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RESUMO

OLEO ESSENCIAL DE Lippia alba NO TRANSPORTE DE ARRAIAS
CURURU (Potamotryogon wallacei): EFEITOS EM BIOMARCADORES
TECIDUAIS

AUTORA: Karine Ariotti
ORIENTADORA: Maria Amalia Pavanato

O comércio de peixes ornamentais gera renda para a populacéo ribeirinha do estado do
Amazonas no Brasil. Espécies Amazonicas possuem maior procura por serem muitas
vezes endémicas, 0 que as valoriza. A arraia cururu (Potamotryogon wallacei) é uma
espécie amplamente procurada para aquariofilia, tendo a exportacdo como principal
mercado. Este trabalho investigou o impacto do transporte por longas horas na qualidade
da &gua, resposta ao estresse, sistema de defesa antioxidante do figado da arraia cururu e
como ocorreria 0 processo de recuperacdo. Também foi estudado os efeitos do 6leo
essencial de Lippia alba (EOLA) frente as alteracdes impostas pelo transporte. A arraias
cururu (n = 30) foram transportadas em sacos plasticos (de 3 a 4 exemplares, em cada
saco) na auséncia ou presenca de EOLA a 10 pL/L de Manaus (Amazonas, Brasil) para
Santa Maria (Rio Grande do Sul, Brasil) por cerca de 32 h. Um grupo de arraias cururu
foi amostrado imediatamente na chegada (n = 5 para cada condi¢do, sem ou com EOLA).
Os demais individuos foram mantidos por 24 h (n = 5 para cada condicdo, sem ou com
EOLA) e 48 h (n =5 para cada condicao, sem ou com EOLA) para avaliar a recuperacao
da viagem. Apos, foram anestesiados para coleta de sangue e, em seguida, eutanasiados
para retirada do figado. Um grupo de arraias cururu foi amostrado antes de iniciar o
protocolo de transporte (n = 5). Amostras de dgua foram coletadas durante todas as etapas
para monitoramento de sua qualidade. Em primeiro lugar, quando o transporte foi
realizado na auséncia de EOLA, resultou em niveis mais altos de ambnia na agua
relacionada a uma resposta hiperglicémica e um comprometimento no sistema
antioxidante relacionado a glutationa caracterizado por glutationa total diminuida e
subunidade catalitica dos niveis de glutamato cisteina ligase, bem como as atividades de
glutationa S-transferase e glicose-6-fosfato-desidrogenase, levando o figado da arraia
cururu a peroxidacdo lipidica em sua chegada. O EOLA, por sua vez, evitou a maioria
das mudangas induzidas pelo transporte na chegada. Além disso, também ajudou o
sistema antioxidante a recuperar sua funcdo ideal no figado ap6s 48 h de recuperacéo,
acelerando o processo de recuperagéo que poderia levar mais de 48 h quando o transporte
fosse concluido na auséncia desse aditivo. Portanto, a adicdo de EOLA a agua de
transporte a 10 uL/L ¢ altamente recomendavel para o transporte de arraias cururu por
mais de 30 h.

Palavras-chave: Potamotrygonideos. Elasmobranquios. Linalol.



ABSTRACT

Lippia alba ESSENTIAL OIL IN THE TRANSPORT OF CURURU STINGRAYS
(Potamotryogon wallacei): EFFECTS ON TISSUE BIOMARKERS

AUTHOR: Karine Ariotti
ADVISOR: Maria Amalia Pavanato

The ornamental fish trade generates income for the riverside population of the state of
Amazonas in Brazil. Amazonian species are in greater demand because they are often
endemic, which values them. The cururu stingray (Potamotryogon wallacei) is a widely
sought after species for aquarium hobby, with export as the main market. This work
investigated the impact of transport for long hours on water quality, stress response,
antioxidant defense system of the can cururu stingray liver and how the recovery process
would occur. The effects of Lippia alba essential oil (EOLA) were also studied against
the changes imposed by transport. The stingrays cururu (n = 30) were transported in
plastic bags (3 to 4 specimens, each bag) in the absence or presence of EOLA at 10 pL/L
from Manaus (Amazonas, Brazil) to Santa Maria (Rio Grande do Sul, Brazil) for about
32 h. A group of cururu stingrays was sampled immediately on arrival (n = 5 for each
condition, with or without EOLA). The remaining individuals were kept for 24 h (n =5
for each condition, without or with EOLA) and 48 h (n = 5 for each condition, without or
with EOLA) to assess the recovery from the trip. Afterwards, they were anesthetized for
blood collection and then euthanized to remove the liver. A group of cururu stingrays was
sampled before starting the transport protocol (n = 5). Water samples were collected
during all stages to monitor their quality. First, when transport was performed in the
absence of EOLA, it resulted in higher levels of ammonia in the water linked to a
hyperglycemic response and an impairment in the glutathione-related antioxidant system
characterized by decreased total glutathione and catalytic subunit of cysteine glutamate
levels. ligase, as well as glutathione S-transferase and glucose-6-phosphate
dehydrogenase activities, leading the cururu stingray liver to lipid peroxidation upon
arrival. EOLA, in turn, avoided most transport-induced changes on arrival. Furthermore,
it also helped the antioxidant system to regain its optimal liver function after 48 h of
recovery, speeding up the recovery process that could take more than 48 h when transport
was completed in the absence of this additive. Therefore, the addition of EOLA to the
transport water at 10 uL/L is highly advisable when transporting cururu stingrays for more
than 30 h.

Keywords: Potamotrygonids. Elasmobranchs. Linalool
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1 INTRODUGCAO

Os peixes sdo animais de uma grande variedade de espécies, cores, formatos e
habitats diferentes (BUCKUP et al, 2007). No Brasil existem em média 5 000 espécies
de peixes exclusivamente de agua doce conhecidos, sendo a maior diversidade
encontrada na regido da Amazénia (REIS, 2003). Portanto, o comércio de espécies
ornamentais € de grande interesse nessa regido, movimentando milhGes de exemplares
ao ano e bilhdes de ddlares em todo o mundo. Por exemplo, s6 no ano de 2019, as
exportacOes de espéecies ornamentais movimentaram mais de 6 milhdes de dolares no
Brasil (EMBRAPA, 2022; SECEX, 2015; CHAPMAN, 2000; ANDREWS, 1990). Na
regido Norte do Brasil, mais precisamente na Amazonia brasileira, sdo comumente
encontradas populacdes as margens dos grandes rios. Estas populacdes ribeirinhas tem
como principal fonte de renda a extracdo de produtos amazo6nicos, sendo assim de grande
relevancia o comércio pesqueiro de espécies ornamentais (SOUZA, 2001). E estimado
que apenas o Estado do Amazonas seja responsavel por cerca de 90% das exportaces
de peixes ornamentais brasileiros, tendo gerado entre os anos de 2006 a 2015 em torno
de 22 milhdes de ddlares (FERREIRA et al., 2020; PRANG, 2008; IBAMA, 2007,
CHAO et al., 2001;).

Para o comércio legal de peixes ornamentais podem ser utilizados peixes criados em
cativeiros e peixes extraidos de habitat natural. Para as extracdes de habitats naturais
existem regimentos vigentes pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovéaveis, o IBAMA, como a normativa N - 204/2008 IBAMA, onde foram
estipuladas através de estudos, cotas anuais de exportacdo de determinadas espécies.
Dentre as cotas, temos as arraias de d&gua doce como Potamotrygon motoro, P. orbignyi,
P. leopoldi, P. wallacei, que possuem grande nimero de exemplares autorizados para a
exportacdo; chegando a um total de 20 600 exemplares durante o periodo de 2008-2009
na vigéncia da normativa N - 204/2008 IBAMA (DUCAN et al, 2010).

A arraia de agua doce Potamotrygon wallacei, conhecida popularmente como arraia
cururu possui a maior cota de exportacdo, pois tem a preferéncia dentre as arraias
comercializadas no mercado ornamental. Conhecida por seu tamanho médio, de apenas
30 cm de diametro, o que facilita os cuidados em ambientes menores; a coloragao
acastanhada clara com manchas mais escuras, tornando cada exemplar com padronagem
de manchas Unicas e a facilidade de ser encontrada na natureza, tornam a espécie, alvo

de grande interesse para 0 comércio internacional. Outro fator que a torna mais apta a
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exportacdo € a elevada resisténcia apresentada frente ao transporte por longas horas, o
que gera grande atracdo para os paises como Alemanha, Japdo, Taiwan e Estados Unidos,
pois ha grandes chances de chegarem com vida em seus locais de destino (RINCON,
CHARVET-ALMEIDA, 2006; ARAUJO et al., 2005).

Mesmo com organismos capazes de resistir a longas horas de transporte as arraias
cururu ficam expostas a varidveis como: disponibilidade de oxigénio limitada, alteragdes
de luminosidade, chances de choques fisicos, privacdo de alimento por longo periodo,
entre outros. Estas variaveis sdo possiveis geradoras de estresse oxidativo (EO) no
organismo das arraias, ou seja, 0 EO ocorre quando ha um desequilibrio entre oxidantes
e antioxidantes, podendo levar a interrupcao da sinaliza¢ao redox e do controle e/ou dano
molecular (SIES, 2015). A partir desse desequilibrio, o metabolismo celular energético
¢ capaz de gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) em altas concentracdes, essas
EROs sdo intermediarios reativos radicalares ou ndo-radicalares formados a partir da
reducdo parcial do oxigénio (O2) (LUSHCHAK, 2014).

Quando hé presenca excessiva de EROs, podem ocorrer graves e irreparaveis danos
a componentes fisioldgicos e teciduais, como ao DNA, a proteinas e aos lipidios. Danos
estes que podem ser capazes de levar a apoptose celular nos organismos. No entanto 0s
seres aerdbicos, possuem defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas que
podem combater os processos que sdo mediados pelo excesso de EROs (PAVANATO e
LLESUY, 2008; LUSHCHACK, BAGNYUKOVA, 2006.).

