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Resumo

MILANESE, Maira Sabrina. Oleo essencial de Cinnamomum zeylanicum como anestésico
para Oreochromis niloticus. 2024. 51f. Disserta¢cdao (Mestrado em Ciéncias) - Curso de Pds-
Graduag¢dao em Producdo e Sanidade Animal, Pré-reitora de Pesquisa, Pds-Graduacdo e
Inovacgado, Instituto Federal Catarinense, Araquari, 2024.

Na aquicultura, os peixes sdo frequentemente manipulados, o que provoca respostas
fisioldgicas de estresse, podendo resultar em imunodepressao, retardo do crescimento, dor
e até morte. Para minimizar essas adversidades durante os manejos, o uso de anestésicos
torna-se essencial. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia do uso do 6leo essencial de
Cinnamomum zeylanicum como anestésico para juvenis de Oreochromis niloticus. Foram
realizados dois experimentos, sendo que o primeiro avaliou os tempos de inducdo e
recuperacdo de nove concentracdes do OEC (60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130 e 140 pL L?)
como anestésico (10 animais por tratamento) e, a partir da concentrac3o ideal (100 pL L?), a
qgual induziu anestesia em até 3 minutos e recuperacdo em até 5 minutos, foi realizado o
segundo experimento, em que foram avaliados os parametros sanguineos e histopatolégicos
apods exposicdo ao OEC. Desta forma, os peixes foram divididos em trés grupos (9 animais
por tratamento): controle (sem anestésico), TO (amostrados imediatamente apds a anestesia
de 100 pL L't de OEC) e T1 (amostrados 1 hora apds anestesia de 100 plL L de OEC). Foram
avaliados os niveis de glicose, lactato, cortisol, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), além dos efeitos teciduais em branquias e figado. Os resultados
mostraram que o OEC inibiu a resposta primaria ao estresse, impedindo o aumento do
cortisol. No entanto, o anestésico ndo inibiu o0 aumento dos niveis plasmaticos de glicose
(ndo apresentando diferengas entre tratamentos e controle) e lactato (apenas em T0). Além
disso, ndo ocorreu aumento das enzimas ALT e AST no tratamento TO, mas foi observado
aumento significativo dessas enzimas no tratamento T1 quando comparado ao controle,
sugerindo que a exposicdo repetida ao OEC pode causar dano ao tecido hepatico. Com
relacdo as andlises histopatoldgicas, o OEC n3o provocou alteracdo do tecido hepatico, mas
resultou em congestdo nos vasos lamelares e veia central dos tecidos branquiais. Este
estudo concluiu que concentracdo de 100 pL L' de OEC é segura para promover anestesia
em juvenis de O. niloticus, pois previne o aumento dos niveis de cortisol sanguineos,
minimizando o estresse dos animais.

Palavras-chave: anestesia; bem-estar; cortisol; estresse; glicose.



Abstract

MILANESE, Maira Sabrina. Cinnamomum zeylanicum essential oil as anesthetic for
Oreochromis niloticus. 2024. 51f. Dissertation (Master degree in Science) - Curso de Pds-
Graduag¢dao em Producdo e Sanidade Animal, Pré-reitora de Pesquisa, Pds-Graduacdo e
Inovacgado, Instituto Federal Catarinense, Araquari, 2024.

In aquaculture, fish are frequently handled, which induces physiological stress responses
that can result in immunodepression, growth retardation, pain, and even death. To minimize
these adversities during handling, the use of anesthetics becomes essential. The aim of this
study was to evaluate the efficacy of Cinnamomum zeylanicum essential oil (OEC) as an
anesthetic for juvenile Oreochromis niloticus. Two experiments were conducted. The first
experiment evaluated the induction and recovery times of nine concentrations of OEC (60,
70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, and 140 pL L) as an anesthetic (10 animals per treatment).
Based on the optimal concentration (100 pL L), which induced anesthesia within 3 minutes
and recovery within 5 minutes, a second experiment was conducted to evaluate blood
parameters and histopathological effects after exposure to OEC. In this experiment, the fish
were divided into three groups (9 animals per treatment): control (no anesthetic), TO
(sampled immediately after anesthesia with 100 uL L™ of OEC), and T1 (sampled 1 hour after
anesthesia with 100 pL L' of OEC). The levels of glucose, lactate, cortisol, alanine
aminotransferase (ALT), and aspartate aminotransferase (AST) were assessed, as well as the
tissue effects on gills and liver. The results showed that OEC inhibited the primary stress
response by preventing the increase in cortisol. However, the anesthetic did not inhibit the
increase in plasma glucose levels (showing no differences between treatments and control)
and lactate (only in TO). Additionally, there was no increase in ALT and AST enzymes in the
TO treatment, but a significant increase in these enzymes was observed in the T1 treatment
compared to the control, suggesting that repeated exposure to OEC may cause liver tissue
damage. Regarding histopathological analyses, OEC did not cause alterations in liver tissue
but resulted in congestion of the lamellar vessels and central vein of the gill tissues. This
study concluded that a concentration of 100 pL L'! of OEC is safe to promote anesthesia in
juvenile O. niloticus as it prevents the increase in blood cortisol levels, thus minimizing stress
in the animals.

