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RESUMO:

Este estudo utilizou o 6leo essencial de Lippia alba como sedativo para transporte de
arraias juvenis da espécie Potamotrygon wallacei (arraia cururu), por um periodo de
24h. Para estabelecer a concentracéo ideal, utilizou-se concentragcdes crescentes de
5, 10 e 15uL.L! da substancia em duas etapas experimentais. Na primeira avaliou-se
o comportamento dos animais expostos, e na seguinte a identificacdo das possiveis
alteracdes fisiologicas e da morfologia das branquias. Para a avaliagdo de
comportamento em cada tratamento, seis individuos foram acondicionados em sacos
abertos individualmente contendo 16L de agua providos de aeragao constante. Foram
avaliadas, em intervalos de quatro horas (0, 4, 8, 12, 16 e 24h), a frequéncia
espiracular, atividade de reflexo e a capacidade de nado de cada animal. A
concentragdo 5uL.L"' pouco alterou a atividade dos animais, sendo esta descartada
para a 22 etapa. As demais concentragdes (10 e 15uL.L™") promoveram nos individuos,
estagios de sedacio leve e profunda, respectivamente, sendo que a de 15uL.L"
causou um o6bito nas ultimas quatro horas de experimento. Na segunda etapa foram
avaliados os parametros hematologicos, os metabdlitos plasmaticos e eventuais
alteragcdes na histologia das branquias apds 24h de exposigdo. Os parametros
hematoldgicos em ambas as concentragbes nao diferiram do grupo pré-exposicao,
assim como os metabdlitos plasmaticos, com excecdo do lactato, que foi
significativamente menor na concentragido de 15uL.L-". Na histologia, as alteragbes
observadas foram semelhantes em ambas concentracbes testadas, sendo estas
reversiveis, com identificacao de discreta hiperplasia e hipertrofia das células epiteliais
e de cloreto. Além disso, ndo houve 6bito nesta etapa. Com isso, pela auséncia de
mortalidade, coadjuvante ao potencial sedativo e auséncia de lesdes irreversiveis no
aparato branquial dos animais, a concentragdo de 10uL.L"' demonstrou ser a mais

adequada para o transporte de individuos da arraia cururu por periodos de 12 h.

Palavras-chave: Estresse. Lippia alba. Potamotrygon wallacei. Protocolo. Transporte



ABSTRACT:

This study used the essential oil of Lippia alba as a sedative to transport juvenile
stingrays of the species Potamotrygon wallacei (cururu stingray), for a period of 24h.
To establish the ideal concentration, increasing doses of 5, 10 and 15uL.L" of the
substance were used in two experimental steps. In the first, the behavior of the
exposed animals was evaluated, and in the next, the identification of possible
physiological changes and gill morphology. For the assessment of behavior in each
treatment, six individuals were individually opened open bags containing 1 L of water
provided with constant aeration. At four-hour intervals (0, 4, 8, 12, 16 and 24h), the
spirarular frequency, reflex activity and swimming capacity of each animal were
evaluated. The concentration 5uL.L™" did little to change the animals' activity, which
was discarded for the 2nd stage. The other concentrations (10 and 15uL.L") promoted
stages of light and deep sedation in individuals, respectively, with the 15uL.L-" causing
death in the last four hours of the experiment. In the second stage, hematological
parameters, plasma metabolites and possible changes in the histology of the gills were
evaluated after 24h of exposure. The hematological parameters at both concentrations
did not differ from the pre-exposure group, as did the plasma metabolites, with the
exception of lactate, which was significantly lower at the concentration of 15uL.L™". In
histology, the changes observed were similar in both concentrations tested, which are
reversible, with identification of mild hyperplasia and hypertrophy of epithelial cells and
chloride. In addition, there was no death at this stage. Thus, due to the absence of
mortality, in addition to the sedative potential and the absence of irreversible lesions in
the animals' gill apparatus, the concentration of 10uL.L-" proved to be the most suitable

for the transport of individuals from the stingray for periods of 24h.

Keywords: Stress. Lippia alba. Potamotrygon wallacei. Protocol. Transport
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1 INTRODUGAO

A pesca de arraias para fins ornamentais € uma das modalidades
predominantes na regiao do médio Rio Negro, sendo a principal fonte de renda de 10
mil familias nos ultimos anos. Entre os anos de 2002 e 2003, foram comercializadas
25.298 arraias de interesse ornamental (ANJOS et al., 2009; DUNCA et al., 2010).