A pesca e comércio de peixes ornamentais sdo antigas no Brasil, tendo no ano de
1955 os primeiros registros desses tipos de praticas. Ainda que antiga, sdo necessarias
melhorias nas técnicas de transporte afim de que seja possivel diminuir os danos
impostos aos animais durante as viagens de exportacdo (CHAO et al., 2001). Estas
melhorias envolvem a utilizacéo de técnicas de sedacdo como a exemplo os estudos com
OE de Lippia alba onde ja foi demonstrada eficacia e apresentaram diminui¢Ges do
estresse no transporte de jundias (Rhamdia quelen) por diferentes tempos (BECKER et
al., 2012; AZAMBUJA et al.,, 2011). Em outro estudo foram testados 0s usos de
tetraciclina e do probidtico Efinol® no transporte de P. wallacei na tentativa de reduzir
0s danos causados durante a viagem, mas nao foram obtidos dados significativos de
protecdo e melhora dos animais, portanto sugerimos o uso do EO de L. alba para o
transporte de P. wallacei (BRINN et al., 2012)

Sendo assim, este trabalho procurou avaliar através de biomarcadores de estresse

oxidativo em figado e plasma da arraia P. wallacei a eficacia da adicdo do OE de L. alba
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como alternativa para aumentar o bem-estar e minimizar perdas durante os transportes

de longas distancias.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar como a arraia cururu (Potamotrygon wallacei) responde
fisiologicamente ao estresse ocasionado pelo transporte de longas horas de duracdo com

e sem adicdo do EO de Lippia alba na agua do transporte.

1.2.2 Objetivos Especificos

1) Avaliar os parametros de qualidade de agua nos grupos transportados com e
sem adicédo do 6leo essencial de Lippia alba.

2) Avaliar as atividades da glicose e da alanina aminotransferase (ALT) e
aspartato aminotransferase (AST) no plasma das arraias cururu em diferentes tempos com
e sem EO L. alba.

3) Determinar o conteudo de antioxidantes ndo enzimaticos como a glutationa
total, acido ascérbico (AA) e capacidade antioxidante total (TAC) em homogeneizados
de figado de arraias cururu dos diferentes grupos.

4) Avaliar a sintese da glutationa através da cisteina e da subunidade catalitica da
glutamato cisteina ligase (GCLc), em homogeneizados de figado de arraias cururu dos
diferentes grupos.

5) Avaliar enzimas relacionadas a glutationa como: glutationa S-transferase
(GST) e Glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PDH) nos diferentes grupos experimentais.

6) Determinar os niveis de lipoperoxidacdo (LPO) através da medida de
substancias que reagem ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e dos hidroperoxidos lipidicos
(LOOH) em homogeneizados de figado de arraias cururu transportadas com e sem adi¢do
de EO de L. alba



13

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COMERCIO E PESCA ORNAMENTAL

O comeércio de peixes ornamentais € uma importante area geradora de receita,
principalmente para paises em desenvolvimento e com grande diversidade de fauna, como
o Brasil. Cerca de 2500 espécies de peixes estdo catalogadas mundialmente para este uso,
sendo 60% dessas espécies estritamente de agua doce. Este tipo de comércio envolve
muito mais que apenas 0S animais, pois também sdo contabilizados acessorios,
equipamentos, alimentacdo, plantas ornamentais para montar os aquarios, limpeza, etc. O
ano de 2011 foi considerado o apice de movimentacdo de dinheiro do comércio
ornamental, uma vez que foi gerado um montante de US $ 364,9 milhdes. Em
compensacao nos anos seguintes, entre 2014 e 2018, analises feitas demonstraram uma
pequena queda de rendimento, tendo gerado entre US $ 347 e 338 milhdes, novas leis de
monitoramento e conservacdo podem ter contribuido para essa baixa de rendimento
(BIONDO e BURKI, 2020; OEC, 2020; DEY, 2016; PLOEG 2013; PRANG, 2007).

Nos anos entre 2000 e 2014 o ranking de importadores consistiu em: Alemanha,
Cingapura, Japdo, China, Franca, Holanda, Italia, Malasia, Canada e Bélgica. Uma
analise feita apenas no ano de 2014, foram detectados que mais de 57% das importacdes
foram feitas com paises orientais, 27,6% europeus, 7,5% sul-americanos, 3,98% norte
americanos, 2,2% africanos e 1,72% com paises da Oceania e Oriente Médio (DEY,
2016).

O Brasil ja foi o principal exportador mundial, mas na ultima década foi
responsavel por apenas 5,9% do total de exportagdes mundiais. Uma das causas dessa
diminuicdo brasileira de exportacdo é que cerca de 90% das espécies de peixes
ornamentais de dgua doce estdo conseguindo ser reproduzidas em cativeiros localizados
em outros paises e apenas 10% das espécies ainda dependem do extrativismo de
pescadores. A regido onde a pesca ornamental é de fundamental importancia para 0s
moradores ribeirinhos, € a regido Amazonica, nela estdo inclusos o Brasil, a Colémbia e
o Peru. No Brasil, a principal regido é a Bacia Amazénica, composta pelos estados do
Amazonas e do Para. A regido é responsavel por cerca de 88% do valor exportado pelo
Brasil anualmente (ROSSONI et al., 2014; PLOEG, 2013; GADELHA, 2010; ANJOS et
al., 2009; CHAPMAN, 2000).
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A producdo brasileira de peixes ornamentais consiste em extrativismo feita por
uma cadeia de trabalhadores. A cidade de Barcelos no Amazonas tem cerca de 60% de
sua renda proveniente dessa cadeia produtiva. A extracdo é feita por pescadores
artesanais, que capturam os animais, mas geralmente ndo possuem muitos recursos para
transporte e armazenamento de qualidade. Os pescadores, passam para 0 ‘pescador
patrdo’, que possui mais condigdes e que consegue ser o intermedidrio para as
importacdes. E por ultimo, temos os distribuidores/exportadores que fazem a ligagdo com
0s compradores nacionais e internacionais (FERREIRA et al., 2020; MONTICINI, 2010;
SANTOS et al., 2010; RIBEIRO et al., 2009).

A atividade de exportacdo de espécies ornamentais no Brasil é regularizada pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
sendo a primeira regulamentacéo instituida em 1998 pela portaria n° 022/98 do IBAMA.
Portaria essa que € revista de tempos em tempos, onde a Ultima atualizacdo foi datada em
2008 na instrucdo normativa 204/2008. Dados provenientes da Coordenagdo dos
Recursos Pesqueiros do IBAMA (COREP/CGFAP/DBFLO/IBAMA, 2016) entre 0s anos
de 2006 e 2015 nos da a seguinte tabela de quantidade de peixes de agua doce exportados

pelo Brasil:

Tabela 1
ANO QUANTIDADE

2006 28 087 926
2007 27 086 888
2008 24547290
2009 20716 715
2010 15 845 311
2011 11 265 973
2012 8 155 060
2013 8 722 366
2014 7245788
2015 3012 427
TOTAL 154 685 744

FONTE: Adaptada de Ferreira et al., 2020.
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O peixe cardinal tetra, Paracheirodon axelrodi, € o mais comercializado
ornamentalmente pelo Amazonas, é responsavel por cerca de 80% das exportagdes. Outro
grupo que possui muita procura e tem um alto valor comercial para exportacéo, séo as
arraias de agua doce da familia Potamotrygonidae. Para esta familia foi necesséaria a
criacdo de cotas anuais para exportacdo, onde se prevé a protecdo das espécies, 0
equilibrio ecoldgico e a manutencédo da populacdo das arraias. Estas cotas existentes desde
2008 visam diminuir os impactos e tentar coibir a biopirataria destas espécies que muitas
vezes sao endémicas da regido amazonica. (ANJOS et al., 2009; PRANG, 2007; CHAO
etal., 2001).

2.2 Potamotrygon wallacei

As arraias sdo classificadas como peixes cartilaginosos assim como 0s tubardes
(Classe Elasmobranchii). Estes animais possuem grande diversidade de exemplares: de
gigantes maritimos (arraias manta) a ands de agua doce (arraias cururu). Com ampla
distribuicio na Ameérica do Sul e regido Amazbnica, encontramos a familia
Potamotrygonidae, com exemplares na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai
(LASSO et al., 2016).

Os géneros conhecidos desta familia sdo: Plesiotrygon, Paratrygon,
Potamotrygon e Heliotrygon. Sendo o género Potamotrygon o que possui 0 maior nimero
de espécies descritas, dentre elas estd a Potamotrygon wallacei, conhecida popularmente
como arraia cururu (CARVALHO et al., 2016; CARVALHO, LOVEJQOY, 2011).

Antes da descri¢do correta, varios nomes acabaram sendo utilizados de forma
errada para se referir a P. wallacei. Por longos anos, livros, revistas e artigos citavam-na
como Potamotrygon sp. ou como P. histrix (ou P. hystrix), como em publicacdes de
Mdiller e Henle (1836), e até em Brinn et al (2012). Mas Carvalho et al. (2003) e Rosa et
al. (2016), conseguiram delimitar que a especie P. histrix & endémica da bacia do rio
Parana-Paraguai, portanto, ndo ocorrendo na regido amazonica, regido onde P. wallacei
€ unicamente encontrada.

Carvalho e colaboradores (2016) a descreveram como uma arraia and, possuindo
em média 30 cm de didmetro quando adulta. Suas cores do dorso sdo varidveis, mas
distintas. As arraias cururus possuem dorso com fundo acastanhado, marrom, ou
acinzentado com marrom; manchas irregulares de coloracdo marrom escura ou pretas.

Por outro lado, seu ventre é branco, sendo possivel a presenca de manchas com coloracao
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marrom quando em fase adulta. Neonatos e juvenis, apresentam coloragdo mais clara do
que em fase adulta.

Fig 1. Individuo de P. wallacei.

FONTE: Karine Ariotti

A espécie P. wallacei é endémica da bacia do Rio Negro, distribuindo-se da cidade
de Santa Isabel do Rio Negro até as proximidades da capital do estado do Amazonas
(Manaus, Brasil). Elas ttm como habitat as &guas negras de pH éacido e baixos niveis de
oxigénio do Rio Negro. De habito bentbnico, sdo encontradas enterradas nas areias perto
das margens de igarapés e igap0s, que sao pequenos afluentes do Rio Negro, com aguas
escuras e com fundos arenosos e folhosos (CARVALHO et al., 2016; DUNCAN e
FERNANDES, 2010).

Fig 2. Regido do Rio Negro onde a P. wallace é endémica.
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Fonte: Adaptado de Carvalho et al., 2016.
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Animais de metabolismo lento e de alimentacdo generalista, as arraias desta
espécie se alimentam principalmente de caranguejos (Trichodactylidae), camardes
(Euryrhynchidae), libélulas (Gomphidae) e em menor quantidade, peixes teledsteos e
anelideos (SHIBUYA et al. 2020; DUNCAN et al. 2016).

