesthetic efficacy of citral were submitted to the Levene test with conversions
of the data to logarithms when necessary, followed by the application of one-way ANOVA and
Tukey's test. Data related to the verification of the safety of anesthetic procedures of A.
citriodora EO and citral were submitted to the Levene test with conversions of the data to
logarithms when necessary, followed by the application of two-way ANOVA and Tukey's test.
All statistical analysis were performed using Statistica® 7.0. The minimum level of significance

was of p < 0.05.

RESULTS

Chemical characterization of A. citriodora EO

The main constituents of A. citriodora EO were citral (a-citral or geranial 17.71% and
B-citral or neral 14.85%), caryophyllene oxide-trans (9.91%), and limonene (L-limonene 8.31
and D-limonene 7.71%) (Table 1).

Efficacy of citral

Citral added to water induced sedation (stages | and Il), without inducing anesthesia
(stage 111) within the proposed period of 30 min, at concentrations of 15, 25 and 40 puL Ltin
silver catfish e grass carp. At concentrations of 15 and 25 pL L™ both species reached stage |
only, with significantly longer time (p < 0.05) in the carp, at the lowest concentration
mentioned. At a concentration of 40 puL L both species reached stage 11, with carp reaching
stage | significantly earlier. Anesthetic recovery times were not recorded for concentrations that
did not induce stage 111, within the maximum period proposed (Fig. 1).

The anesthetic effect of citral demonstrated a concentration-dependent pattern in silver

catfish and grass carp, with faster induction and slower recovery following the increase in the
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concentrations used. Anesthesia without mortality was induced in silver catfish at
concentrations of 50 to 600 uL L and in carp at 75 to 450 pL L (Fig. 2A and 2B).

The most suitable concentrations for rapid induction and recovery from anesthesia were
the concentrations of 300 pL L™ for silver catfish and grass carp. For the silver catfish it was
possible to induce stage 111 with recovery time, described as mean + standard error, below 3
min (180 s) (148.92 £ 10.88 s) and around 5 min (300 s) (286.76 £ 33.45 s), respectively. For
grass carp stage 111 was reached below 3 min (112.33+ 11.42 s), with recovery above 10 min
(600 s) (722.33 + 74.42 s5).

In relation to silver catfish, citral induced significantly faster stage | and stages I to 11
in grass carp, at concentrations of 150 uL L and 300 pL L7, respectively. In addition,
anesthetic recovery times were significantly longer in carp, at concentrations of 150 to 300 pL
L? (Fig. 3).

The fishes passing through sedative and anesthetic procedures showed little
hyperactivity due to exposure to citral solutions. Ethanol alone did not induce sedation or

anesthesia in silver catfish or grass carp.

Mortality of efficacy study

At concentrations of 675 and 600 pL L™, mortality rates of 25% (2 in 8) and 12.5% (1 in 8)
were recorded in silver catfish and grass carp, respectively. Regarding the fishes that died
during the procedures, after the induction of stage Il and immediate passage of the animals
from the anesthetic solution to untreated water for recovery, they evolved, without reversion,

to respiratory failure.

Safety of A. citriodora EO and citral

The MCHC of the WCG was significantly higher at days 2 (T2) and 6 (T3). This
parameter was also significantly higher in fish exposed to CG and AG at day 0 (T1) than that
of fish from the WCG group, but equal to the ECG group (Table 2).

There was no significant difference among groups at different times in TPP (Table 2),
leukogram (Table 3), and biochemical parameters (Tables 4, 5 and 6).
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Mortality of safety study

There was no mortality in any group during the observation period, eight days after the

anesthetic procedure.

Discussion

The composition of plant EO and the effects of A. citriodora EO and citral

The EOs of plants effective in inducing sedation and anesthesia in fish are mixtures of
several substances. The effects induced in animal organisms are often linked to the most
abundant components present, in addition to being the product of interaction between
components (HELDWEIN et al., 2014; BENOVIT et al.,, 2015; PARODI et al., 2020).
According to HELDWEIN et al., 2014, the S-(+)-Linalool isolated from the EO of Lippia alba,
the most abundant component with 59.66% of the total, although it was able to induce
anesthesia in silver catfish, was unable to induce the same level of effect verified for the EO in
crude state. As for Benovit et al. (2015), although several of the most abundant components in
the EO of Aloysia gratissima have demonstrated sedative and anesthetic properties in silver
catfish, only (+)-Spathulenol was effective in inducing sedation and anesthesia without
undesirable side effects. It is worth considering that only 2.71% of the EO was composed by
(+)-Spathulenol.

Although citral has been found to be the most abundant component in various samples
of the EO of A. citriodora, the EO of Cymbopogon flexuosus and the EO of L. alba (citral
chemotype), which were effective in inducing sedation and/or anesthesia in fish, the link
between the monoterpene and the verified effects did not exist. Thus, the sedative and anesthetic
efficacy of citral was demonstrated for the first time in fishes. In addition, citral was able to
induce sedation and anesthesia without demonstrating undesirable side effects in fish, as
demonstrated by Gressler et al. (2014), Parodi et al. (2014), Zeppenfeld et al. (2014), Santos et
al. (2017), Teixeira et al. (2017) and Souza et al. (2018) for the three EOs described previously.

Efficacy of citral and rapid induction and recovery times from anesthesia

The sedation and anesthesia induced by citral presented a concentration-dependent

pattern in silver catfish and grass carp, as observed for the EO of A. citriodora and C. flexuosus
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in silver catfish (PARODI et al., 2014; SANTOS et al., 2017) and Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) (TEIXEIRA et al., 2017). This demonstrates the similarity of the effects induced by
the EO in crude state compared to its major component used alone.

MS 222 is one of the most widespread substances authorized to be used as a sedative
and anesthetic in fish raised for consumption worldwide (SANTOS; CUNHA, 2021). MS 222
is also one of the most studied anesthetics for poikilotherm organisms, especially a wide variety
of fish species (PRIBORSKY; VELISEK, 2018). Studies based on this anesthetic were
responsible, in large part, for the definition of the pattern for rapid induction (in less than 3 min)
with rapid recovery (in less than 5 min), proposed by Marking and Meyer (1985). At the same
time, these proposed time limits guide several studies on the effectiveness of new sedative and
anesthetic substances for fish (ROSS; ROSS, 2008; TEIXEIRA et al., 2017; HOSEINI,;
MIRGHAED; YOUSEFI, 2019). Rapid anesthesia is ideal during the handling of fish for
spawning, fin clipping, marking, measuring, some surgical operations like vaccination and
immobilizing specimens for various physiological investigations (SCHOETTGER; JULIN,
1967; MARKING; MEYER, 1985; ROSS; ROSS, 2008).