O grupo de maior interesse comercial pertence a familia Potamotrygonidae, e
esta é composta por 5 géneros e 37 espécies descritas. As espécies de maior
relevancia no comércio de arraias pertencem ao género Potamotrygon, sendo elas
Potamotrygon wallacei, P. orbignyi, P. schoederi, P. leopoldi, P. henlei (CHARVET-
ALMEIDA et al., 2002; CARVALHO et al., 2016).

Conhecida como arraia cururu (Figura 1), P. wallacei foi descrita pela primeira
vez por Alfred Wallace Russel em uma de suas expedigdes no Rio Negro, préximo ao
municipio de Barcelos, entre os anos de 1850 e 1852. E uma espécie endémica na
bacia do médio Rio Negro podendo ser encontrada desde o municipio de Santa Isabel
do Rio Negro até o Rio Cueiras, no municipio de Maués (CARVALHO et al., 2016).

Figura 1. Exemplar de P. wallacei. Fonte: Arquivo Pessoal.

Dona de uma beleza unica, porte pequeno (31cm de largura maxima de disco),
peso de um pouco mais que 1,5kg e possuidora de capacidade e resisténcia de
sobrevida a baixos niveis de oxigénio dissolvido na agua, deram a ela prestigio e
interesse comercial no cenario da aquariofilia mundial (CARVALO et al., 2016;
DUNCAN et al., 2016).

Os individuos dessa espécie exploram diversos habitats (Figura 2) como

florestas inundadas, igarapés, lagos e areas de praia. Sao facilmente encontradas



12

entre folhigos e regides areno-argilosas, onde os parametros fisico-quimicos da agua
sdo caracterizados como acida (pH entre 4 e 6), pobres em ions e concentragéo de
oxigénio 2 e 4mg.L"", condutividade elétrica entre 7-20uS.cm-! e temperatura entre 27
e 30°C (CARVALHO et al., 2016; DUNCAN et al., 2016).

Figura 2. Ambientes explorados pela arraia cururu: ambiente de
floresta alagada (igapd), nos meses de cheia (a) e de seca (b) e
substrato com deposi¢gdo de folhicos (c) e fundo arenoso (d)
ocupados pela arraia cururu no Rio Negro, Amazonas. Fonte:
DUNCAN et al., 2016.

E uma espécie de topo de cadeia alimentar, tendo como principal fonte de
nutrientes crustaceos, insetos, moluscos e pequenos peixes. E dotada de ferrdo que
possui toxinas causadoras de processo inflamatério agudo e extrema dor aguda,
conferindo perigo a pescadores e manipuladores (SHIBUYA et al., 2009; CARVALHO
et al., 2016).

Devido ao interesse comercial por aquaristas ao redor do mundo, ela esta
exposta a situagbes estressoras ao longo do processo de transporte local e
exportagao (DUNCAN et al., 2016; BRINN et al., 2012).

O prolongamento da percepcao de fatores estressantes pode acarretar no
comprometimento das fungdes organicas, perda de apetite, acidentes, diminuicdo do
crescimento e em casos extremos na morte do animal (DINIZ e HONORATO, 2012).
Neste contexto, as substancias com propriedades anestésicas e sedativas sdo de
extrema utilidade, quando o objetivo se trata de diminui¢do dos fatores estressantes
em peixes (SOUZA et al., 2019).
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A principal via de administragdo de substincias anestésicas em peixes é
inalatdria, sendo através da diluigdo em agua, e devido a isso a principal propriedade
procurada nos anestésicos utilizados na aquicultura é a solubilidade em agua
(MARTINS et al., 2019). Outras vias podem ser utilizadas, como intramuscular, sendo
eleitos os medicamentos como cetamina, tiletamina em associacdo com zolazepam
que ja foram testadas em espécies de elasmobranquios marinhos, porém devido aos
riscos da contencéo fisica, a preferéncia € pela via inalatéria (MYLNICZENCO et al.,
2014; LECU et al., 2017).

Dentre os farmacos mais utilizados no Brasil, encontram-se a benzocaina, o
fenoxietanol, a quinaldina e a tricainametanosulfonato (MS-222). As desvantagens na
utilizacdo destes produtos estdo relacionadas com o custo elevado na obtencéo,
alteracgdes nos parametros fisico-quimicos da agua, ser irritante a mucosa dos peixes,
assim como a dos tratadores, podendo acarretar danos irreversiveis as branquias dos
animais, mucosa oral e ocular (ROUBACH et. al, 2001; POSNER et al., 2013).