2.3 TRANSPORTE DE PEIXES

2.3.1 Parametros hidricos e transporte

Ambientes aquaticos possuem parametros bidticos e abidticos necessarios para o
bem-estar dos animais que ali habitam. Entretanto quando em situacdo de transporte a
agua tende a perder sua qualidade, levando a possiveis danos fisioldgicos e até mesmo
ocasionar a morte. Sendo assim, 0s parametros abi6ticos ou quimicos de qualidade de
agua sdo verificados e analisados para monitorarmos as condi¢cdes do ambiente. A
quantidade de oxigénio dissolvido (OD), a temperatura, a aménia e o potencial
hidrogenidnico (pH), sdo exemplos de pardmetros hidricos abi6ticos amplamente
estudados. (SILVA et al., 2015; RAMIRES-DUARTE et al., 2013; HARMO, 2009; LIM
etal., 2003; TEO et al., 1989; BOWER e TURNER, 1982).

Os parametros abioticos de qualidade de agua sdo variaveis dependentes do local
em que cada espécie estda ambientada. Diferentes ambientes apresentam diferentes
caracteristicas de qualidade da agua, como as aguas do Rio Negro na Amazonia, a qual
possui pH &cido, temperatura alta, coloracdo escura e baixos niveis de OD, diferente de
aguas encontradas nos estados da regido Sul do Brasil. Além disso, um parametro esta
intimamente ligado ao outro, a amonia, por exemplo, pode alterar e ser alterada pelo pH
e a temperatura da agua. Altos niveis de ambnia podem se tornar toxicos e até letais aos
peixes de dgua doce. (OLIVEIRA et al., 2008; THURSTON et al., 1981).

Vanderzwalmen, et al. 2021, estudaram as possiveis alteracdes fisiologicas e
comportamentais nos peixes ornamentais Paracheirodon innesi, Carassius auratus e
Xiphophorus variatus, em consequéncia das mudancas na qualidade de agua nas
diferentes etapas da cadeia de transporte. Foi detectada que a qualidade da agua teve
grandes oscilacbes dos parametros, mesmo que ainda estivessem dentro dos niveis

considerados seguros, o que possivelmente foi uma fonte de estresse e mudancas ndo s6
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fisioldgicas, mas também comportamentais dos peixes, os deixando com nados erraticos
e até mordidas entre eles.

Sampaio e Freire (2016) demonstram em seus estudos que através dos parametros
quimicos podemos constatar os niveis de deterioracdo da agua no transporte de peixes.
Em transportes de curto tempo, estipulados como menor que 8h, o decréscimo do pH foi
0 parametro mais preocupante pois ndo houve tempo para o reestabelecimento de niveis
considerados bons, mas em transportes de longa distancia, estabelecido como maiores
que 8h, os niveis de aménia passaram a ser mais prejudicais por conta do deposito que
ocorre na agua ao longo das horas transportadas. Estes estudos citados, demonstram a
importancia do monitoramento da qualidade da agua, para a manutencdo da homeostasia
e bem estar dos peixes.

2.4 ESTRESSE OXIDATIVO

2.4.1 Conceito de estresse oxidativo

O conceito de estresse oxidativo foi formulado e introduzido na medicina por
Helmut Sies no ano de 1985, consistia em “um distirbio no equilibrio entre prooxidantes
e antioxidantes em favor do primeiro”. Em meados dos anos 80, o enfoque estava apenas
nos danos oxidativos nas células e nos 6rgdos. Com o passar dos anos e intensificacao
dos estudos na area, descobertas da deteccdo, regulacdo e sinalizac6es redox, a definicdo
de 1985 ficou obsoleta, tornando necessaria uma redefini¢do, o novo conceito diz que “o
estresse oxidativo consiste num desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes em favor
dos oxidantes, levando a uma interrupcdo da sinalizacdo e controle redox e/ou dano
molecular.” (SIES, 2018, 2017; JONES, 2016; SIES e CADENAS, 1985)

A tecnologia avangando com o decorrer dos anos, torna mais detalhada a definicéo
de estresse oxidativo, trazendo novas classificacbes e o tornando mais especifico. A
classificacdo atraves de escalas de intensidade é utilizada, sendo o estresse oxidativo a
nivel fisiologico denominado de eustress e o distress, onde a carga oxidativa é toxica a
nivel de danos em biomoléculas. Sendo assim, se ha uma dicotomia, onde a baixa

exposicao de células e organismos é utilizada para sinalizagdo redox abordando alvos em
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especificos, enquanto a alta exposicdo resulta em interrupcdo da sinalizacao redox e/ou

danos a alvos inespecificos (SIES, 2018).

2.4.2 Espécies reativas de oxigénio

Animais aerébios fazem a utilizacdo do oxigénio molecular (O.) para a
manutencdo de sua energia vital. As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo geradas
normalmente como parte do metabolismo celular, podendo ser utilizadas como
mediadoras de respostas biologicas como a senescéncia e a apoptose. As mitocondrias
sdo responsaveis pelo consumo de O- e pela producéo da maior parte das EROs no corpo.
Através das reducdes parciais do O. formam-se os intermediarios radicalares como o
anion superdxido (O2¢-) e a hidroxila (OH¢), ¢ espécies ndo radicalares como o peroxido
de hidrogénio (H20.) e o oxigénio singlete (10.). (WINTERBOURN, 2015;
LUSHCHAK, 2014; FRANSEN et al., 2012; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

O anion superoxido (O¢-) pode ser proveniente da reducdo do oxigénio molecular
formado durante a respiracdo na mitocondria, da atividade enzimatica da xantina oxidase,
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase, autoxidacdo de catecolaminas entre
outros. Nao é tdo reativo, mas quando combinado com H.O- tende a tornar-se mais
reativo. O radical hidroxila (OH¢) pode ser gerado através do H.O. e de reagdes como a
de Fenton, onde ¢ catalisada pelo Fe**. Possui vida média curta, mas grande reatividade,
reagindo rapidamente com moléculas ao seu redor, de aminoacidos a lipidios e proteinas.
(JONES, 2016; PISOSCHI; POP, 2015; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

O perdxido de hidrogénio (H20-) pode ser gerado pela dismutacdo do O-e-, pela
degradacdo de metabdlitos peroxissomais ou diretamente através da transferéncia de dois
elétrons de oxidases como a glicose oxidase, para 0 oxigénio molecular. E considerado
pouco reativo. J& a forma mais reativa do Oz, 0 oxigénio singlete (*O.), que possui as
ligagbes duplas como as encontradas nos &cidos graxos poliinsaturados, como alvo
principal e sua formacdo em reacOes de fotossensibilizagdo. (PISOSCHI; POP, 2015;
FRANSEN et al., 2012; ANTONENKOV et al., 2010; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2007; DIPLOCK et al., 1998).

2.4.3 Sistema de defesa antioxidante
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As EROs podem ser responsaveis por danos ao organismo, como por exemplo o
seu excesso desencadeia a lipoperoxidacdo (LPO), onde sdo formados os hidroperdxidos
de lipidios responsaveis por decompor as ligacGes duplas de acidos graxos, levando a
oxidacéo dos fosfolipidios das biomembranas alterando seu funcionamento secretor e sua
conformacao, fluida (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

O sistema antioxidante atua no organismo afim de manter os niveis fisiologicos
da EROs normais. Os antioxidantes podem ser definidos como qualquer substancia que,
quando presente em baixas concentragdes comparadas as do substrato oxidavel, tem a
capacidade de retardar ou prevenir a oxidacdo do substrato. S&o encontrados
antioxidantes enzimaticos e antioxidantes ndo-enzimaticos nos organismos, agindo
conjuntamente para a protecdo do organismo (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007).

Esse sistema age em resposta ao desafio oxidativo presente, através de uma
sinalizag&o redox capaz de ativar a expressdo génica e de combater o desafio imposto.
Dois dos principais reguladores sdo os sistemas Nrf2/Keapl e o NF-kB/IkB, que sdo
capazes de ativar enzimas de defesa e a expressao de genes de respostas inflamatdria,
imune e de fase aguda (SIES, 2018; WU et al., 2011; KOBAYASHI et al., 2002).

A primeira linha de defesa € composta por enzimas, como por exemplo da
glutationa S-transferase (GST) que é capaz de realizar a remogao catalitica do Oz'- ¢ H20x,
evitando a formagdo de mais EROs e mantendo a concentracdo aceitavel a niveis
fisiologicos. Ja o sistema de defesa ndo enzimatico é composto por moléculas que
protegem os alvos bioldgicos da oxidacao, sendo estas do proprio organismo, moléculas
exogenas, naturais ou sintéticas. Podem ser moléculas hidrossoltveis a exemplo do acido
ascorbico (AA) e podem suprimir, desativar ou eliminar as EROs (WU et al., 2020;
LIMON-PACHECO; GONSEBATT, 2009; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007;
MARTINEZ-ALVAREZ et al., 2005; SIES, 1999).

2.4.4 Sistema antioxidante da glutationa

O sistema antioxidante da glutationa é controlado pelo fator de transcri¢do
chamado fator 2 que € relacionado ao fator nuclear eritroide 2 (Nrf2), o qual é grande
responsavel pela homeostase celular. A glutationa (GSH) esta presente em todos 0s
tecidos dos mamiferos, em variadas concentragdes, tendo sua maior concentragdo

localizada no figado. E caracterizada como um tripeptidio de baixo peso molecular e com
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inimeras fungcdes em diversos processos celulares (TONELLI et al., 2018;
MUKAIGASA et al., 2012; LU, 2009).

Uma das enzimas responsaveis pela sintetizacdo da GSH € uma proteina sensivel
ao estresse oxidativo, a glutamato cisteina ligase (GCL). A GCL é composta por duas
subunidades: uma catalizadora e outra moduladora. A subunidade catalizadora (GCLc)
possui um sitio ativo responsavel pela unido do grupo amino da cisteina € o grupo -
carboxilico do glutamato; e uma subunidade moduladora (GCLm) que possui funcdo
reguladora que aumenta a eficiéncia catalitica da GCLc. A outra enzima responsavel ¢ a
glutationa sintase (GS), caracterizada como um homodimero com acéo catalisadora de
adicdo da glicina a y-glutamilcisteina formada anteriormente pela GCL (GIUSTARINI et
al., 2013; VULCANO et al., 2013; WILD et al., 1999; GAITONDE, 1957).

O Nrrf2 é responsével pela regulagdo da transcrigdo de enzimas desintoxicantes de
EROs e xenobio6ticos, incluindo algumas glutationas S- transferases (GSTs). As GSTs sdo
enzimas que usam a GSH, gerando glutationa oxidada, a qual posteriormente é reduzida
pela glutationa redutase (outro alvo da Nrf2), via dependente de NADPH, a GSH
novamente. Assim como a producdo de NADPH também é regulada pelo Nrf2 via
regulacdo positiva de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) (WU et al., 2011,
HARVEY et al., 2009; CHANAS et al., 2002; HABIG et al., 1974; GLOCK et al., 1953).