Keywords: anesthesia; cortisol; stress; glucose; well-being.



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Lista de Figuras

Exemplar de Oreochromis niloticus utilizado no experimento.
Caracterizacdo quimica do dleo essencial de Cinnamomum zeylanicum.
Area %: porcentagem do componente no 6leo essencial; R. Time:
tempo de retencdo; Name: nome do constituinte quimico.

Tempo de inducdo (A) e recuperacao (B) em Oreochromis niloticus apds
exposicdao a diferentes concentragdes de oleo essencial de canela
(OEC).

Tempo de inducdo (A) e recuperagao (B) em Oreochromis niloticus apds
exposicdo a diferentes concentracdes de dleo essencial de canela
(OEC). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott (p > 0,05).

Niveis séricos de cortisol em O. niloticus apds submissdo ao 6éleo
essencial de canela (100 pL L?') de acordo com os tratamentos
experimentais. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).

Niveis plasmaticos de glicose (A) e lactato (B) em O. niloticus apds
submissdo ao 6leo essencial de canela (100 pL L) de acordo com os
tratamentos experimentais. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).

Niveis de alanina aminotransferase (ALT) (A) e aspartato
aminotrasferase (AST) (B) em O. niloticus apds submissdo ao 6leo
essencial de canela (100 pL L?') de acordo com os tratamentos
experimentais. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Bonferroni (p > 0,05).

Fotomicrografia de seccbes de branquias: tecido normal (10x) (A);
presenca de areas multifocais com discreta/moderada hiperplasia do

epitélio interlamelar (seta preta) e moderada congestdao multifocal da

13

14

15

15

16



Figura 9
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acentuada da veia central (seta azul) (40x) (C).
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1 CONTEXTUALIZAGAO DO PROBLEMA E ESTADO DA ARTE

1.1 Aquicultura

O cultivo de organismos aquaticos é globalmente apoiado por motivos nutricionais e
econdmicos, oferecendo uma fonte de proteinas de baixo custo através da aquicultura, que
em 2022 atingiu a marca de 130,9 milhdes de toneladas cultivadas (FAO, 2024). Nesse
mesmo ano, a producdo aquicola superou pela primeira vez a producdo pesqueira, com a
aquicultura continental representando 62,6% do total de animais cultivados. As previsdes
apontam um incremento da producdo até 2032, alcancando 205 milhdes de toneladas,
proporcionando ndo apenas beneficios alimentares, mas também econémicos (FAO, 2024).
No Brasil, a produgdao de peixes cultivados em 2023 alcangou 887.029 toneladas, com

crescimento de 3,1% em relagdo ao ano anterior (Peixe BR, 2024).

1.2 Oreochromis niloticus

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) (Figura 1) é o peixe mais cultivado no Brasil e
estd entre os mais importantes na piscicultura mundial (FAO, 2024), sendo de interesse para
o consumo humano por apresentar sabor agradavel, facil filetagem e preco competitivo. O.
niloticus é cultivado em viveiros de terra e tanque-rede em reservatérios publicos ou
privados, com as principais linhagens sendo Chitralada e Gift, muitas vezes produzidas
simultaneamente em uma mesma propriedade (Valenti et al., 2021).