Com o intuito de diminuir os custos e mitigar os efeitos adversos da utilizagdo
de farmacos comumente usados, o uso de fitoterapicos é promissor dentro da
aquicultura para controle de estresse (SOUZA et al., 2019). Dentro desse grupo, o
O0leo essencial de cravo da india, Syzygium aromaticum, também conhecido
comercialmente como Eugenol € amplamente utilizado e ha relatos de seu uso em
elasmobranquios em territério nacional, como em procedimento anestésico para
corregéo de parto distocico em arraia-ticonha, Rhinoptera bonasus (CAVALCANTE et
al., 2016).

Esse farmaco, em individuos de P. wallacei, pode causar lesdbes como
desprendimento de muco e corrosdo das bordas do disco, sendo estas relacionadas
com a concentragao e o tempo de exposic¢ao, situagdo ilustrada na Figura 3 (LIMA,
2018). Ha relato de lesdo semelhante em arraia viola do focinho curto, Zapteryx
brevirostris, que quando foi submetida a anestesia com Eugenol, na concentracéo de
50mg.L", teve seus claspers (6rgéo copulatorio semelhante ao pénis dos mamiferos)
corroidos (WOSNICK et al., 2017).
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Figura 3. Corrosdo de borda de disco, setas vermelhas, em individuo
submetido a procedimento anestésico com oléo essencial de cravo da
india, Eugenol, na concentragio de 200mg.L". Fonte: Arquivo Pessoal.

O oleo essencial de erva-cidreira, Lippia alba, € outro fitoterapico em emergente
uso, tendo como principais caracteristicas propriedades anti-inflamatérias, sedativas,
anti-espasmoliticas e analgésicas (BIASI e COSTA, 2003; SOARES e TAVARES-
DIAS et al., 2011). Ele possui como principais componentes carvona, limoneno,
germaceno-D e 3-mirceno, que atuam sinergicamente sobre o sistema nervoso central
e acredita-se que diretamente sobre os receptores GABA (HELDWEIN et al., 2015).

Do ponto de vista econémico, o éleo essencial de L. alba ja possui registro como
anestésico de peixes, o que torna a sua utilizacdo na aquicultura viavel e animadora,
como alternativa aos produtos sintéticos tradicionalmente utilizados (SILVA et al.,
2019). Neste contexto, ha relatos do uso do dleo essencial de L. alba para atividades

rotineiras como manejo e transporte (SILVA et al., 2019).
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2 JUSTIFICATIVA

A expansdo do mercado da aquicultura intensificou as praticas de cultivo,
contribuindo para o aumento de situagdes estressoras imposta aos peixes (HUSEN et
al., 2014). A exposigao constante a esses fatores pode acarretar em mudanga no
metabolismo, perda de apetite, redugdo do crescimento, emergéncia de doengas e
em casos extremos, morte. Com o intuito de facilitar o manejo, evitar acidentes e
reduzir a percepcao de fatores estressantes, o uso de substancias anestésicas se
torna indispensavel na aquicultura (SOUZA et al., 2019).

A solubilidade em agua é uma das caracteristicas mais importantes nos
anestésicos para peixes, devido a facilidade de serem absorvidas pelas branquias,
entretanto, os protocolos devem ser bem estabelecidos de acordo com a espécie,
promovendo seguranga no alcance dos planos anestésicos almejados (INOUE e
MORAES, 2007).

Devido as caracteristicas ja descritas dos anestésicos mais utilizados na
aquicultura (MS22, benzocaina, quinaldina e 2-fenoxietanol), o uso de fitoterapicos
ganha espacgo cada vez mais na rotina da aquicultura pois alia os efeitos na redugéo
da percepgao de fatores estressantes e baixa toxicidade ao meio ambiente (SOUZA
et al., 2019).