2.5 OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais (EO de essential oil) sdo substancias formadas por metabélitos
secundarios nas plantas aromaticas e odoriferas, geralmente liquidas e altamente volateis.
Sao oriundas de partes vegetais, como folhas, caules, flores, raizes, cascas, sementes,
frutas, rizomas ou até a planta inteira (HYLDGAARD et al., 2012). Segundo Rios (2016)
os EO tendem a ser incolores a amarelados em temperatura ambiente, ter odor
caracteristico e facilmente absorvido pela pele. Geralmente possuem baixa densidade e
pouca solubilidade em agua, sendo soltveis em solventes como o etanol e éter etilico.

No mundo, temos inumeras defini¢cbes de EO, mas a mais aceita e utilizada € a da
International Organization for Standardization (ISO), que definiu como “produto obtido
a partir de matéria-prima natural de origem vegetal, por destilagdo a vapor, por processos
mecanicos do epicarpo de frutas citricas, ou por destilacdo a seco, apos a separacdo da

fase aquosa - se houver - por processos fisicos ”, logo, “ o EO pode ser submetido a
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tratamentos fisicos, que ndo resultam em qualquer alteracdo significativa em sua
composi¢do . J& Sonwa (2000) resume a defini¢do dada por Schilcher, Hegnauer e Cohn-
Riechter em: “Os EO séo produtos ou misturas de produtos, que se formam no citoplasma
e estdo normalmente presentes na forma de minusculas goticulas entre as células. Sdo
volateis e aromaticos”. Sendo essa, a definicdo boténica e generalizada a inimeras
plantas, ndo exclusivamente as citricas.

Os vegetais tem seus compostos divididos em dois tipos de metabdlitos: os
primarios e o0s secundarios. Os metabolitos primarios consistem em compostos
encontrados em todas as células vegetais e importantes para o desenvolvimento dos
mesmos. Eles sdo responsaveis por funcGes vitais, como por exemplo: a fotossintese, a
assimilacdo de nutrientes, o transporte de solutos e a respiracdo. J& os metabdlitos
secundarios sao também conhecidos como ‘metabdlitos especiais’, pois sao responsaveis
pela interacdo das plantas com o ambiente ao seu redor (GOTTILIEB e BORIN, 2012;
SOUZA et al., 2010).

Os metabolitos secundarios possuem inumeras fungdes de interacdo entre planta-
ambiente. As mais conhecidas sdo: alelopatia (supressdao do crescimento das plantas
vizinhas); protegdo através da agdo toxica contra bactérias, fungos, virus, insetos e
animais herbivoros; assim como também pode atrair polinizadores especificos para a
dispersdo do pélen da planta; e por altimo, ter acbes especificas em células da propria
planta, como na resisténcia a salinidade do solo que seria altamente tdxica a vegetais nao
especializados (COELHO, 2009; PICHERSKY e GANG, 2000).

Como jé citado anteriormente os EO sdo oriundos de folhas, caules, flores, raizes,
cascas, sementes, frutas, rizomas ou até a planta inteira. Em muitas plantas eles sdo
sintetizados e armazenados em células indiferenciadas como em Lauraceae; em 6rgaos
secretores, como tricomas glandulares em Lamiaceae e Asteraceae; em ductos secretores
esquizdgenos em Myrtaceae e esquizolisigenos em Rutaceae; ou cavidades como em
Coniferas (HEINZMANN et. al., 2016; HYLDEGAARD et al., 2012).

A obtencdo dos EOs podem variar de acordo com a localizacao do 6leo na planta
e com a sua utilizacdo; podem ser feitas por: hidrodestilacdo onde o material vegetal
picado é submerso e em contato direto com &gua fervente; destilagdo a vapor na pressao
atmosférica, onde uma caldeira separada do destilador produz o vapor; destilacdo a vapor
de alta pressao; destilado condensado, onde h& mistura de agua e 6leo, e separado por

prensagem a frio; prensagem a frio, processo que esmaga mecanicamente as glandulas
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sebaceas das cascas das frutas citricas para a liberacdo do conteudo. Dentre estes, 0 mais
comum em grande escala é a destilagdo a vapor que apresenta bons rendimentos, facil
execucdo e baixo custo (HEINZMANN et. al., 2016; SELL, 2010).

Os EOs sdo misturas complexas de compostos naturais (de 20 a 200
componentes), extremamente volateis, lipofilicas, de baixo peso molecular, geralmente
odoriferas, liquidas, com aparéncia oleosa a temperatura ambiente. Apesar de muitos
componentes, sempre ha um, dois ou trés em porcentagem majoritaria e muitos deles
sendo apenas encontrados em tracos. Dentre os majoritarios mais encontrados, temos 0s
terpenoides (Fig 3) e seus derivados de baixo peso molecular. Estes compostos
representam uma ampla classe de substancias formadas pela condensacéo de diferentes
unidades de isopreno (CsHio). Os monoterpenoides e sesquiterpenoides sdo os terpenoides
que aparecem com mais frequéncia nos EOs (HEINZMANN et. al., 2016; SELL, 2010;
PASCUAL et al., 2001).

Fig 3. Terpenoides.
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Fonte: Adaptado de Essential Oils: Concept, Chapter 1 de José-Luis Rios.

A composicdo e concentracdo de EO é determinada geneticamente, mas fatores
climéticos (temperatura e umidade relativa do ar), composi¢do do solo, interagdo com
outras plantas e o ciclo vegetativo também alteram a variabilidade quimica (MORAIS,
2009; MASOTTI et al., 2003).

Os EOs podem ser considerados como os primeiros medicamentos que foram
utilizados pelo homem primitivo contra algumas doencas que os acometiam, mas até hoje
eles vem sendo amplamente utilizados na medicina popular, mas agora também s&o
inclusos nas industrias cosméticas (perfumes, sabonetes, xampus, geis de limpeza),
farmacéuticas (como excipientes e principios ativos) e alimenticias (producao de bebidas
e aromatizante de alimentos) (SANTOS, 2019; RIOS, 2016).

Inimeras atividades ja foram detectadas e muito bem estudadas: antibacteriana,
antifungica, antiviral, ansiolitica, antidepressiva, anti-inflamatéria, antioxidante.

anticarcinogénica e repelente (MALEK et al, 2021).

2.6 Lippia alba

A espécie Lippia. alba (Mill.) N. E. Brown pertence a classe Magnoliopsida,
ordem Lamiales, familia Verbenaceae e género Lippia. A familia Verbenaceae possui
cerca de 34 géneros e 1.035 espécies descritas no mundo. Espécies estas encontradas em
diversas areas do planeta: de aridas, semiaridas, a florestas tropicais Umidas e secas e a
altas e baixas altitudes. As plantas representantes desta familia tém diversos usos na
medicina popular, principalmente nos povos da América Latina; podem ser utilizados
como agentes digestivos, anti-sépticos, tratamentos de infec¢bes bacterianas como
sinusites e bronquites e de febres (CARDOSO et al. 2021; Lista da Flora do Brasil, 2020;
The Plant List, 2020).

O género Lippia possui cerca 250 espécies, sendo considerado o segundo maior
género da familia Verbenaceae. A sua distribuicdo € ampla, encontrada em paises da
América Central, América do Sul e Africa Tropical. Conhecidas popularmente na
América Latina por erva cidreira, erva-cidreira-de-campo, cidrila, cidreira-brava,
alecrim-selvagem, alecrim-do-campo, alecrim-de-tabuleiro, alecrim-pimenta, alecrim-

da-chapada, alecrim-de-serrote, falsa-melissa, salva-do-brasil, salva-limdo, salvia
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morada, carmelita, erba sagrada. Sendo estes nomes dados para vérias espécies diferentes
dentro do género Lippia, como por exemplo: Lippia alba, L. origanoides. L. sidoides, L.
gracilis, L. brasiliensis, etc. (PASCUAL et al 2001; TERBLANCHE e KORNELIUS,
1996)

Fig 4. Exemplar de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown.

Fonte:http://www.unirio.br/ccbs/ibio/herbariohuni/lippia-alba-mill-n-e-br-ex-

britton-p-wilson (Sandra Zorat Cordeiro)

A espécie L. alba € caracterizada como um subarbusto de aproximadamente 1,5
metros de altura, com morfologia variavel, espécie nativa da maioria das regifes
brasileiras. Possui ramos finos, longos e quebradigos, esbranquicados e com folhas
inteiras, opostas, de bordos serrados, com uma fina pilosidade e apice agudo. As
inflorescéncias sdo azul-arroxeadas, axilares capituliformes de eixo curto e tamanho
variavel e seus frutos séo drupas globosas de cor rseo-arroxeada. Possui crescimento em
locais variados, desde as margens de rios, lagos e lagoas, a solos arenosos. Mudancas
morfologicas, anatdmicas, fitoquimicas e genéticas podem ocorrer em fungdo dos
diferentes meios em que a espécie pode ser encontrada (STEFANINI et al., 2002;
GOMES 1993).

Por estar localizada em uma ampla area territorial da América Latina, possui
inimeros nomes populares conhecidos como ja citados anteriormente. A L. alba em
especifico, tem como nomes mais populares no Brasil, falsa-melissa, cidreira, erva-
cidreira, alecrim-selvagem, cidreira-brava, salva, salva-liméo, salva-brava, entre outros.
A familia Verbenaceae, a qual o género Lippia esta incluso, possui usos tradicionais e

comuns na medicina popular, como analgésico, antipirético, sedativo, antiespasmaodico,
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antiinflamatdrio e uso na inddstria agroquimica, por conta do seu odor aromatico e
agradavel, sendo utilizada tanto na inddstria de cosméticos, alimentos e na industria
agroquimica, onde pode atuar como inseticida e repelente (HENNEBELLE, 2008;
YAMAMOTO et al., 2006; PASCUAL et al., 2001).

Diversas dessas propriedades sdo dadas pelos compostos dos metabdlitos
secundarios dessas plantas, 0s quais sdo responsaveis pela composi¢do dos seus 6leos
essenciais (EO). O EO de L. alba € amplamente estudado no meio académico, onde foi
capaz de descrever inimeros constituintes ativos presentes, como por exemplo o0s
monoterpenoides (linalol, limoneno, geranial, entre outros) e o0s sesquiterpenoides (J3-
cariofileno, entre outros) (PASCUAL et al 2001). Estudos feitos por Souza et al, 2019
analisaram duas concentracGes de EOs de L alba com compostos majoritarios diferentes,
um do quimiotipo linalol e outro com o quimiotipo citral, como anestésicos em jundias
(Rhamdia quelen). Os dois EOs evitaram o aumento do cortisol plasmético e também
evitaram os danos lipidicos. Mas o quimiotipo linalol demonstrou ser menos danoso as
proteinas que o citral, sendo assim, 0 mais indicado anestésico nestes peixes.