Em 2023 foram produzidas em todo o pais 579.080 toneladas de tilapias, volume que
representa 65,3% da produgao nacional de peixes de cultivo e aumento de 5,28% sobre as
550.060 toneladas de 2022 (Peixe BR, 2024). O Parana destaca-se como maior produtor do
Brasil, com mais de 36% do volume total. Em 2023, o estado cultivou 209.500 toneladas da
espécie, aumento de 11,5% em relacdo ao ano anterior (Peixe BR, 2024).

A utilizacdo de anestésicos para os diversos manejos realizados com as tilapias torna-
se essencial pois, além de promover a reducdo do estresse, evita acidentes e aumenta a
seguranca do trabalho dos técnicos (Vidal, 2008), pois um dos problemas da espécie é a
presenca de espinhos dsseos nas nadadeiras, os quais podem ocasionar sérios ferimentos

nas pessoas que a manipula.



Figura 1: Exemplar de Oreochromis niloticus utilizado no experimento.

1.3 Bem-Estar na aquicultura

Na era do Antropoceno, a crescente aten¢ao ao bem-estar dos peixes em ambientes
artificiais é evidente, especialmente diante do aumento global da aquicultura (Saraiva &
Arechevala-Lopes, 2019). Pesquisas recentes destacam a sensibilidade dos peixes,
reconhecendo sua capacidade de sentir dor, medo e expressar comportamentos complexos
(Bshary et al., 2014; Sneddon & Brown, 2020). Fatores estressores como confinamento,
abate e interagdes agressivas impactam negativamente o bem-estar (Ellis et al., 2007), dessa
forma a busca por solucGes para minimizar estas situagoes é fundamental para aprimorar a

qualidade de vida desses animais em ambientes artificiais (Gauy, 2022).

1.4 O estresse

A primeira definicdo de estresse no campo da medicina surgiu com Hans Selye (1956)
e o descreveu como “resposta inespecifica do corpo a qualquer demanda”. Atualmente, o
estresse é definido como um estado de desafio da homeostase, incluindo tanto o estresse
sistémico quanto o estresse local (Lu et al., 2021).

As respostas ao estresse sao categorizadas em primarias, secundarias e terciarias
(Barton & Iwama, 1991; lwama et al., 2004). As respostas primarias envolvem a liberacdo de
catecolaminas e corticosteroides, sendo o cortisol frequentemente adotado como indicador
principal (Gamperl et al., 1994). Quanto as respostas secunddrias, estas se referem a

modificagGes nos parametros fisioldgicos e bioquimicos, destacando-se os niveis da glicose e



do lactato plasmatico como indicadores. Por fim, diante de situacdes prolongadas de
estresse, emergem as respostas tercidrias, caracterizadas por imunossupressdo, impacto
negativo no crescimento, desempenho reprodutivo comprometido e alteracdes

comportamentais (Brandao et. al., 2006; Lima et al., 2006; Balasch & Tort, 2019).

1.5 Anestésico

Com o crescimento do setor de aquicultura os procedimentos rotineiros da cadeia
produtiva expdem os peixes a fatores estressores, desencadeando respostas fisiolégicas de
estresse que podem contribuir para um menor desempenho do animal. Com o objetivo de
mitigar essas adversidades nos procedimentos, a aplicacdo de anestésicos torna-se comum
(Silva et al., 2021). A anestesia proporciona uma resposta menos reativa dos peixes a
estimulos prejudiciais, resultando em maior tranquilidade durante o manejo, transporte e
eventual realizacdo de cirurgias (Hoseini et al., 2015; Barata et al., 2016; Mazandarani et al.,
2017).

A aplicacdo de anestésicos ndo apenas previne possiveis danos fisicos nos peixes, mas
também é esperado que atenue as respostas fisioldgicas ao estresse (Weber et al., 2009). O
anestésico ideal deve induzir a anestesia em até trés minutos e permitir a recuperagdo em
até e cinco minutos. Além disso, é crucial que o anestésico ndo apresente toxicidade para os

peixes (Marking & Meyer, 1985; Weber et al., 2009).

1.6 Oleo essencial

Os anestésicos podem ser categorizados em derivados de plantas e ndo derivados de
plantas (Hoseini et al., 2018). Em busca de alternativas mais acessiveis para a sedacdo e
anestesia de peixes, tem-se explorado op¢des que ndo envolvam o uso de substancias
sintéticas. Diversos estudos tém corroborado quanto a eficacia dos dleos essenciais (OEs)
como agentes anestésicos em peixes (Weber et al., 2009; Correia et al., 2018; Hoseini et al.,
2018; Aydin & Barbas, 2020; Aydin & Orhan, 2021; Silva et al., 2021).