O potencial anestésico do 6leo essencial de erva cidreira € conhecido, e por
nao haver protocolos definidos para a arraia-cururu, fez-se necessario este estudo
para definir a concentragdo sedativa ideal, a fim de garantir o bem-estar, diminuir
acidentes, bem como os indices de mortalidade durante o transporte, possibilitando

minimizar os prejuizos no comeércio regional e internacional.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Estabelecer a melhor concentragao de 6leo essencial de L. alba capaz de

sedar os individuos de P. wallacei.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Testar se as diferentes concentragdes de L. alba (5, 10 e 15uL.L") sedam
0s animais;

e Avaliar se as concentragdes de 10 e 15uL.L"' do anestésico promovem
efeitos sobre parédmetros hematolégicos e os niveis de metabdlitos
plasmaticos;

e Avaliar se o 6leo essencial de L. alba altera as propriedades fisico-
quimicas da agua;

e Avaliar se o 6leo essencial de L. alba causa alteracdes irreversiveis no

tecido branquial.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AREA DE COLETA DE INDIVIDUOS DE Potamotrygon wallacei

O presente estudo dispde de todos os requisitos legais para captura,
manipulagéo e experimentacao. A autorizagao para coleta de material zoolégico
esta sob o registro 18285-1 no instituto Chico Mendes de Conservacao e
Biodiversidade (ICMBio), e o registro da aprovagdo no Comité de ética no uso
de experimentacao animal sob o numero 002/2017-CEUA/UFAM.

De acordo com a regulamentacao do IBAMA (IN N° 204/2008, de 22 de
outubro de 2008), o grupo etario de arraias amazdnicas preconizado para fins
ornamentais e aquariofilia € de juvenis, sendo esta faixa o alvo de nosso estudo.
Eles foram coletados por pesca ativa com auxilio de pescadores profissionais
das redondezas da Comunidade do Daraqua, no arquipélago do Mariua,
Municipio de Barcelos, estado do Amazonas.

As capturas foram realizadas no periodo da noite, os animais pescados
foram mantidos em um acampamento base, constituido de tanques-rede de 1m?
fixado no fundo de areia de igarapé. Apdés os turnos de pesca, foram
direcionados a cidade de Barcelos e acondicionados em cagapas e enviados a
Manaus por via fluvial. Ao chegar ao porto do Sdo Raimundo, em Manaus, foram
destinados ao Laboratorio Experimental de Fisiologia e Comportamento de
Animais Aquaticos (LEFCAQ), na Universidade Federal do Amazonas (UFAM).

Os animais foram alocados e aclimatados por um periodo de sete a dez
dias em piscinas de plastico de 400L com aeragao constante e renovacgao de
agua, proveniente de pogo artesiano. Durante esse periodo, parametros de
qualidade de agua como temperatura (°C), pH, condutividade elétrica (uS.cm™)
e oxigénio dissolvido (mg.L") foram mensurados com o uso de um aparelho
multiparamétrico Orion Five Star (Thermo Inc., EUA).

As arraias eram alimentadas diariamente com minhocas, camaroes,
peixes até a saciedade dos animais, sendo o alimento fornecido duas vezes ao
dia (inicio da manha e final da tarde). Apds o periodo de alimentagéo, a agua era
gentilmente sifonada para retirada de qualquer residuo de fezes, muco e
alimentos ndo consumidos. Realizava-se também a troca de 50% da agua das

piscinas diariamente, e 90% da agua duas vezes na semana.
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4.2 OBTENCAO DE OLEO ESSENCIAL DE Lippia alba

O ¢leo essencial foi obtido de partes aéreas da planta proveniente de
cultivo no Centro de Educacao Superior Norte, Campus Frederico Westphalen
(UFSM - CESNORS), situado em Santa Maria/RS. O dleo foi obtido por
hidrodestilagcao por clevenger em um periodo de 3h (TAVARES et al., 2005). O
mesmo foi armazenado em fracos de vidro ambar, vedados e conservados a -

20°C, até o momento da realizagao dos experimentos.

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.3.1 Avaliacdo do Comportamento Perante a Exposicéo

Para determinar as concentracbes sedativas de L. alba, realizou-se um
experimento de triagem com seis animais por concentragao individualmente
alocados em sacos de transporte contendo 16L; estes permaneceram abertos e
providos de aeragao constante.

Adicionou-se aos sacos as concentragdes de 5, 10 e 15uL.L™! e os animais
permaneceram imersos por um periodo de 24h. A cada 4h eram observadas e
registradas a capacidade de nado, capacidade de reflexo e frequéncia
espiracular de cada individuo e determinado o estagio anestésico (Tabela 1).
Nesta etapa, as concentragcdes que obtiveram melhor desempenho foram de 10
e 15uL.L".