O periodo de colheita das plantas para a obtencdo do EO, pode levar a termos
compostos diferentes na mesma planta. Estudos de Gomes et al, 2019 demonstraram que
0s compostos podem variar durante as estacdes, assim como em meses diferentes. EOs
de L. alba com carvona e linalol apresentaram variacdo nos metabolitos, sendo o
acetosideo o principal metabdlito detectado de julho a novembro e a tricina-7-O-
diglucuronida o principal composto nos meses restantes. Outra mudanga encontrada foi
a predominancia dos fenilpropandides no periodo de inverno e dos flavonoides no verao.

O EO de L. alba de quimiotipo linalol majoritario é encontrado em plantas
cultivadas na regido Sul do Brasil (HELDWIN, 2012). Hohlewerger, 2017, realizou um
estudo com tilapias-do-Nilo, com adicdo de EO de L. alba em sacos para transporte, onde
os niveis de glicose no plasma foram reduzidos, assim como os niveis de aménia nao-
ionizada nas aguas de transporte, ocasionando menos danos e estresse aos animais
transportados.

Azambuja et al, 2011, realizou estudos com transporte de espécies juvenis de
jundia (Rhamdia quelen), por tempos de viagem diferentes (5, 6 e 7h) com a adi¢éo de
EO de L. alba e sem adigdo nos sacos de transporte. Os resultados encontrados
demonstraram que a presenca do EO diminuiu a lipoperoxidacdo no figado e nas

branquias durante o transporte por 5h. Assim como também diminuiu a catalase, e a
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glutationa-s-transferase, medidas nos figados dos peixes transportados por 5 h. A partir
deste estudo, entdo se sugere que a presenca do EO melhorou o estado redox nos tecidos
avaliados em questdo, tanto sob hiperdxia quanto sob hipoxia gerados no transporte.



3. ARTIGO

Lippia alba essential oil improves the water quality during transport and
accelerates the recovery of cururu stingray (Potamotrygon wallacei) from the

transport-induced stress and changes in its liver antioxidant system

Artigo publicado no periédico: Aquaculture.
Acessivel online: 13 de julho de 2021 doi.org/10.1016/j.aquaculture.2021.737176

28



29

Agquaculture 545 (2021) 737176

Contents lists available at ScienceDirect

Aquaculture

EI SEVIER journal homepage: www.elseviercomiocala/aquaculiure

fi»

Lippia alba essential oil improves water quality during transport and
accelerates the recovery of Potamotrygon wallacei from the
transport-induced stress

Karine Ariotti °, Jaydione L. Marcon b, Isabela A. Finamor?, Caroline A. Bressan®,

Cristiano L. de Lima®, Carine de F. Souza®, Braulio O. Caron, Berta M. Heizmann °,
Bernardo Baldisserotto “, Maria A. Pavanato

* Departaments de Fiologia ¢ Farmocologic, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil
ARt

T Pisiolbgicas, Instituto de Cincias Biolbgicas, L Federal do Manaus, AM, Brazl
¢ insiuto Federal de Bducogoo, Oincia ¢ Tecnologia do 5, Campus Manaus Zona Leste, Manaus, AM, Brazil
de Clencias Agr e Uniy Federal de Santa Maria, Centro de Educagao Superior Norte do Rio Grande do Sul, Prederico
ch)hdm,ls,amlﬂ
al, Un le Pederal de Santa Maria, Santa Maria, RS, Brasil

ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The work i i d whether the long port could impact the water quality, the response to stress,

Cururu stingray the antioxidant defenze system in cururu stingray (Potamotygon wallacei) liver, and how a recovery procesa could

Additive affect them. Furdk it also ined the effects of the Lippia alba essential oil (EOLA) on these transport-

Annote duced changes. For this purpose, the cururu stingray (n = 30) were transported in plastic bags (from 3 to 4

. wmmmbhyh&eabmewpmedmuatloﬂﬂﬁmMannuo(Amm Brazil) to Santa

Liver Maria (Rio Grande do Sul, Brazil) for about 32 h. A set of cururu sting; led i diately at the arrival
(n= waudcondlnon,wnhnuxormthlou).Thcmmngmdwsdmhwmlmptfar.ﬁh(n—sforeuh
condition, without or with EOLA) and 48 h (n = 5 for each condition, without or with EOLA) to assess their
recovery from the tip. After it, they were thetized for blood collection, and then, euthanized for liver
removal. A set of cururu st was led before ing the P I (n = 5). Water samples were
collected during all steps for monitoring itz quality. Fintofal],wbmdu ansport was ied outin the ab
ufBOLA,nmwhedmlughuml:vehmmlmkzdwa ypergly i P ., and an impai in
the glutathi d idant system ch ized by d d toal gh b and lyti bunit of
glutamate cysteine ligase levels as well as glutathi s fe , and gh 6-phosphate-dehyd:
xmmmmﬁmmhmmwm:tlhmdmmmmmml—
ded most transport-induced changes at the arrival. Purthermore, it also helped the antioxidant system to
ihoptimxlﬁmﬂin'mdmlivua&uﬁh v, speeding up the Y P that could take more than
48 h when port wao leted in the ab of thia additive. Therefore, the addition of EOLA to the
!ranﬂponwmunlopl.ﬂnnhghly dvisable when porting cururu sti for more than 30 h.

1. Introduction including freshwater and marine species (Montcini, 2010). They

generally travel long distances, being transported in sealed plastic bags
The ornamental fish trade is immense and an important component inflated with pure oxygen and experiencing, during this process, high-
of the global industry, generating a revenue of USD 338 million in 2018 stress levels and prolonged recovery (Lim et al., 2003). Among them is

without idering the related ies (OEC, 2018). It represents Pommo(rypn wallacei (P. wallacei), also known as “cururu stingray”, an
about 2 billion ornamental live fish air-shipped worldwide every year, branch found lusively in fresh , which iz endemic to a
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small portion of the Rio Negro, a large affluent of the Rio A in
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Brazil. They are targeted by the ornamental industry primarily due to

their high level of polych ism and ic value (Carvalho et al.,
2016; Chao, 2001).
Although it is d that t t is a stressful situation for

d during this period. The animals were fed twice a day
(morning and afternoon) with fish pieces, worms, and crustaceans
during this period. After feeding, the remaining food and feces were
siphoned out. The Instituto Chico Mendes de Conservagao da Bio-
diversidade authorized thiz study (SISBIO #18285-1), which was con-

several ornamental fish species (Lim et al., 2003), it is still unl
whether it could affect the antioxidant responses in the cururu stingray
(P. wallacei) liver and how much time it would take for its total recovery.
There is only one investigation assessing the cururu stingray (Potamo-
trygon cf. histrix) responses to stress during transport, and it revealed that
thiz condition triggered an i in the corti levels over
time and also provoked osmoregulatory disturbances (Brinn et al,
2012). Based on this background, these authors alzo looked for additives
as probiotics and antibiotics to imize these chang howing that
they did not reduce the stress-related respo es and should be avoided
(Brinn et al., 2012). Thus, themua ing in ds that
could be effective in reducing transport- d stress.
Among them is the essential oil of Lippia alba (L. alba) (MilL) N.E.

(BOLA). Its addition to the transport water has been beneficial to tele-
osts, improving the water quality (Becker et al., 2012; Hohlenwerger
et al, 2017; Sena et al., 2016), stress level (Hohlenwerger et al., 2017;
Sena et al., 2016), and also their liver antioxidant responses (Azambuja
et al., 2011; Salbego et al., 2017). Nevertheless, its properties on the

)} b hs are not k atall Th , the current work aimed
to investigate whether the long transport (from M A

d d in d with the guidelines of the Comité de Etica em
Experimentagao Animal of the UFAM (CEUA/UFAM # 002/2017).

2.3. Experimental transport protocol

The experimental transport p the real ditions of
a commercial transport of the cururu stingray to international market.
Real conditions mean that these steps represent the routine procedures
involving the transportation of ornamental fish species from the ex-
porters to international dealers (importers) in USA and other countries.
The previous steps, which were described in the item above, are only
desired to make theze animals accessible to put then in the market, and,
in our case, to run the transport experiment. Therefore, for this purpose,
after the recovery period, a set of cururu stingray (n = 5) from different
tanks was sampled 5 days before starting the transport protocol to
compose the “before transport” (BT) group. On the transport day, the
remaining individuals (n = 30) were weighed and randomly distributed
in 9 closed plastic bags containing water (9 L), which were inflated with
pure oxygen at high pressure, at a load density of 50 g/L (from 3 to 4
each bag). The cururu stingray were transported inside these

Brazil to Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil) could impact the water
quality, the response to stress, the antioxidant defense system in cururu
stingray (P. wallacei) liver, and how a recovery process could affect
them. Furthermore, it also examined the effects of EOLA on these
transport-induced changes.

2. Materials and methods

2.1. Extraction of the L. alba essential oil

Lippia alba was ¢ d at the Uniw de Federal de Santa Maria
(UFSM), Centro de Educagao Superior Norte do Rio Grande do Sul,
Frederico Westphalen, Rio Grande do Sul, Brazil. The essential oil was
obtained from its fresh leaves through hydrodistillation for 3 h using a
Clevenger type apparatus as ded by the li (Europ
Pharmacopoeia, 2007).