In present study, four levels of effect on induction of stage I11 have been demonstrated,
with no mortality, in silver catfish and grass carp. The times recorded for 300 pL L™ did not
differ significantly from the more concentrated treatments proposed for both species,
demonstrating a plateau, where the induction time did not decrease significantly with the
increase in the concentrations of citral used. Although the maximum effect on stage Il
induction has been verified for the concentration of 300 puL L™ in grass carp, induction time in
about 3 min was possible from the concentration of 225 uL L. Two different levels of
anesthetic recovery times were verified for silver catfish, from 50 to 300 uL L™ and for the
concentrations of 450 and 600 puL L™ Three different levels of anesthetic recovery were
verified for grass carp, related to the concentrations of 75 to 225 pL L, 225 and 300 pL L7,
and 300 and 450 pL L™

Although the anesthetic recovery times verified for silver catfish and grass carp were
around and longer than those recommended by Marking and Meyer (1985), respectively, in
both species the anesthetic induction time was adequate to the recommended pattern. In
addition, mortality was only found at concentrations much higher than the concentrations
determined to be effective in silver catfish and grass carp.
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The safety of citral in inducing and maintaining anesthesia

The toxicity induced by anesthetic procedures in fish varies according to the
characteristics of the active substances used, the concentrations used and the time of exposure
to the substances. The toxicity to fish increases with the increase of the concentration used and
with the increase of duration of exposure (MARKING, 1967; MARKING; MEYER, 1985;
ROSS; ROSS, 2008).

The type of anesthesia varies according to the procedure to be performed and, the skills
or intention of the fish farm worker who performs the procedures with the animals. For carrying
out procedures such as tagging, marking, surgical operations, or even longer spawning
procedures, long periods of handling animals may be necessary. Many workers need to keep
anesthetized fish in the anesthetic solution to facilitate handling and periods of anesthetic
maintenance ranging from 5 to 10 min (300 to 600 s) are necessary for many procedures. In this
case, the pattern of rapid induction and recovery is not suited to the needs of the procedure to
be performed, as it is intended to perform equally rapid procedures (SCHOETTGER; JULIN,
1967; MARKING; MEYER, 1985; ROSS; ROSS, 2008).

The induction of long times of anesthesia without causing toxicity to the animals must
be made with lower concentrations of anesthetic than those of rapid procedures. It increases the
time required for induction of anesthesia, but prolongs the time of anesthesia without causing
toxicity. The use of even lower concentrations, close to the concentrations required for sedation
only, as maintenance solutions, are also mentioned as an alternative, after induction
(MARKING; MEYER, 1985; ROSS; ROSS, 2008). This was the logic used in the idealization
of the long procedure performed in the present study on toxicity.

Hematological and biochemical profiles are widely used to assess the safety of
anesthetics procedures in fish (VELISEK et al., 2006, 2007; KAZUN; SIWICKI, 2012;
KRIST’AN et al., 2012; WITESKA; DUDYK; JARKIEWICZ, 2015). In the present study, the
fish MCHC varied significantly in relation to time and the different treatments applied, with
higher values at days 2 (T2) and 6 (T3) within WCG and higher in CG and AG, in relation to
WCG, only at day 0 (T1).

Variations of MCHC were verified after the realization of anesthetic procedures induced
by different substances in different species of fish. In relation to the control animals,
significantly lower MCHC values were verified in European catfish (Silurus glanis) submitted
to anesthesia by clove oil, immediately and one day after the procedure (VELISEK et al., 2006).
Witeska, Dudyk and Jarkiewicz (2015) verified the same in common carps (Cyprinus carpio)
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anesthetized with 2-phenoxyethanol and etomidate seven days after the procedures. In contrast,
Velis€k et al. (2007) and Kfist’an et al. (2012) related increases in MCHC in pikeperch (Sander
lucioperca) 10 min and 24 h after anesthesia with 2-phenoxyethanol and etomidate, and in
European catfish 24 h after the procedures with 2-phenoxyethanol.

Unlike what occurs for mammals, adult fish RBC maintain the nucleus in the
bloodstream and mild to moderate anisocytosis and polychromasia are normal in several
species. Immature RBC are smaller, have larger nuclei and less abundant cytoplasm, when
compared to more differentiated cells. These cells have active metabolism, producing Hb in the
bloodstream (THRALL, 2007). Witeska, Dudyk and Jarkiewicz (2015) theorized that MCHC
can be reduced in cases of damage to RBC (anesthetic toxicity), whereas Trall (2007) postulated
that stress induces the release of catecholamines that cause hemoconcentration and the
consequent indirect decrease in calculated MCHC due to the increase in the Ht value. Further
studies that aim to understand the kinetics of Hb in the fish's body are necessary to explain the
antagonist patterns.

According to the verified data, the two hypotheses assumed were confirmed. Citral was
effective in inducing sedation and anesthesia in silver catfish and grass carp, with a
concentration-response relationship and, under the proposed conditions, A. citriodora EO and
citral were safe in inducing and maintaining anesthesia in silver catfish. Therefore, the A.
citriodora EO and citral are promising active substances for the development of new veterinary

drugs for use in fish.
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631 Tablel
632 Chemical composition of Aloysia citriodora Palau EO.

Peak RT Compound KIC KIL Ref. %
1 17.50 L-Limonene 1031 1028 Nist 8.31
2 17.59 D-Limonene 1032 1035 Nist 7.71
3 17.68 E-3-Octen-2-one 1034 1036 Nist 3.34
4 22.66  S-Linalool 1091 1100 Nist 0.47
5 22.72 R-Linalool 1098 1105 Nist 0.43
6 23.30 Limonene oxide, cis- 1140 1132 Nist 0.93
7 23.40  Limonene oxide, trans- 1143 1139 Nist 0.33
8 23.48 NI 1175 _ Nist/Adams 0.25
9 23.66 NI 1176 _ Nist/Adams 0.32
10 23.74 NI 1196 _ Nist/Adams 0.19
11 24.27 NI 1207 _ Nist/Adams 0.15
12 24.32 NI 1210 _ Nist/Adams 0.18
13 27.15 NI 1238 _ Nist/Adams 0.30
14 27.64  B-Citral (Neral) 1242 1244 Nist 14.85
15 27.75 Nerol 1246 1254 Nist 2.49
16 28.73  Geraniol 1250 1258 Nist 2.91
17 28.82  a-Citral (Geranial) 1251 1250 Nist 17.71
18 29.01 NI 1423 _ Nist/Adams 0.40
19 30.43  Nerol acetate 1339 1342 Nist 0.81
20 30.75 NI 1342 _ Nist/Adams 0.33
21 30.86 NI 1350 _ Nist/Adams 0.60
22 31.29  Geraniol acetate 1357 1352 Nist 3.67
23 32.24 NI 1379 _ Nist/Adams 1.82
24 32.77 NI 1388 _ Nist/Adams 1.20
25 33.54  o-Curcumene 1464 1473 Nist 5.10
26 33.68 NI 1469 _ Nist/Adams 1.84
27 34.53  Nerolic acid 1508 1499 Nist 2.00
28 34.65 Guaiene 1513 1504 Nist 0.47
29 36.81  (+)-Nerolidol 1544 1535 Nist 0.80
30 37.96  Caryophylene oxide-cis 1573 1576 Nist 2.71
31 38.07  Caryophylene oxide-trans 1577 1576 Nist 9.91
32 38.24 NI 1582 _ Nist/Adams 0.39
33 38.43  (-)-Spathulenol 1584 1578 Nist 4.53
34 40.09 tau.-Cadinol 1619 1625 Nist 2.56
Total identified 94.24

633 Where RT= retention time; KIC= Calculated Kovats Index; KIL= Literature Kovats Index
634 (NIST, 2008 (Mass spectral library); Adams, 2009); NI= non identified compound.