4.3.2 Avaliacédo Fisiologica Perante a Exposigéo

Na segunda parte do experimento, foram utilizadas as duas
concentragdes de melhor desempenho. Para isso, utilizou-se dois grupos de seis
individuos e estes foram alocados em sacos plasticos de transporte contendo
oxigénio e sedativo, sendo 24h o periodo de contato. Ao término desse intervalo,
os sacos foram abertos para avaliagao do comportamento e da mortalidade em
cada tratamento. Adicionalmente, no inicio € no fim do experimento foram
mensurados os parametros fisico-quimicos da agua. Foi coletado sangue para
avaliacdo de possiveis alteragbes hematologicas e metabdlicas, assim como
retirado o segundo arco branquial para estudo histologico.
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Tabela 1. Diferentes estagios de anestesia, dos quais a sedagao € o primeiro

estagio, propostos para espécies de elasmobranquios marinhos a serem

investigados em P. wallacei.

Estagio Descrigcao Comportamento do Peixe
Natacao ativa, reativos a estimulos externos,
movimento respiratério espiracular normal,
0 Normal .
tébnus muscular normal.
Natacdo ainda continua, ligeira perda da
1 Sedagio Leve reatividade visual e estimulos tateis, ritmo

Sedacao Profunda

2 Narcose leve

Narcose profunda

3 Anestesia Leve
Anestesia
Profunda

4 Colapso Medular

respiratério e tbnus muscular normais.

Parada da natacdo voluntaria, perda total da
reatividade visual e da estimulacdo tatil, ligeira
diminuicdo do ritmo respiratério, e ténus
muscular ligeiramente diminuido.

Fase de excitacdo, natacdo erratica e
descontrolada, perda parcial do tdnus muscular,
movimentos respiratorios irregulares, reativos
apenas a estimulo doloroso, responde a
alteracéo de posicao.

Deixa de responder as mudancas de posigao,
diminuig¢ao do ritmo respiratério, tobnus muscular
diminuido, reativo a algum estimulo doloroso.
Adequado para realizagcéo de biopsia.

Perda total de tbnus muscular; perda total de
equilibrio, diminuicdo ainda maior da frequéncia
respiratéria, apropriado para pequenos
procedimentos cirurgicos.

Auséncia total de reacdo, mesmo a forte
estimulo, taxa respiratéria muito baixa,
batimentos cardiacos lentos, perda total de
todos os reflexos.

Parada respiratoria, parada cardiaca, morte
eventual.

Fonte: Stamper, 2004.
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4.4 METODOS ANALITICOS

4.4.1 Paradmetros Hematologicos

O sangue foi coletado por meio da artéria branquial com seringas de 3mL
banhadas com EDTA (Figura 4). O hematécrito foi determinado pelo método de
Goldenfarb et al. (1971). O indice hematimétrico volume corpuscular médio
(VCM, fL) foi calculado de acordo com formula estabelecida, e a contagem de
eritrécitos circulantes (RBC) foi determinada por leitura optica em camara de
Neubauer em amostras fixadas em formol citrato, na diluicdo de 1:200
(WINTROBE, 1933).

i S 5 >
“ R - 2 oA
.~ 5 ’ = &
Y o, B S o ¥y '
g2 %« S 28 :

Figura 4. Coleta de sangue em P. wallacei. Fonte:

Arquivo Pessoal.

4.4.2 Metabdlitos Plasmaticos

ApOs a separagao do sangue por centrifugacéo, o plasma foi armazenado
em tubos de criogenia em aliquotas e mantidos em ultrafreezer a -80°C até o
momento das andlises laboratoriais. Os niveis plasmaticos de glicose (mg.dL™"),
proteinas totais (g.dL™), triglicerideos (mg.dL-') colesterol (mg.dL") e ureia
(mmoles.L"), assim como os de sddio, potassio, cloreto e lactato, foram
determinados por meio da utilizagdo de kits enzimatico-colorimétricos
(LABTEST, Brasil) especificos para cada metabdlito. Estas analises foram
realizadas em leitor automatico de ions e metabdlitos da marca Chemwell
(Awareness Technology, Inc. Miami USA), no Laboratorio de Atividade Bioldgica,
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UFAM, com a colaboracao direta do

Prof. Dr. Emerson da Silva Lima.
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4.4.3 Analises Histotogicas