2.2. Animals

Specimens of cururu stingray, P. wallacei (n = 35, weight = 145 + 44
g, disc width = 14.2 = 1.1 cm, mean + standard deviation) were
captured by professional fishermen in areas of flooded forest near to the
Comunidade do Daraqua, in the Mariua Arquipélago (Barcelos, Ama-
zonas, Brazil). After captured, they were immediately placed in holding

bag.-.mtheabsem:e(n- 15) or presence of EOLA at 10 pL/L (n = 15)
(Azambuja et al., 2011; Salbego et al., 2017; Sena et al., 2016), which
were placed into dardized Sty boxes for port. Then, the
bags were air-shipped from the Eduardo Gomes International Airport
(Manaus, Amazonas, Brazil) to the Salgado Filho Inter 1 Airport
(Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil), where they subsequently were
transported by road to the UFSM (Santa Maria). The total transport
duration was approximately 32 h. When at the UFSM, the animals were
taken to the Laboratorio de Fisiologia de Peixes, where all boxes were
opened to record mortality. After it, a set of cururu stingray (n = 5)
transported in the absence of EOLA and other in its presence (n = 5)
were immediately sampled to compose the “arrival without EOLA” and
“arrival with EOLA” groups. The remaining individuals transported in
theabsence ofth.lsessennalod(n_ 10) andothermnsprmnee(n—
10) were i i t ferred to 20 ‘) d tanks (40
L, initial pH 5.5, anddmlvedoxygen(DO)levels always above 5.5 mg/
L) - only one individual per tank- where they were maintained for 24 h
and 48 h to assess its recovery from the trip, thus composing the
following groups (n = 5, each group): 24 h post-transport (PT) without
EOLA, 24 h PT with EOLA, 48 h PT without EOLA, 48 h PT with EOLA. It
is essential to highlight that water samplez were collected in sterile
plastic tubes during all steps and stored at —20 °C for monitoring its
quality. At the end of each experimental stage, the cururu stingray were

ighed d with 0.2 g/L eugenol (Oliveira et al., 2012) for

anesth

boxes (a single cururu stingray each), and later transferred to 6 net tanks
(1 m*) at a load density of 0.9 g/L (5 to 6 animals, each tank). Then, the
cururu stingray were transported to the city of Barcelos. Once there, they
were transferred to 14 plastic boxes (10L) at a load density of 36 g/L
(from 2 to 3 animals, each tank) containing fresh and oxygenated water
from the Rio Negro tobe t ported by boat for d24hto M.
Finally, when in Manaus, the cururu stingray were taken to the Labo-
ratorio Experi 1 de Fisiologia e Comp de Ani
Aquaticos, at the Universidade Federal do Amazonas (UFAM), where
they were kept in continuously aerated 6 tanks (400 L) at a load density
of 2.2 g/L (5 to 6 animals, each tank, for 10-15 days for acclimation.
This acclimation interval is suitable for the stingray recovery since it is

blood collection by branchial vessel puncture using an insulin-type sy-
ringe coated with 100 BDTA,andtheneuthamzedbyrupmreofthe
neural cord for liver r 1. Blood les were p

ately, whereas liver samples were kept in sterile plasnc tubes, frozen in
liquid nitrogen, and stored at —80 °C for further analysis.

2.4. Water quality

pH was assessed through an AT-315 pH-meter (Alphakit, Flo-
riané6polis, Brazil) while the DO and P were d using a
Y5512 oxygen meter (YSI, Yellow Springs, USA). Results are expressed
as mg/L and °C, respectively. Finally, total ammonia levels were

accordance with the routine protocol used by the exporters in M:
which regularly ship these animals to the international omn. 1 fish.

d d using a ial kit (Labcom, Camborid, Brazil). Results are
exp d as mg/L.

Furthermore, previously, a similar acclimation interval was used to
acclimate other elasmobranch species before being submitted to a stress-
related procedure (Ruiz-Jarabo et al, 2019). Water quality was
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2.5. Plasma

Blood was transferred to microcentrifuge tubes and centrifuged at
2000g for 10 min at room ature to sep pl for deter-
ini 1 lani i fi (ALT), and aspartate amino-

transferase (AST).

2.6. Tissue homogenates

q

Liver homog were prep according to Giustarini et al.
(2013) for ing total glutathi and as Da Roza et al. (2019) for
quantifying ascorbic acid (AA), total antioxidant capacity (TAC),
cysteine, the catalytic subunit of glutamate cysteine ligase (GCLc),
glutathione-related enzymes, and lipid peroxidation levels.

2.7. Assays

2.7.1. Glucose and aminotransferases

Glucose levels, ALT, and AST activities were assessed using com-
mercial kits (Labtest, Lagoa Santa, Brazil). Results are expressed as mg/
dL and U/L, respectively.

2.7.2. Non-ensymatic antioxidants

Total glutathione levels were detected according to (Giustarini etal.,
2013). AA levels were measured as (Roe and Kuether, 1943). TAC was
quantified according to (Campos and Liszi, 1997). Results are expressed
as pmol/g tissue.

2.7.3. Glutathione synthesis
Cysteine level: were measured as Gaitonde (1967). Results are
expressed as pmol/g tissue. GCLe levels were detected through Western
blotting azsay. For this purpose, proteins were quantified using Pierce
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). After
it, procems (30 pg) were neparaned through electrophoresis using 12%
dodecyl sulpk poly "‘gek'l‘heywetethentnns
ferred to nitrocellul branes through a TE77 Semi-Dry Transfer
Unit (GE Healthcare, Clncago, USA) The non-specific protein-binding
sites were blocked th bation with 5% bovine serum
albumin for 1 h under aguanon at room temperature. The brane
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3. Results
3.1. Water quality

Water pH levels at arrival were higher in the group without EOLA
and lower in the EOLA group when compared to the BT group (p < 0.05).
The DO levels were lower in the EOLA group than in the group without
EOLA at arrival (p < 0.05). The water temperature was lower at arrival
in both experimental groups when compared to BT (p < 0.05). Finally,
total ammonia levels were higher at arrival in the group without EOLA
compared to the BT group (p < 0.05) and the group with EOLA (p <
0.05) (Table 1).

3.2. Glucose

Plasma glucose levels were higher at arrival in the group without
EOLA than in the BT (p < 0.05) and with EOLA at arrival groups (p <
0.05). Twenty-four hours after arrival plasma glucose levels from the
group without EOLA returned to basal values (Fig. 1).

3.3. Non-ensymatic antioxidants

Total glutathione levels were lower in the cururu stingray liver in the
groups without EOLA at arrival and 24H PT than in the BT group (p <
0.05). These levels were increased at 24H PT with EOLA and 48H
without EOLA groups compared to the BT group (p < 0.05). All groups
with EOLA (arrival, 24H PT and 48H PT) as well as the group without
EOLA 48H PT showed higher total glutathione levels than the arrival
without EOLA group (p < 0.05). These levels were also increased at 24H
PT with EOLA group compared to the arrival with EOLA (p < 0.05) and
24H PT without EOLA groups (p < 0.05). 48H PT without EOLA group
displayed higher total glutathione levels than the 24H PT without EOLA
(p < 0.05), and 48H PT with EOLA groups (p < 0.05) (Fiz. 2A).
Furthermore, AA levels were increased in 48H PT with EOLA group
compared to BT (p < 0.05), arrival and 24H PT with EOLA (p < 0.05),
and 48H PT without EOLA groups (p < 0.05) (Fig. 2B). Regarding TAC,
its levels were lower in arrival without EOLA group than in the BT group
(p < 0.05). These levels were increased in 48H PT without EOLA group

was then prepared for immunodetection usmg ann-GCl.c (Abcam,
Cambridge, UK). Bands were led th uti-
lizing Clarity™ Western ECL Blotting Substrabe (BioRad, Hercules, USA)
mmg a ChemiDoc™ XRS+ System (BioRad, Hercules, USA). Ponceau S
was lied to normalize the Its from each membrane.

2.7.4. Glutathione-related enzymes

Glutathione S-transferase (GST) activity was measured according to
Habig et al. (1974). Results are expressed as nmol/min/g tissue.
Gl 6-phosphate-dehydrogi (G6PDH) activity was detected as
Glock and McLean ( lQSo ). Results are expressed as pmol/min/g tissue.

2.7.5. Lipid peroxidation

Lipid peroxidation was d using two techniques, lipid hydro-
peroxides (LOOH) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
according to Hermes-Lima et al. (1995), to detect its initial and final
products, respectively. Results are expressed as nmol/g tissue and pmol/
g tissue, respectively.

2.8. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the zoftware Statistica™
(Statsoft, Tulsa, USA). Levene’s test was used to evaluate data homo-
geneity. The data were compared through two-way ANOVA followed by
the Tukey-Kramer multiple parisons test. Results are reported as
mean + standard error and the differences were considered significant at
p < 0.05.

d to the arrival without EOLA group (p < 0.05) (Fig. 2C).
3.4, Glutathione synthesis

Cysteine levels were higher in the cururu stingray liver in all groups
with BOLA (arrival, 24H PT and 48H PT) as well as the groups without
EOLA 24H PT and 48H PT than in the BT (p < 0.05) and arrival without
EOLA groups (p < 0.05) (Fig. 3A). Moreover, GCLc levels were decreased
in all groups when compared to the BT group (p < 0.05). These levels
were higher in all groups with BOLA (arrival, 24H PT and 48H PT) than
in their respective groups without the EOLA (p < 0.05). They were also
increased at 48H PT with EOLA group compared to the arrival without

Table 1
Water quality before and after the port of cururu stingray (P. wallacei) in the
absence or presence of the EOLA.
pH DO (mg/ Temperature Total ammonia
L ©C) (mg/L)
BT 572+ 7.66% 265+ 0.04 0.0068 = 0.001
0.08 0.01
Arrival without 603 % 847 % 234 % 002 1.729 £ 0.047*
BOLA 0.04* 0.058
Arrival with 4568 = 7.02% 2424 0.08%* 0.021 % 0.006*
BOLA 0.08%* 0.50*
Regults are expressed 3o mean + dard error. The 1 difference is

indicated az follows: * p < 0.05 verous BT, p<005venuldwmpecmwup
ithout EOLA. Abbrevi BT, before part; DO, dissol vgen;
EOLA, ewmential oil of L. alba.
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Fig. 1. Glucose levels in the plasma of cururu stingray (P. wallacei) before and

after its in the ab orp of the EOLA: the properties of the
pont-:ranq)onmwuy Randnmupte-ednmuimndudenw The
io i d =z foll * p < 0.05 versua BT, * p < 0.05

versus the respective group without EOLA, * p < 0.05 versun arrival without
EOLA. Abbreviationa: BT, before transport; EOLA, essential oil of L. alba.

(p < 0.05) and with EOLA (p < 0.05), and 24H PT with EOLA groups (p
< 0.05) (Fig. 2B).

3.5. Glutathione-related ensymes

GST activity was higher in the cururu stingray liver in the group
without BEOLA at arrival than in the BT group (p < 0.05). This activity
was increased at 48H PT with EOLA group when compared to the group
without EOLA at arrival (p < 0.05) (Fig. 4). Furthermore, G6PDH ac-
tivity was lower in all groups without EOLA (arrival, 24H PT and 48H
PT) as well as the groups with EOLA at arrival and 24H PT than in the BT
group (p < 0.05). This activity was increased at arrival with EOLA and
48H PT without EOLA groups when compared to the arrival without
EOLA group (p < 0.05). GP6PDH activity was also higher at 24H PT with
EOLA group than in the arrival with EOLA group (p < 0.05) and at 48H
PT without EOLA group than in the 24H PT without EOLA group (p <
0.05). 48H PT with BOLA group displayed increased G6PDH activity
when compared to 24H PT with EOLA (p < 0.05) and 48H PT without
EOLA groups (p < 0.05) (Fig. 4B).