635

Table 2

636 Erythrogram and total plasma protein of silver catfish (Rhamdia quelen) on days 0 (T1), 2

637 (T2) and 6 (T3) after exposure to Aloysia citriodora Palau EO and citral.

638
639
640
641
642
643
644
645

HT RBC HB MCV MCHC TPP
Ti  29.60 + 1.54 + 509+  190.60 + 16.67 + 4.88 +

3.852 0.172 0.882 5.122 1.59° 0.322

WCG T, 26.75+% 1.42 + 590+  188.46+ 22.06 + 5.15 +
2.132 0.10? 0.572 9.33? 1.05° 0.20?

Ts 28.00+ 1.52 + 593+ 18557+ 21.19 + 4.66 +

0.732 0.072 0.202 6.00 0.39° 0.19

T1. 31.25% 1.68 + 6.13+  187.46+ 19.57 + 4.90 +

1.932 0.082 0.45 15.26° 0.262 0.332

ECG T, 2650+ 1.62 + 574+  163.35% 21.60 + 4.65 +
1.892 0.112 0.482 0.672 0.30% 0.222

Ts 2925+ 1.59 + 698+ 18311+ 23.90 + 5.20 +

2.322 0.112 0.56 3.482 0.69? 0.42?

Ti 2850+ 1.53 + 597+  188.77 % 20.95 + 5.06 +

0.882 0.10 0.352 11.432 0.99% ¢ 0.332

CG T, 3020+ 1.65 641+  182.02+ 21.05 + 4.92 +
2.832 0.112 0.74% 6.572 0.472 0.08?

Ts 2280+ 1.36 + 485+  169.08 + 21.64 + 4.08 +

2.00 0.14 0.34 7.072 1.35° 0.40°

Ti. 2580+ 1.40 + 534+  183.03% 20.80 + 4.68 +

1.59 0.032 0.332 9.822 1.00% ¢ 0.332

AG T, 26.66+ 1.36 + 577+  195.08 + 21.65 + 4.56 +
1.902 0.072 0.45% 6.072 0.782 0.20?

Ts 28.83+ 1.65 + 584+ 17451+ 20.28 + 483 +

1.442 0.062 0.262 4.86% 0.252 0.14

WCG = water control group; ECG = ethanol control group; CG = citral group and AG = Aloysia

group.

HT = hematocrit (%); RBC = red blood cells (x 10° uL L); HB = hemoglobin (g dL?); MCV

= mean corpuscular volume (fL); MCHC = mean corpuscular hemoglobin concentration (%);

TPP = total plasma protein (g dL™).

ab Different letters in the columns indicate statistical difference in same group at different times.

¢ Indicates statistical difference compared to WCG at the same time (n = 6, P <0.05, Two-way

ANOVA and Tukey).
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646 Table 3

647 Leukogram of silver catfish (Rhamdia quelen) on days 0 (T1), 2 (T2) and 6 (T3) after

648 exposure to Aloysia citriodora Paldu EO and citral.

Total leukocytes Neutrophils Monocytes Lymphocytes
T1 28020.00 £ 20537.80 £ 1048.80 = 6433.40 +
2760.322 1757.44% 266.75% 1188.30?
WCG T 21575.00 + 12016.75 + 531.00 + 9027.25 +
2624.042 1832.64% 102.132 1773.52%
T3 25400.00 £ 14686.83 + 1053.83 = 9659.33 +
2212.23% 2556.00? 189.422 776.68%
T1 27400.00 + 20647.50 £ 538.50 + 94.722 6214.00 +
1166.90% 1695.65% 681.46%
ECG T 23650.00 + 13581.75 720.75 9347.50 £
1898.46% 2495.452 193.132 1008.31%
T3 22325.00 + 11562.75 + 1102.00 + 9660.25 +
4326.15% 3468.77% 517.97% 2008.30?
T1 25050.00 £ 16082.50 + 742.83 £ 8191.33 +
4089.722 3833.652 288.39? 1978.20?
CG T2 30260.00 £ 20063.80 + 903.20 + 9293.00 +
3529.672 2849.59? 242.712 1176.862
T3 27100.00 £ 20790.40 + 794.40 £ 5515.20 +
4295.462 4539.772 318.04% 742172
T1 24920.00 + 19059.60 + 744.80 + 5115.60 +
4943.01% 4256.30? 149.262 1196.462
AG T 20966.66 + 13995.83 + 789.00 + 6181.83 +
1823.85% 1965.25% 129.902 545.942
T3 21533.33 £ 14340.50 + 990.16 + 6202.66 +
3130.352 3427.12% 198.222 597.072
649 WCG = water control group; ECG = ethanol control group; CG = citral group and AG =
650 Aloysia group.
651 2 There was no significant difference between groups in the same parameter (n = 6, P <0.05,
652 Two-way ANOVA and Tukey).
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Table 4

Biochemical parameters (enzymes and lipids) of silver catfish (Rhamdia quelen) exposed to
anesthesia with Aloysia citriodora Paldu EO and citral on days 0 (T1), 2 (T2) and 6 (T3) after

exposure.
ALT AST ALP GGT CHO TRI
Ta 9.00 + 66.40 + 4.00 + 2.40 = 159.21 + 260.61 +
4.012 20.19% 0.83% 0.672 16.742 59.03%
WCG T2 11.75% 95.25 * 3.00 + 2.75 + 139.21 + 393.38 +
1.432 9.478 1.00% 1.10% 11.372 39.98°
T3 6.83 + 63.83 + 3.00 + 3.50 + 156.06 + 417.26 +
1.372 12.26% 0.81° 0.71% 25.50° 84.712
T1 9.25+ 84 + 3.50 + 3.25+ 164.65 + 327.64
3.592 22.82% 1.192 1.10° 18.85° 97.34%
ECG T 6.00 + 51.75 % 3.00 + 3.75+ 122.67 + 485.32 +
1.95% 12.51% 0.91° 1.372 12.122 23.42%
T3 475 42.25 3.75 3.50 + 139.94 + 355.70 £
0.622 3.56% 1.542 1.65% 17.442 72.542
T1 8.16 + 725+ 3.66 + 333+ 142.97 + 345.63 +
1.16° 12.99° 0.612 0.712 8.24% 84.01°
CG T2 5.40 + 51.6 + 3.40 + 3.80 + 128.91 + 361.49 +
1.28% 9.74% 0.87¢ 1.112 20.09° 80.412
T3 9.20 £ 69.4 + 3.40 + 4.00 + 131.14 + 304.66
2.63% 17.22% 0.742 0.70? 16.24% 78.012
T1 8.66 + 73.33 % 333+ 3.16 + 128.91 + 361.49 +
1.742 19.36° 0.80% 0.652 20.09% 80.417
AG T2 450 51.33 * 333+ 3.16 + 128.18 + 509.73 +
0.672 4,922 0.662 0.742 10.61% 62.082
T3 6.50 £ 56.33 + 3.83 3.50 + 141.88 + 479.26 +
1.118 11.492 1.012 1.11° 22.91° 41.68

WCG = water control group; ECG = ethanol control group; CG = citral group and AG =

Aloysia group.