Para a realizagao das analises histologicas, utilizou-se trés amostras de
cada concentragao, obtidas através da dissecacgao e extracdo do segundo arco
branquial (Figura 5), sendo estes fixados em formaldeido tamponado a 10%. As
amostras foram desidratadas gradativamente em séries alcodlicas (70 a 100%),
diafanizadas com xilol e incluidas em parafina a 60°C. Dos blocos obtidos, foram
realizados cortes de 4um, usando micrétomo (Leica RM 2125RT; Leica
Microsystems-Wetzlar, Alemanha) e posteriormente corados com Hematoxilina-
Eosina (HE) e montados, para posterior analise e documentagéo fotografica,
utilizando-se microscépio optico Leica DM500 com camera integrada Leica
ICC50 W. Estas analises foram conduzidas no Laboratério de Histologia
Funcional, do Departamento de Morfologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
UFAM, com a colaboragao do Professor Dr. Fernando Marques Barcellos. Para
a classificacao e identificacdo das alteragdes histopatoldgicas, foram seguidas

as observacgdes feitas por Vitorovic et al. (1998) e adaptadas para a P. wallacei.

Figura 5. Coleta de brénquias para analise
histolégica. Fonte: Arquivo pessoal

4.4.4 Analise Estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos em Média + DP (desvio
padrdo). Apos esse procedimento, os dados dos parametros fisioldgicos e de
qualidade de agua foram testados quanto a sua homocedasticidade, através do
teste de Levene e quanto a normalidade pelo Shapiro Wilk. Para os
homocedasticos foram utilizados os testes de ANOVA ono-way e Tukey a 5%.

Para os dados que se apresentaram heterocedasticos foi utilizado o teste de
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Kruskal-Wallis. Por fim, para a comparagao entre variaveis com dois tratamentos

foi utilizado o Teste t de Student a 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO PERANTE A EXPOSICAO

Dentre as concentracoes testadas, a 5uL.L-", causou um efeito calmante
discreto durante as primeiras 4 horas, caracterizado pela discreta diminuicdo da
frequéncia espiracular (FE), assim como capacidade natatoria e de reflexos,
porém nao o suficiente para caracterizar um patamar de sedacdo. No decorrer
do experimento, os animais permaneceram com a FE diminuida, porém
responsivo a estimulos tateis e estabelecida capacidade de nado, como mostra

a Figura 6-A.
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Figura 6. Percentual de juvenis de P. wallacei (n=6 para cada concentragdo) em
diferentes estagios de sedacdo e anestesia com o 6leo essencial de L. alba
durante o transcurso de 24h de exposigao nas concentragdes de 5uL.L-1 (A);
10uL.L", (B) e 15uL.L" (C).

Nas primeiras primeiras 12h de experimento, todos os animais do grupo
exposto a concentragdo de 10uL.L" apresentaram diminuicdo da capacidade de
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natatéria e de reflexos, caracterizando sedacéo leve. ApOs esse periodo de
experimento, observou-se que a manifestacdo do comportamento de sedacgao
cessou, demonstrando perda do potencial sedativo da concentracdo testada
(Figura 6-B).

Os animais expostos a 15ul.L"" de L. alba apresentaram o estagio de
sedacéao até as primeiras 20h (Figura 6-C). Durante as primeiras quatro horas,
seis animais atingiram o estagio de sedagao leve. Em oito horas de experimento,
quatro animais apresentaram comportamento compativel com o status de
sedacao profunda. De 12 a 20h, os seis animais apresentavam-se em sedacao
leve e ao término, 2 animais ainda apresentavam sinais de sedacao leve e trés
estavam, segundo as avaliagdes propostas. Nesta concentragao houve um obito,
ocorrido nas ultimas quatro horas de experimento.

O dleo essencial de L. alba, nas concentragdes testadas, nao foi suficiente
para fazer os animais atingirem patamares anestésicos superiores ao estagio de
sedacédo. Apesar de ter havido ébito na concentragéo de 15uL.L-, esta foi a que
mais promoveu o estagio de sedag¢ao, quando comparado as demais utilizadas
por um maior periodo de tempo

A Figura 7 ilustra o perfil das respostas da FE frente a exposicao de juvenis
da arraia cururu as trés concentragdes sedativas de L. alba, ao longo de 24h em
saco aberto.