3.6. Liver injury
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were d all groups d to the arrival without EOLA group
(p < 0.05). The data are illustrated in Table 2. LOOH (Fig. 5A), and
TBARS (Fig. 5B) levels were higher in the cururu stingray liver in the
group without EOLA at arrival than in the BT group (p < 0.05). More-
over, LOOH were decreased in all groups compared to the arrival
without BOLA group (p < 0.05) (Fig. 5A). TBARS levels, in turn, were
higher in the 48H PT without EOLA group than in BT (p < 0.05) and 24H
PT without EOLA groups (p < 0.05) (Fig. 5B). Thesze levels were
decreased in all groups with EOLA (arrival, 24H PT and 48H PT) as well
as in the group with BOLA at 24H PT when compared to the arrival
without EOLA group (p < 0.05) (Fig. 5B).

4. Discussion

Live fish transport is recognized as a major source of stress leading to
poor welfare and mortality within the ornamental fish industry (Van-
derzwalmen et al, 2019). Studies involving port have p. d out
that the most crucial water markers to manage are DO, temperature, pH,
and ammonia (Becker et al, 2012; Boaventura et al, 202%; Brinn et al.,
2012; Hohlenwerger et al, 2017; Refaey and Li, 2018; Saccol et al.,
2018; Sena et al., 2016). However, it is unknown how tolerant cururu
stingray would be to changes in these biomarkers. What it iz known is
that the cardinal tetra (Paracheirodon axelrodi), a famous Amazonian
or 1 fish abund, in the middle Rio Negro basin, Amazonas,
Brazil, is tolerant to a wide range pH (from 2.9 to 8.8), high water
temperature (33.3 °C), and high total ammonia levels (23.7 mg/L), but
not to temperature below 19.6 °C, which could compromise its survival
during long shipment abroad (de Oliveira et al., 2008).

Bazed on these data, it seems that all the water quality markers
analyzed by the current research are within the tolerable levels by
Amazonian species, not only after transport but also during recovery.
Furthermore, it is worth mentioning that although no mortality was seen
through this study, changes in these biomarkers, including higher pH,
total ammonia, and lower temperature levels, were detected after
transport. Among them, ammonia accumulation deserves more atten-
tion during water quality monitoring due to its toxic effects on fish
(Gomes et al., 2009). Likewise, Brinn et al (2012) reported that the
transport of cururu stingray from Barcelos to Manaus, Amazonas, Brazil,
during 24 h also occasioned changes in water quality, including the
increase in the pH (from 4.1 to 6.6) and total ammonia levels (about 3
mg/L), due to high ammonia excretion rate from this fish species,
culminating in stress reflected by high corticosterone levels in its blood
according to boat transport duration.

B, z s Diverse studies have sh thatthei inpl glucose levels
Plasma ALT and AST activities were higher at arrival in the group is a good stress indi during transport, being a £ for
without EOLA than in the BT group (p < 0.05). Moreover, both activities
A Total glutatho:me B AA i ¢ TAC
20 ¥ 10 . 200
As ARD
15 e g 150
3 = g E
3 L 2 s ]
10 : = = 100
g B £
S N . * 50
alm '
P - - v
BT Arrwal 24H PT 48K PT BT el 28H PT 48H PT ar Ardval 244 P71 38H FT
[T 8T EH without EOLA [ With EOLA

Fig. 2. Total glutathione (A), AA (B), and TAC levels (C) in the liver of cururu stingray (P. wallacei) before and after its P

of the

P pos! P

EOLA: the p

in the ab or p

of the

v. Results are expressed 3o mean + standard error. The statistical difference iz indicated as follows: * p < 0.05

wveroua BT, * p < 0.05 versus the respective group without EOLA, * p < 0.05 versus arrival without EOLA, * p < 0.05 versus arrival with EOLA, © p < 0.05 versus 24H
PT without EOLA, © p < 0.05 versus 24H PT with EOLA. Abbreviations: AA, ascorbic acid; BT, before transport; EOLA, essential oil of L. alba; PT, poat-transport; TAC,

total antioxidant capacity.
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teleost fish (Boaventura et al., 2021; Refaey and Li, 2018; Saccol et al,,
2018). However, as a previous investigation, cururu stingray did not
trigger a typical teleost hyperglycemic reaction to stress, being corti-

ized as a more reliable alternative of stress indicator for

6-ohoeoh dehd.
¥

asT,

observed that plasma glucose levels are about 1.6-fold higher after a
long-time transport, returning to their basal levels after 24 h recovery.
Thus, it seems that hyperglycemia could also be considered other
alnemznvemarkerforsmdmng transport in cururu stingray when 1-
o hyd is not available.

this elasmobranch species (Brinn et al, 2012); although itis k m that
1-a hydroxycorticosterone is the main stress-related corti id
hormone found in elasmobranch (Anderson, 2012). Recently, Ruiz-
Jarabo etal (2019) revealed, for the first time, the glucocorticoid action
of 1-a hydroxycorticosterone in elasmobranchs, identifying that, in
response to an acute challenging situation, l.tus hormone is responsible
for increasing glycolysis and gh P vs to fuel gl

levels in enengy—demandmg tissues of camhark (Scyliorhinus cammla) as
white , liver, and pl Although the current research did not
evaluate the 1-a hydroxycorti or corti levels, it was

To thebestofourknowledse this is the first report showing part of
the antioxidant defense system of cururu stingray. Also, for the first
time, this study led that the port of this species for approxi-
mately 32 h impairs the antioxidant responze in its liver, thus, causing
injury, being essentially an adaptive process that could take more than
48 h for its total recovery. The liver was chosen as a target of this
investigation because previous studies have shown that its antioxidant
response is affected in different fish species during transport (Azambuia
et al,, 2011; Boaventura et al., 2021; Du et al, 2016). Moreover, it is
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Table 2
Aminotransferases activities in the plasma of cururu stingray (P. wallacei) before

and after ita in the ab orpg of the EOLA: the properties of
the post-transport recovery.
ALT (U/L) AST (U/L)
BT 58%210 19.0x 6.68
Arrival without EOLA 20.3% 3.88* §5.5% 9.01*
Arrival with BOLA 1044 1.71° 37.3+ 5717
24H PT without EOLA 6.6 = 1.43° 243+ 5624
24H PT with EOLA 2.8 £ 0.74% 243+ 1.88%
48H PT without EOLA 2.7 + 0.56 2154 1.954
4B8H PT with EOLA 1.7 £ 0.234 303+ 4744
Results are exp d as mean dard error. The 1 difference io

indicated az follows: * p < 0.05 versua BT, ¥ p < 0.05 versus the respective group
without EOLA, ® p < 0.05 versus arrival without EOLA. Abt 3 ALT,
Lani i £ ASBT, asp i fe BT, before trans-
port; EOLA, escential oil of L alba; PT, post-transport.

known that freshwater stingray (Potamotrygon spp.) possesses a physi-
ologically fatty liver (Oguri, 1905), which could be more susceptible to
lipid peroxidation since several studies have repomed that an excessive
fat deposition in the fish liver can prod an deq antioxid.

response (Li er al, 2020; Tao er al.. 2018). Indeed, a previous investi-
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cysteine, the rate-limiting step in the GSH synthesis (Wild et al., 1969).
Thus, the current investigation, through evaluating this Nrf2 target,
supports the first evidence that transport triggers total glutathione
depletion in the stingray liver due to an impairment in its synthesis,
since although it did not p any change in cy levels, it
affected GCLc expression, diminishing it, as shown by Western Blot
analysis. Furthermore, total glutathione depletion seems to be respon-
sible for decreasing TAC amounts since this method estimates total non-
enzymatic antioxidants' potential to counteract oxidative stress-induced
cell injury (Apak et al, 2016), and AA levels were unchanged in the
stingray liver after transp , it is still 1 hether this
stressful situation could influence glutadnone redox status; thus, it
would be an i ting point to explore in future work.

Besides GSH synthesis, Nri‘2 also regulates the transcription of
numerous ROS- and bi d ifying including several
GSTs (Chanas et al., 2002). These enzymes use GSH, thus generating
oxidized glutathione, which is, in turn, reduced back to GSH by gluta-
thione reductase, another Nrf2 target, in an NADPH-dependent manner
(Harvey et al., 2009). Lik e, NADPH prod is also supported by
Nrf2 via G6PDH upregulation (Wu et al | 2011). Our group's previous

h sh d that the t t of silver catfish (Rhamdia quelen), a
ﬁeshwzterteleost,dmnnbedtheGSTacuwtymmhvermaume-

t H

gation revealed that elasmobranchs and other fish species exhibit about
2-fold higher lipid peroxidation levels in their liver measured as
malondialdehyde/TBARS than mammals (Wilhelm Filho and Boveris,
1993).

Antioxid. includi y and di atic vita-
mins as AA, and low—molecu]ar weight thiols as reduced glutathione

being affected especially after longer transport pe-
nods (7 h) (Azambuja et al., 2011). Moreover, it was reported that a
different challenging situation, the air exposure, inhibited the G6PDH
activity in the catshark liver (Ruiz-Jarabo et al., 2019).

This study exhibited that cururu stingray transport leads to a decline
in the activity of both glutathione-related enzymes, GST and G6PDH,

(GSH), are the most important non-enzymatic end defe sys-
tems in fish, including elasmobranchs (Lopez-Cruz et al., 2012). Elas-
mobranchs possess higher GSH levels in the blood than teleosts
(Rudneva, 1997); nevertheless, the impact of the long-term transport on
these levels in the fish liver is still unknown. The glutathione antioxidant
system is controlled by a transcription factor called nuclear factor E2-
related factor 2 (Nrf2), which plays an essential role in cell redox ho-
meostasis (Tonelli et al., 2012). It has been described that Nrf2 deletion
provoked marked oxidative stress and fibrosis in the mice liver (Duarte
ecal, 2017; Sugimoto et al., 2010). This pathway is also characterized in
teleost fish, most notably in zebrafish (Danio rerio) (Kobayvashi et al.,
2002; Mukaigaza et al., 2012), and, more recently, in Coho salmon
(Oncorhynchus kisutch) (Ramsden and Gallagher, 2016).