ALT = alanine aminotransferase; AST = aspartate aminotransferase; ALP = alkaline

phosphatase; GGT = gamma-glutamyltransferase (Ul).

CHO = cholesterol; TRI = triglycerides (mg dL1).

2 There was no significant difference between groups in the same parameter (n = 6, P <0.05,
Two-way ANOVA and Tukey).
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Table 5

Biochemical parameters (metabolites and glucose) of silver catfish (Rhamdia quelen) exposed

to anesthesia with Aloysia citriodora Palau EO and citral on days 0 (T1), 2 (T2) and 6 (T3)

after exposure.

URE CRE UA LAC GLU
Ta 8.00 = 0.26 + 1.06 £ 52.96 + 50.92 +
1.142 0.06% 0.13% 7.11% 8.33%
WCG T2 2.50 = 0.20 + 0.97 + 33.34 42.92 +
0.50? 0.042 0.242 8.05? 8.99°
T3 483 + 0.20 + 0.87 = 37.76 + 32.02 +
1.072 0.04% 0.04% 7.03% 8.00%
T1 6.25 022+ 0.88 + 48.22 + 43.89 +
3.03? 0.09° 0.072 7.17% 12.66°
ECG T2 6.25 0.22 + 1.07 49.69 49.63
1.31° 0.02% 0.29% 7.478 10.922
T3 5.50 + 0.22 0.92 + 50.50 = 73.16
1.32% 0.062 0.28? 13.91% 11.28?
Ta 4.00 + 0.25+ 1.00 £ 3541+ 47.96
1.65% 0.03? 0.172 8.81% 7.64%
CG T2 6.33 = 031+ 1.23 57.70 = 44.30 +
1.49° 0.05% 0.13% 8.28% 10.672
T3 4.80 + 0.20 + 0.85+ 31.77 3452 +
0.20° 0.042 0.062 5.31% 7.99%
Ta 6.33 + 031+ 123+ 57.70 + 44.30 =
1.49° 0.05% 0.13% 8.28% 10.672
AG T2 5.33 + 0.40 + 1.08 + 34.24 + 54.14 +
0.712 0.052 0.11° 3.56% 6.33%
T3 4.66 + 043+ 113+ 28.97 53.33+
0.612 0.12% 0.13% 6.23? 5.89%

WCG = water control group; ECG = ethanol control group; CG = citral group and AG =

Aloysia group.

URE = urea; CRE = creatinine; UA = uric acid; LAC = lactate; GLU = glucose (mg dL™).

& There was no significant difference between groups in the same parameter (n = 6, P <0.05,
Two-way ANOVA and Tukey).
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Table 6
Biochemical parameters (proteins and ions) of silver catfish (Rhamdia quelen) exposed to
anesthesia with Aloysia citriodora Paldu EO and citral on days 0 (T1), 2 (T2) and 6 (T3) after

exposure.

TP ALB GLO CI Na*

T1 249 + 0.84 + 1.64 + 132.20 + 136.60 +
0.23% 0.07¢ 0.18? 3.99% 3.66°

WCG T2 3.39 0.88 + 251+ 131.75 137.00 +
0.38% 0.12% 0.42% 4.23% 4.02%

T3 3.48 + 1.06 + 241 + 128.16 + 137.16 =
0.25% 0.112 0.32% 2.21° 3.242

T1 3.94 + 1.10 + 2.84 + 130.25 + 14275 +
0.50° 0.13¢ 0.38? 2.928 2.95%

ECG T2 295+ 0.77 + 217 134.00 + 142.00 +
0.34% 0.112 0.412 4.50° 2.852

T3 3.25+ 0.80 + 245 + 134.00 140.00 =
0.34% 0.072 0.33% 3.87¢ 4.70%

T1 3.28 + 101+ 2.27 130.66 + 136.33 +
0.40° 0.09? 0.372 3.70? 3.36°

CG T2 3.32+ 0.79 + 2.53 135.60 + 137.00 =
0.572 0.12% 0.49% 3.28% 1.642

T3 3.22 0.76 + 245 + 136.00 + 136.40
0.51° 0.142 0.49° 3.31% 2.67%

T1 332+ 0.79 + 2.50 + 131.16 + 13433 +
0.572 0.12% 0.49% 4.67% 3.00%

AG T2 3.16 + 1.03 + 212 130.00 + 1405 +
0.18% 0.06% 0.142 4.67% 2.86°

T3 3.46 + 097 + 2.49 + 127.16 + 139.83 +
0.19? 0.062 0.19? 2.90? 3.30°

WCG = water control group; ECG = ethanol control group; CG = citral group and AG =
Aloysia group.

TP = total proteins; ALB = albumins; GLO = globulins (g dL%).

CI- = chlorides; Na* = sodium (mmol L™).

2 There was no significant difference between groups in the same parameter (n = 6, P <0.05,
Two-way ANOVA and Tukey).
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Figure legends

Figure 1. Time required for sedation induction by citral in silver catfish (Rhamdia quelen,
RQ) and grass carp (Ctenopharyngodon idella, ClI) (n = 8 per treatment) according to Small
(2003). Data are means = standard error. Different letters in the columns indicate a significant
difference between the concentrations of the same species. *Significant difference between

the different species at the same concentrations (p < 0.05).

Figure 2. Time required for induction and recovery from anesthesia by citral in A - silver
catfish (Rhamdia quelen, RQ) and B - grass carp (Ctenopharyngodon idella, CI) (n = 8 per
treatment) according to Small (2003). Data are means + standard error. Different letters in the
columns indicate a significant difference between the concentrations of the same species (p <
0.05).

Figure 3. Time required for induction and recovery from anesthesia by citral (n = 8 per
treatment) in silver catfish (Rhamdia quelen, RQ) and grass carp (Ctenopharyngodon idella,
ClI) according to Small (2003). Data are means + standard error. *Significant difference
between the different species at the same concentrations (p < 0.05).
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2.2 CONSIDERACOES FINAIS SOBRE OS RESULTADOS OBTIDOS

2.2.1 A ligacdo do efeito sedativo e anestesico do OE de A. citriodora Palau com o citral
e a auséncia de efeitos colaterais durante a inducdo e recuperacdo dos

procedimentos em peixes

A auséncia de efeitos colaterais observaveis durante a inducdo e recuperacdo de
procedimentos sedativos e anestésicos em peixes € uma caracteristica desejavel para 0s novos
anestésicos (ROSS; ROSS, 2008). No presente estudo, os procedimentos de sedagdo e anestesia
induzidos pelo citral em jundid e carpa-capim, assim como o verificado para 0 MS-222
(PRIBORSKY; VELISEK, 2018) e para 0 OE de A. citriodora, em diversas espécies de peixes,
ndo foram associados a efeito colateral nos animais (BECKER et al., 2017; GRESSLER et al.,
2014; SANTOS et al., 2017; PARODI et al., 2014, 2020; TEIXEIRA et al., 2017).