A inducdo de anestesia ou sedacdo por meio da aplicacdo de odleos essenciais
extraidos de plantas pode decorrer diretamente da agcdo de um composto principal, da

interacdo entre varias substancias ativas, ou da manifestacdo de efeitos sinérgicos (Heldwein



et al., 2014). Essa acdo anestésica pode ser implementada de duas formas: por meio de
administracdo injetavel ou pela imersdo dos peixes em uma solugao anestésica, onde o
anestésico é absorvido pelas branquias, difundido para o sangue e transportado até o

sistema nervoso central (Ross & Ross, 2008).

1.7 Cinnamomum zeylanicum

A canela é uma especiaria utilizada globalmente por séculos, derivada da casca de
arvores pertencentes ao género Cinnamomum, sendo Cinnamomum zeylanicum e Cinnamon
cassia as principais espécies (Ranasinghe et al., 2013). O Cinnamomum zeylanicum é nativo
do Sri Lanka e partes sul da india (Paranagama et al., 2010). Na medicina humana, pesquisas
destacam as propriedades medicinais da canela, incluindo efeitos anti-inflamatdrios,
atividade antimicrobiana, reducdo de doengas cardiovasculares, melhoria da funcao
cognitiva e reducdo do risco de cancer de cdélon (Agasthya et al., 2009; Ranasinghe et al.,
2013).

Os Oleos essenciais de Cinnamomum zeylanicum sdo conhecidos por suas
propriedades farmacéuticas, entretanto, estudos que investigam o uso desses dleos na
aquicultura sdo escassos (Bandeira Junior et al., 2022), assim, o objetivo deste estudo foi
avaliar a aplicabilidade do 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum como anestésico em

Oreochromis niloticus.



2 OBIJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a eficacia do uso do éleo essencial de Cinnamomum zeylanicum como

anestésico para juvenis de Oreochromis niloticus.

2.2 Especificos

- Avaliar a concentracdo ideal do 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum para
produzir efeito anestésico em juvenis de Oreochromis niloticus.

- Avaliar os niveis de cortisol, glicose, lactato e as enzimas alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST) sanguineos em juvenis de Oreochromis niloticus
submetidos a anestesia com o 6leo essencial de Cinnanomum zeylanicum.

- Avaliar os efeitos histopatoldgicos nas branquias e figado de juvenis de Oreochromis

niloticus apds anestesia com o 6leo essencial de Cinnanomum zeylanicum.



3 OLEO ESSENCIAL DE Cinnamomum zeylanicum COMO ANESTESICO PARA Oreochromis

niloticus.
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3.1 Introducao

A crescente atencdao ao bem-estar dos peixes em ambientes artificiais é evidente,
especialmente diante do aumento global da aquicultura (Saraiva & Arechevala-Lopes, 2019).
Pesquisas destacam a sensibilidade dos peixes, reconhecendo sua capacidade de sentir dor,
medo e expressar comportamentos complexos (Bshary et al., 2014; Sneddon & Brown, 2020)
legitimando a aplicagdo dos conceitos de bem-estar neste grupo.

Com o crescimento da aquicultura, os procedimentos rotineiros de manejo expdem
0s organismos aquaticos a diversos fatores estressores, 0os quais desencadeiam respostas
fisioldgicas que podem contribuir para o comprometimento do sistema imunoldgico,
reprodutiva e de crescimento dos animais (Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et al., 1999;
He et al., 2020). Com o objetivo de minimizar essas adversidades, a aplica¢cdo de anestésicos
tem se tornado comum e essencial (Silva et al., 2021). A anestesia proporciona uma resposta

menos reativa dos peixes a estimulos prejudiciais, resultando em maior tranquilidade



durante o manejo, transporte e eventual realizacdo de cirurgias (Hoseini et al., 2015; Barata
etal.,, 2016; Mazandarani et al., 2017).