It is widely recognized that Nrf2 tightly regulates GSH levels by
directly controlling GCLe, which catalyzes glutamate reaction with

attributing such changes perhaps to the oxidative stress-induced Nrf2
deficiency, since initial and final lipid peroxidation products were found
at least 2.5-fold higher after u leading to a liver injury, also seen
through the activities of A dingly, Du et al

(2016) sh d that the t of tapertail anchovy (Coilia nasus), a
marine anadromous teleost, for at least 4 h induced lipid peroxidation
and changes in the first line of enzymatic antioxidant defense in its liver,
like superoxide dismutase (SOD), catalase, and glutathione peroxidase
(GPx), being the last one also an Nrf2 target. Likewise, Boaventura et al.
(2021) evid d that the p a (Lophiosilurus alexandri) transport for
4hopr d liver lipid p ion and SOD deficiency. It was linked
to low water quality, characterized mainly by high total ammonia levels
(approximately 3.5 mg/L). Regarding ammonia toxicity, it was shown
that the exposure of yellow catfish (Pelteobagrus fulvidraco) to total
ammonia at 5.7 mg/L triggered liver oxidative stress, being high total

A LOOH TBARS
600+ 81
*

$ 4004 N
= =

) oo 4+
3 3
E 200- . g

A A 21

E| i A . |:j_j
ol i o
BT  Anmival 24HPT 48H PT BT Arrival 24H PT 48H PT
BT W Without EOLA B8 With EOLA
Fig. 5. wOH(A)deBARSIevdl(B)indaglivuofmmmnﬁnmy(ﬂwﬂmbeﬁmmdaﬁuxh in the ab orp ofd:e!OLA.&mplvpuuu

of the poat-tranzport recovery. Results are d ac mean + dard error. The 1 difference iz indicated az follows: * p<005vennnBT p < 0.05
versua the respective group without EOLA, * p < 0.05 versus arrival without EOLA, © p<005vemn24HPT ithout EOLA. Abb BT, before transport;
EOLA, essential oil of L alba; LOOH, lipid hydrop ides; PT, p port; TBARS, thiobarbituric acid \.
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ammonia levels detected in this organ after 3 h, reaching its peakat 12 h
(Li et al |, 2016). Additionally, Yu et al (2020) reported that Rhyncho-
cypris lagowski, another teleost species, challenged with ammonia at 6.0
mg/L exhibited high nuclear factor kappa B (Nfkb) and low Nrf2 levels
associated with a diminished expressmn of their target genes involved in
the antioxidant resp , i ig 1, Gpx1, and Gele.
Hence, it looks like that, in this study, total ammonia could also be the
main factor responsible for transport-induced oxidative stress in the
cururu stingray liver.

Next, the current investigation chose to evaluate whether recovery
for up to 48 h should be sufficient to improve the antioxidant responses
in the cururu stingray liver, and it seems that more than a 48 h adaptive
process is required to reestablish all of them to the basal levels, espe-
cially for GCLe and G6PDH. Maltez et al. (2017) reported that the
exposure of Brazilian flounder (Paralichthys orbignyanus) to 0.57 mg/L
NH3-N (. i ation as ) for 10 days triggered lipid
peroxidation in its liver, and a 10 day-recovery in ammomz—fme water
was not enough to restore it. Furthermore, it is worth ioning that,
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are found 4.8-fold lower. Besides, by improving water quality, the EOLA
reduces the stress during transport, as can be zeen through the glucose
levels in the cururu stingray plasma, which were returned to the basal
amounts at the arrival and 48 h post-transport. Hohlenwerger et al.
(’_‘0171, on the other hand, achieved the same protective response
g the tr induced stress in Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
only using the BOLA at higher concentration (20 pL/L), indicating a
pecies-specific r Further studies would also be essential to
elucidate how the EOLA could impact the glucose levels in cururu
stingray plasma; thus, deeermxmng plaxma 1-a hydroxycorticosterone
levels, glycolysis, and g g pathways in le, liver, and
plasma, would be a good start.
Furthermore, the addition of EOLA with the linalool chemotype, at
10 pL/L, to water during transport has been considered useful for acti-
vating the first line of enzymatic antioxidant defense, including SOD and
catalase (Azambuja et al., 2011), and also increasing total glutathione
levels (Salbego et al, 2017), and the activity of a known GSH-related
yme, the GST (Azambuja et al., 2011; Salbego et al, 2017), thus,

although in the present research, the total glutathione levels were
markedly increased after 48 h v, it could arise in the
amounts of its oxidized form since thiz measure corresponds to the
quantification of its total levels, including oxidized and reduced gluta-
thione. This assumption is based on the fact that the two Nrf2 targets
involved in GSH synthesis and regeneration, GCLc and G6PDH,
respectively, did not recover their optimal functions after 48 h recovery,
culminating, then, in the formation of lipid peroxidation products.
Future works will be fundamental to address this point.

Brinn et al. (2012), when searching for compounds that could reduce
stress during cururu stingray transport, have indi d that probiotic
and antibiotics should be avoided in this situation since they did not
prevent the increase in plasma corticosterone and also the osmoregu-
latory disturbances. Essential oils stand out in this context since they are

idered good stress-red g agents for fish aquaculture procedures
as transport (de Souza et al, 2019). Among them is the EOLA. This
essential oil has been extensively studied in the last decade, showing

reducing the lipid peroxidation levels in the silver catfish liver (Azam-
buja et al., 2011; Salbego et al, 2017). Indeed, linalool has been
patop mp d since it ded mice agai

the liver injury in a d depend by ind g the antioxid:
system via Nrf2 activation and reducing inflammatory response via NF-
xB inhibition (Li et al., 2014). The current investigation reported that
when the transport was carried out in the presence of the EOLA, it
perhaps has triggered Nrf2 activation in the cururu stingray liver at its
arrival, thus, reducing lipid peroxidation by stimulating the GSH-
dependent antioxidant response not only through increasing cysteine
levels and, consequently, total glutathione synthesis via GCle up-
regulation, but also by maintaining glutathione in its reduced state via
G6PDH induction. Additionally, the antioxidant resp pattern seen
fordlecumrusnngrayhmatnsarﬂvalinﬂmpusence of EOLA is
similar to that detected after 48 h recovery, where the fish transported
with this essential oil exhibited optimal values for all antioxidant eval-
uated in their liver, including GST activity, AA levels, and TAC amounts.

:darad 3 h Aafe
a

ive

beneficial effects during transport by p: ting the d dation of
water quality (Becker et al,, 2012; Hohlenwerger et al, 2017; Sena etal,
2016), stress (Hohlenwerger et al., 2017; Sena et al., 2016), osmoreg-
ulatory disturbances (Becker et al.. 2012), and also improving the liver
antioxidant response in teleost fish (Azambuja et al., 2011; Salbego
etal., 2017). However, its properties on the el b hs are unl

at all. Thus, the current rezearch is the first evidence exhibiting that the
addition of the EOLA during the transport improves the water quality,
prevents the stress, and avoids most ch in the antioxid, in
the cururu stingray liver at its arrival, and, especially, after 48 h re-
covery, thus speeding up the recovery process that could take more than
48 h when the transport is carried out in the absence of this additive. Itis
esgsential to highlight that the cururu stingray antioxidant system
recovered its optimal liver function only after 48 h recovery when

port was pleted in the pr of BOLA.

First of all, the EOLA concentration used in this study (10 pL/L) is
widely recognized for inducing slight sedation in fish during transport
(Azambuja et al., 2011; Becker et al,, 2012; Sena et al, 2016), which is
highly desirable to prevent or reduce stress in this condition (de Souza
et al, 2019). As stated by Becker et al. (2012), the EOLA, at this con-

ion, app ly can d the metabolic rate in teleost fish
because it reduced the ventilatory frequency, net ion loss, and total
ammonia excretion after 4 h-transport. Moreover, it was shown that the
EOLA at 10 pL/L enhanced not only the water quality during 8 h-
transport by decreasing total and non-ionized ammonia levels (Hoh-
lenwerger et al., 2017; Sena et al., 2016), but also the stress response
through diminishing the cortisol levels in tambacu (Piaractus meso-
potamicus x Col macrop ) pl (Sena et al., 2016).
Accordingly, the current investigation dlsplayed that the BOLA con-
tributes to water quality maintenance during transport of cururu sting-
ray by di ing total ia levels at the arrival, where its values

R ly, Wu et al. (2020) have pomt:ed out the important role of AA
during =i d transport in red g the stress resp , improving
the innate immune activity, and ensmng the higher survival rate to the
tiger grouper (Epinephely f ). Different from the teleost fish,
the el b hs, incl the Am ian fresh stingray,
Potamotrygon sp. ('Fncalo::: .md Allen, 2001), and the freshwater Asian
white-rimmed stingray, Himantura signifer (Wong et al.. 2013), synthe-
tize AA from the glucose in the renal tissue. Thus, it seems that the EOLA
could help to mobilize at least a part of the AA to the liver, thus
contributing to the overall recovery of this tissue from the damage.

Th , it can be luded that the addition of EOLA to the
transport water at 10 pL/L is highly advisable when transporting cururu
stingray for more than 30 h since it reduces total ammonia levels,
improving water quality; decreases its hyperglycemic response, pre-
venting stress; and, finally, reestablishes most changes in the GSH-
related antioxidant system in its liver, avoiding enhanced (or further)
lipid peroxidation at its arrival and, mostly, after 48 h recovery, thus
speeding up the recovery process that could take more than 48 h in the
absence of this additive.
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4. CONCLUSOES

A adicdo do 6leo essencial de Lippia alba a agua de transporte das arraias cururu
(Potamotrygon wallacei), na propor¢do de 10 uL/L foi benéfica a espécie em transporte
por mais de 30h. Os beneficios foram detectados tanto nos parametros de qualidade de
agua estudados, como no tecido de figado onde foram feitas as analises dos parametros
oxidativos. Na &gua de transporte houve a reducdo dos niveis totais de amonia,
diminuindo o potencial ambiente estressor por sua grande quantidade. Ja o efeito benéfico
em tecido de figado, foi detectado durante o periodo de recuperacdo das arraias pos
transporte, onde a peroxidacdo lipidica foi diminuida e a resposta antioxidante foi
positiva, como por exemplo a atividade de GST, os niveis de AA e os valores de TAC
que foram reestabelecidas perto de niveis basais. Sendo assim, a adi¢do do 6leo essencial
de Lippia alba a 4gua de transporte é uma alternativa eficaz, de facil manipulacdo e com
grande rendimento tanto para pequenos pescadores ribeirinhos, como para grandes
empresas transportadoras, pois agiliza o processo de recuperacdo da arraia cururu pos
transporte que poderia durar mais de 48h, minimiza os danos causados pelas longas horas

enfrentadas e principalmente reduz possiveis 0bitos destes animais.
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