Essas respostas nas frequéncias respiratérias dos grupos experimentais
em funcio da exposicao ao 6leo essencial de L. alba sdo opostas ao que Becker
et al. (2012) identificaram em Jundias (Rhamidia quelen), que mostraram
elevagao da frequéncia respiratéria. Neste estudo, foi notado a diminuigdo dos
movimentos espiraculares, demonstrando que a substancia testada promoveu

efeitos sedativos nos individuos de P. wallacei.
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Figura 7. Frequéncia espiracular dos individuos de P. wallacei expostos as

diferentes concentracdes de L. alba.

5.2 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

Durante a aclimatagdo, assim como no processo experimental, os
individuos tiveram um ambiente com propriedades fisico-quimicas da agua
semelhantes ao ambiente natural segundo Oliveira (2013). Este encontrou os
seqguintes valores: temperatura 28,03 £ 0,4 °C, condutividade 11,99 + 0,94uS.cm”
1, oxigénio dissolvido 4,04 + 0,23mg.L"' e pH 4,06 + 0,09.

Todos os parametros fisico-quimicos da agua avaliados ao inicio e ao final
do experimento com saco fechado nao diferiram significativamente (p>0,05)
quando comparados entre si (Tabela 2). O aumento da condutividade elétrica na
concentragdo de 10uL.L-' é explicada pelo acimulo de matéria organica
produzida pelos peixes, e o oxigénio pela difusdo do oxigénio infundido na
unidade experimental antes do inicio dos trabalhos.

A garantia da qualidade de agua semelhante ao encontrado no ambiente
natural confere uma menor possibilidade de interferéncia em outros parametros
estudados, dando maior confiabilidade aos resultados de parametros

hematoldgicos, metabdlicos e histoldgicos.
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Tabela 2. Parametros fisico-quimicos da agua nas concentragcdes de 10 e
15uL.L-' de L. alba.

Lippia alba (10uL.L")

Tempo Temperatura Condutividade Oxigénio pH
°C pS.cm- mg.L" unidade
Oh 25,74 + 0,09 7,26 + 0,32 6,72 +1,17# 5,70 £ 0,20
24 h 25,60 + 0,04 16,68 + 5,72 9,62 + 1,80 5,68 + 0,19
Lippia alba (15 pL.L™)
Tempo Temperatura Condutividade Oxigénio pH
°C pS.cm™! mg.L" unidade
0h 25,75+ 0,48 11,42 + 3,31 8,45 + 3,31# 5,78 + 1,08
24 h 25,45 £ 0,26 11,16 + 2,09 8,23+ 2,03 5,69+0,13

Nota: #) indica medida feita antes da inje¢cdo de O2no saco e fechamento imediato do mesmo.

5.3 PARAMETROS HEMATOLOGICOS E METABOLITOS PLASMATICOS

Dentre os parametros hematolégicos e metabdlicos testados nos animais
expostos aos protocolos de sedagao pelo periodo de 24h em saco fechado,
somente os valores de lactato na concentragédo de 15uL.L-" de L. alba tiveram
diferenca estatistica (Tabela 3).

O lactato pode ser utilizado como pardmetro de estresse em
elasmobranquios, como foi visto por Cicia et al. (2012) que exporam individuos
de arraia skate pequeno, Leucoraja erinacea, a hipdxia por curtos periodos de
tempo ocasionando incremento dos valores deste parametro.

Brinn et al. (2012) também nao observaram variagbes nos parametros
hematoldgicos em juvenis de arraia cururu submetidos ao estresse de transporte
por um periodo semelhante ao testado no presente estudo. Entretanto, embora
nao se tenha evidenciado alteragbes nos parametros sanguineos durante a
exposicao as concentracdes sedativas testadas, estas podem ter causado
alteragdes discretas no “status” fisioldogico dos animais, sendo estas nao

identificadas nos testes.
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Tabela 3. Pardmetros sanguineos de P. wallacei submetidos a diferentes
concentragdes de L. como sedativos (N=3 para cada tratamento).