O mesmo ndo ocorreu para alguns OEs de plantas que apresentaram eficacia sedativa e
anestésica em peixes. O OE de A. gratissima foi associado a contracdes musculares
involuntarias em jundia durante a inducdo e recuperacao de anestesia (BENOVIT et al., 2015).
Durante a recuperacdo dos procedimentos anestésicos em jundid, independentemente da
concentracdo utilizada, o OE extraido de inflorescéncias de Hyptis mutabilis foi associado a
episodios de hiperatividade, com nado em circulos ou espasmos musculares e, alternancia de
periodos de imobilidade e movimentacdo com perda parcial do equilibrio. Apesar do OE de H.
mutabilis derivado de folhas da planta ter induzido sedacdo e anestesia sem efeitos colaterais
observaveis, o globulol isolado deste OE foi ligado a inducdo de contragcBes musculares que
fizeram os animais lembrar a “letra C”, além de nado circular intercalado com periodos de
imobilidade, durante a recuperacdo dos procedimentos (SILVA et al., 2013a). Perda de muco
foi observada em jundia anestesiado com o OE de alecrim-pimenta (Lippia sidoides) (SILVA
et al., 2013b). Em peixe-palhaco (Amphiprion clarkii) anestesiados a partir do OE Ocimum
basilicum, os animais demonstraram espasmos musculares durante a inducdo anestésica,
biometria e avaliagdo da sensibilidade a estimulos externos (CORREIA et al., 2018).

A eficacia do OE de A. citriodora como agente sedativo e anestésico em peixes é
comprovada (BECKER et al., 2017; GRESSLER et al., 2014; SANTOS et al., 2017; PARODI
et al., 2014, 2020; TEIXEIRA et al., 2017). Embora o citral tenha sido verificado como o
componente mais abundante dos OEs utilizados nos estudos referenciados imediatamente
acima, até o0 momento ndo havia uma ligacdo definitiva do efeito observado para o OE de A.

citriodora com o citral. Para Benovit et al. (2015), analisando a eficacia anestésica do OE de A.
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gratissima, o efeito anestésico verificado é resultado da interacdo entre 0s seus componentes e,
através da correlacdo do efeito anestésico observado para o OE de A. gratissima, contra o efeito
dos componentes mais abundantes utilizados isoladamente foi possivel estabelecer quais
componentes estavam relacionados com o efeito anestésico e quais componentes estavam
relacionados com os efeitos colaterais observados.

Para Parodi et al. (2020), o efeito anestésico do OE de A. citriodora varia de acordo com
a epoca da colheita das plantas, juntamente com a disponibilidade e quantidade dos
componentes de cada amostra e, ndo houve relacéo significativa entre a porcentagem de a-citral
¢ B-citral (ou a porcentagem da combinacdo de isdmeros) com o0 tempo necessario para induzir
anestesia profunda ou para recuperacdo dos animais. Portanto, o presente estudo relata pela
primeira vez a acdo sedativa e anestésica do citral em peixes e, devido ao OE de A. citriodora
ser uma substancia de composicdo varidvel, 0 que pode resultar em variaces nas respostas
observadas, por este aspecto, o citral parece ser a op¢do mais adequada para o desenvolvimento

de uma nova droga para peixes.

2.2.2 A mortalidade nos estudos sobre a eficacia anestésica do OE de A. citriodora Palau

e do citral em peixes

O citral adicionado a agua induziu anestesia sem mortalidade a curto prazo (2 dias p6s-
procedimento) a partir de concentragdes que variaram entre 50 a 600 pL L™ em jundida e 75 a
450 pL L em carpa-capim. Mortalidade foi registrada nos procedimentos induzidos a partir de
675 puL LT em jundia e 600 pL L em carpa-capim. Os Obitos foram verificados por
aprofundamento da anestesia até falha respiratoria irreversivel, mesmo ap6s a troca dos animais
da solucdo anestésica para a gua apenas, para recuperacao.

O presente estudo traz informacdes sobre as concentracdes de citral adicionado a dgua
que sdo capazes de causar a morte em jundid e carpa-capim, durante a realizacdo de
procedimentos anestesicos. Durante a inducéo e recuperacdo de anestesia, Gressler et al. (2014)
e Santos et al. (2017) relataram anestesia sem mortalidade em jundid, a partir das concentracfes
de 150 e 200 pL Lt e 150 e 300 pL L, respectivamente. O mesmo foi verificado para jundia
das variedades cinza e albino anestesiados a partir de concentragdes que variaram de 100 a 800
uL L (PARODI et al., 2014). Teixeira et al. (2017) e Becker et al. (2017) relataram anestesia
sem mortalidade durante os procedimentos em tilapia-do Nilo e Lophiosilurus alexandri, nas

concentracdes de 80 a 450 e 50 pL L™ a 400 pL L, respectivamente.
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A verificagdo da concentracdo de citral adicionado a 4gua capaz de induzir mortalidade
em jundia e carpa-capim foi importante para demonstrar a ampla margem de seguranca dos
procedimentos realizados, uma vez que a concentracdo minima efetiva para alcancar o efeito
maximo nas duas espécies foi de 300 pL L. Mais estudos sio necessarios para compreender
se 0 OE de A. citriodora é uma substancia mais segura que o citral na inducéo de anestesia em
peixes, ja que o uso do isolado resultou em mortalidade a partir de concentragdes que nao foram

letais, por ocasido do uso do OE de A. citriodora.

2.2.3 A duracao dos procedimentos anestésicos em peixes

O MS-222 é a substancia autorizada como droga sedativa e anestésica mais difundida
mundialmente para uso em peixes criados para consumo (SANTOS; CUNHA, 2021). A partir
dos estudos sobre a eficacia da droga foram recomendados quatro usos considerados seguros:
anestesia rapida, anestesia moderadamente rapida, sedacéo e manutencdo de anestesia. Os dois
primeiros usos sdo recomendados para procedimentos de manejo como desova, marcacao,
biometria ou procedimentos cirurgicos, dependendo do tempo necessario para a realizacao de
tais procedimentos. A sedacdo é indicada para transporte e as solugdes de manutencdo sdo
indicadas para procedimentos moderadamente rapidos ou procedimentos mais longos
(SCHOETTGER; JULIN, 1967; TRICAINE-S, 1997).

A eficacia de procedimentos anestésicos em peixes pode ser avaliada pelo tempo
decorrido para a inducéo e recuperacdo de anestesia. A eficacia em induzir anestesia rapida €
caracteristica desejavel para qualquer substancia sedativa e anestésica para uso em peixes
(GILDERHUS; MARKING, 1987; MARKING; MEYER, 1985; ROSS; ROSS, 2008). A
indicacdo da concentracdo ideal para anestesia rapida tem sido uma preocupacdo bastante
difundida na avaliacdo da eficacia dos procedimentos anestésicos induzidos pelo OE de A.
citriodora em peixes (BECKER et al., 2017; GRESSLER et al., 2014; PARODI et al., 2014,
2020; SANTOS et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2017). Estudos sobre sedacdo para transporte de
peixes também estdo disponiveis para 0 OE de A. citriodora (PARODI et al., 2014,
ZEPPENFELD et al., 2014), embora estudos sobre a estruturagdo de procedimentos mais
longos ou manutencdo de anestesia ndo estejam disponiveis. Portanto o presente estudo amplia
0s conhecimentos ja mais abundantemente explorados para 0 OE de A. citriodora em peixes,
mais centrados no estudo da anestesia rapida, dando énfase a procedimentos mais longos, a

partir da l0gica da utilizacdo de solu¢Ges de manutengéo de anestesia.
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2.2.4 Anestesia rapida: inducdo e recuperacdo rapidas de anestesia pelo citral em jundia

e carpa-capim

Segundo Marking e Meyer (1985), para procedimentos rapidos é desejavel que o
anestésico seja eficaz em induzir anestesia em tempo inferior a 3 min (180 s), com recuperacao
deste procedimento em tempo inferior a 5 min (300 s). Para Gilderhus e Marking (1987) o
tempo de recuperacdo deve ser inferior a 10 min (600 s).