O anestésico ideal deve induzir a anestesia em até trés minutos e permitir a
recuperacao completa em até cinco minutos. Além disso, é crucial que o anestésico ndo
apresente toxicidade para os peixes (Marking & Meyer, 1985; Weber et al., 2009). A inducdo
de anestesia ou sedagdo por meio da aplicacdo de 6leos essenciais extraidos de plantas pode
decorrer diretamente da acdo de um composto principal, da interacdo entre varias
substancias ativas, ou da manifestacao de efeitos sinérgicos (Heldwein et al., 2014). Diversos
estudos tém mostrado a eficacia dos dleos essenciais (OEs) como agentes anestésicos em
diferentes espécies de peixes (Weber et al., 2009; Correia et al., 2018; Hoseini et al., 2018;
Aydin & Barbas, 2020; Aydin & Orhan, 2021; Silva et al., 2021).

O Cinnamomum zeylanicum (popularmente conhecido como canela) é nativo do Sri
Lanka e sul da india (Paranagama et al., 2010) e é conhecido na medicina humana pelas suas
propriedades, incluindo efeitos anti-inflamatérios, atividade antimicrobiana, reducdo de
doencgas cardiovasculares, melhoria da fung¢do cognitiva e reducao do risco de cancer de
colon (Agasthya et al., 2009; Ranasinghe et al., 2013). Entretanto, estudos que investigam o
uso dos oleos essenciais de Cinnamomum zeylanicum como anestésico para peixes sao
escassos (Bandeira Junior et al., 2022). Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia
do uso do 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum como anestésico para juvenis de

Oreochromis niloticus.

3.2 Material e métodos

O presente estudo foi realizado no Laboratdrio de Organismos Aquaticos do Instituto
Federal Catarinense, campus Araquari localizado no estado de Santa Catarina, Brasil. Os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) — protocolo
numero 426/2023.

Os espécimes, Oreochromis niloticus, foram adquiridos de uma piscicultura comercial.
O arragoamento ocorreu duas vezes ao dia com ragdo comercial (Peixecol 32% - niveis de
garantia: proteina bruta: 320 g kg, extrato etéreo: 50 g kg, matéria fibrosa: 60 g kg,
matéria mineral: 120 g kg') até a saciedade. A limpeza dos tanques era realizada

diariamente e os animais foram privados de alimentacdo 24 horas antes dos experimentos.



3.2.1 Caracterizagdao quimica do 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum.

O dleo essencial de Cinnamomum zeylanicum foi adquirido comercialmente (TERRA
FLOR INDUSTRIA E COMERCIO DE AROMATERAPICOS LTDA). A caracteriza¢do quimica do
6leo essencial, disponibilizada pelo fornecedor comercial, foi determinada por cromatografia
gasosa do Lote Fornecedor JOD1130K e Lote Terra Flor 21100. A Figura 2 mostra as analises
gualitativas e quantitativas do dleo essencial de C. zeylanicum, onde observam-se como
principais componentes o Eugenol (76,35%), beta-Caryophyllene (6,96%), Linalool (3,24%),
Benzyl benzoate (3,17%), Eugenyl acetate (2,49%), alpha-Phellandrene (2,06%), (E)-Cinnamyl
acetate (1,43%) e (E)-Cinnamaldehyde (1,04%).