Lippia alba

Parametro Controle 10 pL.L" 15 pL.L"
Hematdcrito (%) 19,08 £ 1,70 18,33 + 2,80 18,90+ 2,70
RBC (10%.mL"") 0,30 + 0,10 0,31 +0,10 0,40 + 0,10
VCM (FI) 582,87 + 67,8 511,75 + 60,70 476,82 + 65,90
Glicose (mg.dL™) 9,47 £1,70 6,00 £ 2,50 13,03 £ 7,40
Colesterol total 97,93 + 28,80 68,77 + 46,6 98,60 + 38,30
(mg.dL™)
Triglicerideos 43,13+ 12,70 46,73 + 17,8 72,70 £ 14,70
(mg.dL™)
Proteinas totais 0,60 £ 0,20 0,90 + 0,20 0,92 + 0,30
(mg.dL™)
Uréia (mg.dL™") 11,00 £ 1,50 13,64 + 7,40 10,88 + 0,40
Lactato (mg.dL™) 5,93 + 0,30°? 5,57 +2,72 1,90 + 0,50°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica entre as concentracdes
testadas de L. alba (Kruskal-Wallis), em relagdo ao grupo controle (p<0,05).

5.4 ANALISE HISTOLOGICA

As alteracdes encontradas nos animais submetidos as concentracoes de

10 e 15uL.L-! foram semelhantes e estdo dispostas na Tabela 4. Os danos

evidenciados na histologia branquial séo leves e reversiveis, exibindo pouca

hiperplasia e hipertrofia das células epiteliais e de cloreto (Figura 8).
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Tabela 4. Analise qualitativa das alteragdes histopatologicas observadas nas
branquias de juvenis de P. wallacei, expostos a diferentes concentragbes de L.
alba.

Alteragao 10uL.L- 15uL.L-
Hipertrofia do epitélio lamelar + +
Hiperplasia do epitélio lamelar + +
Hipertrofia das células de cloreto + +
Hiperplasia das células de cloreto + +

Fusao lamelar - -
Dilatacao capilar + +
Descolamento epitelial - -
Ruptura epitelial (hemorragia) - -
Aumento de melanomacréfagos + +
Aneurisma Lamelar + +
Apoptose das células cloreto - -

Necrose - -

As alteracbes decorrentes da exposicdo ao o6leo nas concentragdes
testadas foram evidentes, entre as tais podem ser citadas a hipertrofia do epitélio
lamelar e das células de cloreto. Essas modificacbes ocorrem como resposta de
protecdo a agentes toxicos, a fim de diminuir a absorgao pela via respiratoria
(POSNER et al., 2013).

No presente estudo, identificou-se a presenca de melanomacréfagos nas
diferentes concentragdes testadas. A presenca deste tipo celular indica
processos inflamatérios e que ja foram descritos em uma espécie do género
Potamotrygon, P. motoro, em individuos expostos a poluentes. Esse achado
indica, em baixa proporgéo, uma irritagcdo em nivel branquial, entretanto sendo
reversivel uma vez cessada a fonte de irritacdo (AGIUS e ROBERTS, 2003;
MANRIQUE et al., 2014; RAMOS-ESPINOZA et al., 2017).



Figura 8. Fotomicrografias de alteragbes histopatologicas de
branquias de P. wallacei expostas a L. alba. A: hiperplasia das
células epiteliais; B: presenga de melanomacréfagos; C:
hiperplasia das células de cloreto; D: aneurisma lamelar.
(*):células de cloreto; (Ce): células epiteliais; (M):
melanomacrofagos; (An): aneurisma lamelar. Coloragao H-E.
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6 CONCLUSAO

Dentro das condicbes deste estudo, e analisando o comportamento diante da
exposicdo, os efeitos nos parametros sanguineos (hematologia e metabdlitos
plasmaticos) e histologia branquial na concentragio de 10uL.L™" foi a que promoveu
melhores resultados. Tal concentragao foi capaz de sedar todos os animais testados
por um periodo de 12h, causou poucas alteragées na composicdo, sendo ausente o
registro de mortalidade, e apesar de promover alteragdes nos tecidos branquiais,
ressalta-se que estas foram reversiveis.

Todos estes fatores associados, indicam seguranga na utilizagdo do 6leo
esséncia de L. alba na pratica sedativa para transporte desta espécie de arraia de
agua doce, garantindo bem-estar durante o transporte comercial, diminuindo os
disturbios de metabolismo e mortalidade.

Vale ressaltar que este estudo foi pioneiro na utilizagado do 6leo essencial de L.
alba como substancia sedativa para juvenis de P. wallacei. Dessa forma sugere-se a
realizacdo de mais estudos para as outras categorias e outras espécies de arraias
amazodnicas, em fungao das especificidades de cada organismo e fornecer subsidios

para possiveis comparacao entre elas.
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