Para Ross e Ross (2008), 0 MS-222 adicionado a agua induz anestesia rapidamente, com
tempos de recuperacdo igualmente rapidos, podendo induzir anestesia dentro de 15 s em alguns
salmonideos. Para Piiborsky e Velis¢k (2018) o MS-222 ¢ eficaz para induzir anestesia rapida
em “alewife” (Alosa pseudoharengus), “allied kingfish” (Seriola dumerili), truta-do-Artico
(Salvelinus alpinus), achigd ou “American black bass” (Micropterus salmoides), enguia-
Americana (Anguilla rostrata), “American mackerel” (Scomber japonicus), lambari-tambid
(Astyanax altiparanae), bacalhau-do-Atlantico (Gadus morhua), “Atlantic halibut”
(Hippoglossus  hippoglossus), salmdo-do-Atlantico (Salmo salar), carpa-cabecuda
(Hypophthalmichthys nobilis), “black-head minnow” (Pimephales promelas), “black king fish”
(Rachycentron canadum), “black sea bass” (Centropristis striata), “blackspot seabream”
(Pagellus bogaraveo), “black spinefoot” (Siganus rivulatus), bonejack (Alosa
mediocris), “brook trout” (Salvelinus fontinalis), Brycon cephalus, pirapitinga ou caranha ou
cachama (Piaractus brachypomus), “Caspian brown trout” (Salmo trutta caspius), “channel
bass” (Sciaenops ocellatus), channel catfish (Ictalurus punctatus), salméo-rei (Oncorhynchus
tschawytscha), “sea bass”, carpa-comum, Coreius guichenoti, “denison barb” (Puntius
denisonii), acara-disco (Symphysodon discus), “duckbill cat” (Polyodon spathula), “European
perch” (Perca fluviatilis), pike-perch (Sander lucioperca), “fountain darter” (Etheostoma
fonticola), “genuine porgy” (Pagrus major), peixe-dourado, “gold-line sea bream”,
(Rhabdosargus sarba), carpa-capim, “green swordtail” (Xiphophorus hellerii), guppy (Poecilia
reticulata), “lumpsucker” (Cyclopterus lumpus), plati (Xiphophorus maculatus), “mutton
snapper (Lutjanus guttatus), esturjdo-persa (Acipenser persicus), molinésias (Poecilia latipinna
e Poecilia vivipara), truta-arco-iris, robalo-riscado (Morone saxatilis), “european catfish”,
“snapper” (Chrysophrys auratus), Solea senegalensis e paulistinha ou zebrafish (Danio rerio).

No presente estudo, as concentracdes de citral adicionado a &gua que alcangaram o nivel
méaximo de efeito observado foram eficazes em induzir anestesia em tempo inferior a 3 min.
Apenas no jundia foi possivel a recuperacdo anestésica em tempo inferior a 5 min, j& que na

carpa-capim, o tempo de recuperacdo do procedimento induzido pela concentragdo minima
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efetiva de citral capaz de atingir o nivel maximo de efeito, ficou ligeiramente acima de 10 min.
Dessa forma, o citral foi eficaz em induzir anestesia rapida em jundid, segundo os padrdes
preconizados por Marking e Meyer (1985). O tempo de recuperacédo anestésica verificado para
a carpa-capim, embora tenha ficado fora do padrao sugerido por Marking e Meyer (1985), ficou
préximo ao tempo méaximo de 10 min (600 s), sugerido por Gilderhus e Marking (1987) como
desejavel. Entdo, a partir destes resultados, ficou demonstrada a eficacia do citral em induzir
anestesia rapida em jundida e carpa capim, sendo que, nesse nivel de efeito, tempos de
recuperacdo maiores Sa0 necessarios para a carpa-capim.

A concentracdo minima efetiva de citral capaz de alcancar o efeito maximo em jundia e
carpa-capim foi 300 pL L, sendo a concentragio mais adequada para anestesia rapida em
ambas as espécies. Em jundia e carpa-capim, o incremento nas concentracdes utilizadas ndo
diminuiu significantemente o tempo para a inducdo anestésica, embora 0s tempos de
recuperacdo tenham sido maiores, extrapolando cada vez mais o limite desejavel para o tempo
de recuperagédo (GILDERHUS; MARKING, 1987; MARKING; MEYER, 1985). A partir do
OE de A. citriodora como agente anestésico, também em juvenis de jundid, a concentracdo de
300 pL L™ foi eficaz em induzir anestesia em torno de 3 min (180 s), com tempo de recuperagéo
abaixo de 5 min (300 s) (SANTOS et al., 2017). Parodi et al. (2014) relataram tempos de
inducdo maiores que 3 min (180 s), com tempos de recuperagédo entre 5min (300 s) e 10 min
(600 s), para juvenis de jundia cinza e albino submetidos a 300 pL L™ de OE de A. citriodora.
Ainda com juvenis de jundia, quatro diferentes amostras do OE de A. citriodora, colhidas
durante o verdo, outono, inverno e primavera, na concentracio de 300 uL L?, ndo foram
capazes de induzir anestesia em periodo inferior a 3 min (180 s), com tempos de recuperacao
verificados entre 5 min (300 s) e 10 min (600 s) (PARODI et al., 2020). Em tilapia-do-Nilo, a
partir de 300 pL L do OE de A. citriodora foi possivel induzir anestesia em periodo inferior a
3 min (180 s), com recuperacdo de anestesia em torno de 5 min (600 s) (TEIXEIRA et al.,
2017). Em Lophiosilurus alexandri, 400 uL L™ de OE de A. citriodora induziu anestesia em
tempo inferior a 3 min (180 s), com recuperacgéo inferior a 10 min (600 s) (BECKER et al.,
2017).