Peak Report TIC .
R.Time Name Arcate R.Time Name Area%s
14.875 alpha-Pincne 0.02 37513 (EpCinnamaldetyde L4
15.866 Camphene 0.01 38684 Safrole 0.40
16.520 Benzaldehyde 0.4 39.770 {E}Cinnamyl aleohol 0.02
17.542 beta-Pincne 0.03 42490 alpha-Cubebene 0.01
18.133 Myrcene 0. 43,048 Eugenol 1635
18.843 2-Carenc 0.01 43,833 Hwdrocinnamyl acetate 0.05
19.309 alpha-Phellandrene 206 44429 alpha-Copacne 0.29
19.467 deha-3-Carene 0.07 45270 beta-Elemene 0.01
19.994 alpha-Terpinene 0.05 45,803 Methykeugenol 0.01
20493 para-Cymene 0.14 46,287 cis-beta-Caryophyllene 0.01
20811 Limonene 042 47.267 beta-Caryophyllene 6.96
20935 beta-Phellandrene 0. 48409 Aromadendrene 0.02
21025 1 8-cinecole 044 48.662 (E}Cinnamyl acetate 1.43
21.875 trans-beta-Ocimene 0.00 49472 alpha-Humulene 0.26
22746 gamma-Terpinene 0.00 50611 Germacrene D 001
23.571 eis-Linabool oxide ( furanoid) 0.01 51.527 beta-Selinene 0.00
24.626 Terpinolene 0.03 51638 Vindiflorene 0.03
25543 Linalool 3.4 51.916 Bicyclogermacrene 0.03
25747 Unidentified 0.02 52061 alpha-Muurolene 0.01
29893 Bennyl acetate 0.03 52883 Eugenyl acetate 24
30.668 Bomeol 0.02 53228 deha-Cadinene 0.05
30.765 Unidentified 0.00 56.719 Spathulenol 0.02
31.251 Terpinen-4-ol 0.03 57.060 Caryophyllene oxide 0.19
31.645 para-Cymen-§-0l 0.01 58.671 Humulene epoxide 11 .04
32239 alpha-Terpineol 0.13 60.179 Unidentified 0.0l
32800 alpha-Phellandrene epoxide 0.01 61.188 Unidentified 0.02
34.561 Hydrocinnamic alcohol 0.02 62.004 14-Hydroxy-9-epi-Z-Caryophyllene 0.02
35.936 Chavicol 0.06 67.200 Benyl benzoate in
36201 2-Phenethyl acetate 0.01 100.00

Figura 2: Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum. Area %:
porcentagem do componente no d6leo essencial; R. Time: tempo de retencdo; Name: nome

do constituinte quimico.



3.2.2 Experimento 1: Determinagao dos tempos de indugdo e recuperag¢ao sob diferentes

concentragoes do dleo essencial de Cinnamomum zeylanicum como anestésico

Antes de iniciar os experimentos, foram aclimatados por cinco dias as condi¢ées do
laboratério, mantidos em sistema de recirculacdo com uma taxa de renovacao de 200% ao
dia, com fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro. Os parametros de qualidade
de agua das unidades experimentais foram monitorados para garantir os padrdes adequados
para a espécie. Diariamente foram avaliados os seguintes parametros fisicos: temperatura
(27,0 + 1,83 °C), oxigénio dissolvido (5,90 *+ 0,25 mg L) e pH (7,67 + 0,22) através de um
medidor multiparametro (YSI Pro Plus, USA), e duas vezes por semana, os parametros
quimicos: aménia NHsz (0,07 + 0,11 mg L?), nitrito NO2 (0,24 + 0,24 mg L) e nitrato NOs
(6,63 + 0,0 mg L1) através de um fotocolorimetro (Alfakit, Brasil).

Foram utilizados 100 peixes (10 por concentragdo), com um peso médio de 38,37 +
9,28 g, distribuidos aleatoriamente em 10 caixas de poliuretano de 50 L, e submetidos a
adicdo de nove concentracdes de 6leo essencial de canela (60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130
e 140 pL L'Y) e um controle submetido apenas ao maior volume do diluente (alcool etilico
95%, P.A.) na agua, utilizado na proporgdo 1:10.

Os peixes foram capturados individualmente com o auxilio de um puca e inseridos
em um aqudrio com aeracdo constante contendo 1 L de agua e a concentracdo do dleo
essencial a ser avaliado, ou apenas o alcool (grupo controle). Foram observados os estagios
de anestesia e os tempos de inducdo registrados. A cada 5 peixes, a solucdo anestésica (agua
+ oleo essencial) foi substituida. A avaliacdo foi realizada individualmente. O peixe foi
considerado anestesiado quando apresentou perda total de equilibrio e tébnus muscular,
baixa frequéncia dos movimentos operculares e respostas reflexivas fortemente atenuadas,
ndo reagindo aos estimulos externos (Weber et al., 2009).