Portanto o citral foi eficaz em induzir anestesia rapida em peixes, com efeito semelhante
ao verificado para o OE de A. citriodora em jundia, tilapia-do-Nilo e Lophiosilurus alexandri.
Estes resultados sugerem que o citral é responsavel por grande parte do efeito anestésico do OE
de A. citriodora, uma vez que isoladamente pode alcancar niveis semelhantes aos verificados

para 0 OE em estado bruto.
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2.2.5 A seguranca do procedimento de indugdo e manutencéo de anestesia em jundia

Segundo Marking e Meyer (1985), a partir de questionarios aplicados a trabalhadores
de pisciculturas, tempos de exposicao aos anestésicos entre 5 e 10 min (300 a 600 s) séo 0s mais
referidos para a realizagdo de procedimentos de manejo com peixes. As concentragdes de
anestésico utilizadas para inducgéo de anestesia rapida, devido aos tempos de recuperacao serem
igualmente rapidos, ndo permitem o tempo necessario para a realizacao de procedimentos mais
longos. (ROSS; ROSS, 2008; MARKING; MEYER, 1985; TRICAINE-S, 1997). Para estes
procedimentos, a anestesia moderadamente rapida ou a utilizacdo de solugdo de manutengdo é
necessaria (ROSS; ROSS, 2008; TRICAINE-S, 1997), mas o aumento das concentracdes
utilizadas ou do tempo de exposi¢do dos animais aos anestésicos podem causar intoxicagédo e
mortalidade (MARKING, 1967).

O procedimento de manutencdo de anestesia idealizado para o presente estudo foi
baseado na reducdo da concentracdo para inducdo de anestesia, em relacdo a concentracdo
minima efetiva capaz de alcancar o efeito maximo observado em jundia (anestesia rapida), e na
manutencdo de anestesia a partir da minima concentracdo efetiva em induzir anestesia dentro
do periodo méximo proposto de 30 min. O tempo de permanéncia na concentracdo
imediatamente inferior a concentracdo ideal para inducdo rapida foi adaptado para a nova
necessidade. A partir do procedimento realizado, anestesia sem efeitos colaterais observaveis
durante a inducdo, manutencéo e recuperacao foi verificada em jundia.

A seguranca do procedimento de inducdo e manutencdo anestésica realizado a partir do
OE de A. citriodora e do citral foi verificada por determina¢cdes hematolégicas, bioquimicas e
de mortalidade, sendo que nenhum animal veio a Obito até o encerramento do estudo.
Relativamente ao OE de A. citriodora, Gressler et al. (2014) também utilizaram concentragdes
abaixo do necessario para induzir anestesia rapida, o que resultou melhora de parametros
relacionados ao estresse oxidativo, em relagdo aos animais controle.

A quase auséncia de diferencas significativas no eritrograma dos jundias submetidos ao
procedimento de manutencdo de anestesia realizado no presente estudo, também foi
evidenciada a partir de outros estudos sobre anestesia, em diferentes espécies de peixes. Sao 0s
casos do: 6leo de cravo em truta-arco-iris (Onchorhynchus mykiss), carpa comum (Cyprinus
carpio), “european catfish” (Silurus glanis L.), “vimba breams” (Vimba vimba), “pikeperch”
(Sander lucioperca L.), e barbus (Barbus barbus); etomidato em truta-arco-iris, “vimba
breams”, “pikeperch”, barbus e carpa comum; MS-222 em “vimba breams”, “pikeperch” e

barbus; 2-phenoxyethanol em truta-arco-iris, “vimba breams” e barbus (KAZUN; SIWICKI,



93

2012; KRIST’AN et al., 2012; LEPIC et al., 2014; PRIBORSKY et al., 2015; VELISEK et al.,
2005; 2006; VELISEK; SVOBODOVA; PIACKOVA, 2005, 2007; WITESKA; DUDYK;
JARKIEWICZ, 2015).

O leucograma dos jundias anestesiados pelo citral ou pelo OE de A. citriodora nao
demonstraram alteracéo significativa nas contagens realizadas, em nenhum dos momentos pos-
procedimento propostos. O mesmo foi verificado com: 6leo de cravo em trutas-arco-iris, carpas
comuns, “vimba breams” e barbus; 2-fenoxietanol em truta-arco-iris, “european catfish”,
“vimba breams” e barbus e MS-222; etomidato em “vimba breams” e barbus (LEPIC et al.,
2014; PRIBORSKY et al., 2015; VELISEK; SVOBODOVA; PIACKOVA, 2007; VELISEK
et al., 2007). Em contraste, a anestesia com 6leo de cravo induziu leucopenia com linfopenia e
neutrofilia em “european catfish” (VELISEK et al., 2006). O 2-fenoxietanol induziu
monocitose em carpas comuns (VELISEK; SVOBODOVA; PIACKOVA, 2007) e, 2-
fenoxietanol e etomidato induziram leucocitose leve por neutrofilia e monocitose com
linfopenia também em carpas comuns (WITESKA; DUDYK; JARKIEWICZ, 2015). Kfist'an
et al. (2012) relataram leucopenia em “pikeperch” anestesiado por MS-222, 2-fenoxietanol,
etomidato e 6leo de cravo.

Assim como o relatado por Lepic et al. (2014) para o 6leo de cravo em “vimba breams”,
os procedimentos anestésicos com citral e OE de A. citriodora realizados no presente estudo
ndo induziram variagOes significativas nos parametros bioguimicos determinados. Logo,
considerando que parametros bioquimicos como enzimas, metabdlitos, proteinas, lipidios e ions
sdo importantes para avaliar o estado de satde dos peixes (ANDERSON et al., 2010; BUCHER,
1990; GRESSLER et al., 2015; ROY; BHATTACHARYA, 2005), a anestesia com citral e OE
de A. citriodora ndo parece afetar a homeostase dos jundias. Em contraste, o 2-fenoxietanol
causou variacdes significativas na alanina aminotransferase em carpas comuns, alanina
aminotransferase, glicose e albumina em “european catfish”, aspartato aminotransferase,
fosfatase alcalina, glicose e lactato em truta-arco-iris, aspartato aminotransferase e glicose em
“vimba breams” e triglicerideos em “pikeperch” (KRIST'AN et al., 2012; LEPIC et al., 2014;
VELISEK; SVOBODOVA, 2004; VELISEK et al, 2011; VELISEK; SVOBODOVA,;
PIACKOVA, 2007).

Levando em consideracdo 0s parametros bioquimicos observados, diversamente a
auséncia de variacoes significativas observadas no presente estudo, em todos 0s momentos
propostos, variac@es significativas do lactato determinado apds anestesia com etomidato foram
documentadas em trutas arco-iris, assim como, de aspartato aminotransferase e glicose em

“vimba breams”e triglicerideos em “pikeperch”. Anestesia com MS-222 induziu variages
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significativas em fosfatase alcalina, glicose e lactato em truta-arco-iris, triglicerideos em
“vimba breams” e glicose em “pikeperch” (KRIST'AN et al., 2012; LEPIC et al., 2014;
VELISEK et al., 2011). Anestesia com 6leo de cravo causou alteragdes significativas de alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase e glicose em trutas arco-iris, glicose em carpas
comuns, alanina aminotransferase e triglicerideos em “european catfish” e glicose em
“pikeperch” (KRIST'AN et al.,, 2012; VELISEK et al., 2005; 2006; 2011; VELISEK;
SVOBODOVA; PIACKOVA, 2005).

Devido ao valor do CHCM ter sido o Unico parametro determinado a variar
significantemente nos animais anestesiados pelo OE de A. citriodora e pelo citral, em relacédo
aos animais controle, entre todos os parametros hematoldgicos e bioquimicos determinados, 0s
anestésicos ndo foram associados a grandes alteracbes na hemostase dos peixes, tendo sido

seguros na inducdo e manutencéo de anestesia em jundid, dentro das condi¢fes observadas.

2.2.6 O OE de A. citriodora Paldu adicionado a dieta de jundia e a protecdo contra a

infeccdo experimental por Aeromonas hydrophila

No presente estudo, o0 OE de A. citriodora adicionado a dieta de jundia parece ter
promovido protecdo contra o desafio experimental por A. hydrophila. Os peixes alimentados
com racdo adicionada de 2 ml Kg* de OE, durante 21 dias, tiveram maior sobrevivéncia, além
de parametros hematoldgicos e bioguimicos mais favoraveis em relacdo aos aninais controle
ndo tratados, 10 dias apds o desafio com a bactéria. Foi verificada queda em todos os parametros
do eritrograma determinados (hematdcrito, nimero de eritrécitos e hemoglobina), leucocitose
por neutrofilia e monocitose, além de linfopenia e hipoproteinemia sérica nos animais ndo
tratados ou tratados com 1 ml Kgt.

A A. hydrophila causa septicemia em peixes, se manifestando clinicamente com
hemorragias, ulceracBes, abscessos, liquido ascitico e anemia (AOKI, 1999; AUSTIN;
AUSTIN, 2016; CAMUS et al., 1998; MUSA et al., 2007; MONIR et al., 2020; OLESEN;
VENDRAMIN, 2016; SAHARIA et al., 2020; STRATEV; ODEYEMI, 2017). Devido a isto,
a diminuicdo verificada nos parametros eritrocitarios do grupo néo tratado e do grupo tratado
com 1 ml Kg*foi compativel o padrio esperado para a doencga. Ja os animais tratados com 2 ml
Kg™ de OE de A. citriodora tiveram preservadas suas contagens eritrocitarios em niveis basais,
sugerindo um efeito protetor do OE de A. citriodora contra a infeccdo pela A. hydrophila.

A queda nas contagens eritrocitarias verificados no presente estudo também foram

verificadas como consequéncia da infeccéo experimental pela A. hydrophila em tilapia-do-Nilo,
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15 dias ap0s o desafio (ORSI et al., 2017), “victoria labeo”, 21 dias apos o desafio (NGUGI
etal., 2015) e, peixe dourado e carpa-comum 2, 3, e 5 semanas apés o desafio
(HARIKRISHNAN; BALASUNDARAMB; HEO, 2010a, b). O mesmo néo foi verificado em
pacu-caranha em até 9 h apos a inoculagdo com A. hydrophila (CLAUDIANO et al., 2019),
talvez devido ao pouco tempo transcorrido entre a inoculacgdo e a coleta de sangue, insuficiente
para causar dano aos eritrocitos. Em relagdo aos estudos de Harikrishnan, Balasundaramb e Heo
(20104, b), Ngugi et al. (2015), Orsi et al. (2017) e Claudiano et al. 2015, o presente estudo foi
0 Unico a avaliar o carater regenerativo da doenca causada pela A. hydrophila, através da
contagem de eritroblastos circulantes, como resposta a anemia progressivamente instalada nos
jundias.

Leucocitose por neutrofilia e monocitose, podendo cursar com linfopenia, é um padrédo
classico de resposta inflamatéria de mamiferos (STOCKHAM; SCOTT, 2008). No presente
estudo, este padrdo hematoldgico foi verificado em resposta a infec¢do por A. hydrophila em
jundia, 10 dias apos a inoculacdo experimental. Os jundias tratados com 2 ml Kg* de OE de A.
citriodora nao demonstraram hemograma inflamatério classico, mas monocitose apenas,
sugerindo uma amenizacdo do quadro patoldgico. Leucocitose também foi verificada como
uma reacdo a inoculacao experimental por A. hydrophila em peixe-dourado e carpa-comum 2,
3 e 5 semanas pos-desafio (HARIKRISHNAN; BALASUNDARAMB; HEO, 2010a, b).
Diversamente, leucopenia foi verificada 9 h apds a inoculacdo de A. hydrophila em pacu-
caranha (CLAUDIANO et al., 2019). A diferenca observada pode estar relacionada com o0s
diferentes momentos escolhidos para a realizacdo das analises laboratoriais, dentro de horas e
ndo dias apds a inoculacdo da bactéria, para o pacu-caranha. Mais estudos sdo necessarios para
avaliar o mecanismo da resposta leucocitaria contra a infecgdo por A. hydrophila em peixes.

Assim como o realizado no presente estudo com o OE de A. citriodora adicionado a
dieta de jundia, outros OEs de plantas, entre outros extrativos vegetais ou microrganismos
selecionados, adicionados a dieta dos peixes ou a partir de outras vias administracdo tém sido
utilizadas contra quadros experimentais de infecgdo pela A. hydrophila (HARIKRISHNAN;
BALASUNDARAMB; HEO, 2010a, b; MBOKANE; MOYO, 2019; SOUZA et al., 2016). Para
Souza et al. (2016), o tratamento de jundia com 50 pL L™ de OE de Melaleuca alternifélia, em
banhos medicamentosos diarios durante 7 dias consecutivos prévios a inoculagdo experimental
pela bactéria, diminuiram a mortalidade e aumentaram a longevidade dos peixes tratados,
embora eficacia curativa ndo tenha sido demonstrada. A adi¢do de p6 de folhas de Moringa
oleifera na proporgdo de 9 e 12% da dieta, durante 45 dias prévios a inoculagdo pela A.

hydrophila, foi associada a diminuicdo da mortalidade em tilapia-de-Mogambique
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(MBOKANE; MOYO, 2019). Para Harikrishnan, Balasundaramb e Heo, 2010b, a adicdo de
bactérias lacticas (2,45 x 10° e 1,07 x 10 CFU g para Lactobacillus e “Sporolac”,
respectivamente), 6 dias apos a inoculagdo com A. hydrophila, foi associada a diminuicéo da
mortalidade e aceleracdo da recuperacdo das lesdes cutaneas em carpa-comum. Ja para
Harikrishnan, Balasundaramb e Heo (2010a), a adicdo a dieta de extrato tri-herbal de
Azadirachta indica, Oscimum sanctum e Curcuma longa (em iguais proporcdes, nas doses de
400 e 800 mg Kg?), durante 45 dias prévios a inoculagdo, foi associada & diminuicdo da
mortalidade causada pela A. hydrophila em peixe-dourado. Portanto, embora 0s mecanismos
protetores das substancias naturais contra a infecgdo pela A. hydrophila permanegam obscuros,
0 OE de A. citriodora, entre outras substancias naturais, sdo promissoras no desenvolvimento

de novas drogas com acdo contra a A. hydrophila em peixes.
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3 CONCLUSAO

Embora mais estudos sejam necessarios, baseado nos resultados obtidos no presente
estudo o OE de A. citriodora e o citral sdo substancias com potencial uso em piscicultura,
quando adicionados a 4gua, como sedativos e anestésicos em jundia e carpa-capim e, o OE de
A. citriodora, adicionado a dieta, na protecdo contra a infec¢do por A. hydrophila em jundid,
sendo substancias emergentes para o desenvolvimento de novas drogas veterinarias para uso

em peixes.
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