Em seguida os animais foram rapidamente retirados, pesados e alocados em um
aquario (10 L) com aeragdo constante, contendo somente agua, onde foram observados e
registrados os tempos de recuperacdo. O peixe foi considerado recuperado quando
apresentou comportamento similar ao estado pré-anestésico. Na sequéncia, foram
transferidos para tanques contendo aproximadamente 50 L de agua e agrupados de acordo
com a concentracao anestésica a qual foram submetidos, onde ficaram em observacao por

24 horas para avaliar a sobrevivéncia.
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3.2.3 Experimento 2: Avaliacio de parametros sanguineos e histopatoldgicos apds

exposi¢cao ao 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum

Antes de iniciar os experimentos, os animais foram aclimatados por sete dias as
condicbes do laboratdrio, mantidos em sistema de recirculacdo em tanques de poliuretano
(500 L) com uma taxa de renovagao de 100% ao dia, com fotoperiodo natural. Diariamente
foram avaliados os seguintes parametros fisicos: temperatura (28,0 + 1,63 °C), oxigénio
dissolvido (6,90 + 0,30 mg L) e pH (7,58 + 0,12) através de um medidor multiparametro (YSI
Pro Plus, USA), e uma vez por semana, os parametros quimicos: aménia NHs3 (0,05 + 0,10 mg
L), nitrito NO2 (0,30 + 0,12 mg L?) e nitrato NOs (7,89 + 0,15 mg L?) através de um
fotocolorimetro (Alfakit, Brasil). Desta forma, os 27 peixes (86,69 + 30,37 g) foram alojados
em nove tanques (densidade de trés peixes por tanque) e distribuidos nos seguintes

tratamentos:

TO (tempo zero) — Apds a anestesia, foram imediatamente coletadas amostras de sangue,
seguida pela eutandsia, pesagem e coleta de amostras de tecidos (branquias e figado);

T1 (tempo 1h) — Apds a anestesia, os individuos retornaram a caixa original (contendo
somente agua e aeracgdo) para recuperac¢do. Apos 1 hora, foram novamente capturados,
anestesiados, coleta de sangue, seguida pela eutandsia, pesagem e coleta de amostras de
tecidos; e

Tratamento Controle (sem exposigdo ao OEC) — Os animais rapidamente capturados, com

coleta de amostras de sangue, eutandsia, pesagem e coleta de amostras de tecidos.

Os trés peixes de cada tanque foram retirados ao mesmo tempo (com o auxilio de
pucds), sendo um peixe direcionado para coleta de sangue (controle — sem exposicdo ao
OEC) e os outros dois inseridos em um aquario contendo 5 L de dgua, sob aerac¢do constante
e OEC (100 pL L1). Apds os peixes encontrarem-se anestesiados, foram retirados com auxilio
de um pucd e um deles encaminhado para coleta de sangue em T0. Apds a coleta, foi
eutanasiado, pesado e encaminhado para realizacdo da coleta de amostras de tecido do
figado e branquias. O peixe destinado ao T1, retornou ao tanque inicial (contendo agua e

aeracdo constante) para recuperacao por uma hora. Na sequéncia o animal foi novamente
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capturado e anestesiado, repetiu-se o mesmo procedimento anterior para coleta de tecidos
conforme relatado no TO. A cada cinco peixes a solugao anestésica foi substituida.

Para as coletas de sangue foram utilizadas seringas descartaveis de 2 mL (agulhas 23G)
e EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) como anticoagulante. Foram coletadas
aproximadamente 1,0 mL de sangue (punc¢do do vaso caudal), imediatamente depositados
em microtubos do tipo eppendorf e armazenados em uma caixa com isolamento térmico
contendo gelo reciclavel.

Em todos os tratamentos, logo apds a coleta de sangue e pesagem, os peixes foram
eutanasiados (seccdo da medula espinhal caudal ao cranio) e retiradas amostras de
branquias (segundo arco branquial esquerdo) e figado (total) para as avaliagOes
histopatoldgicas. As amostras foram fixadas em formalina tamponada 10% (pH 6,8) (Rolls,
2012). Ao término das coletas, parte do sangue foi direcionado para obtencdo do soro e
enviado ao laboratério para analise de cortisol, pelo método quimioluminescéncia, AST e
ALT, ambas pelo método cinético ultravioleta recomendado pela Federacdo Internacional de
Quimica Clinica (IFCC). O restante do sangue foi centrifugado (11600 x g durante 5 min a 4°C)
para a obtencdo do plasma. Este foi transferido para um novo microtubo e armazenado em
nitrogénio liquido até a realizacdo das analises de glicose e lactato (kit comercial - Labtest).

As amostras de figado e branquias foram encaminhadas a Universidade de Brasilia
para avaliacdo histopatolégica. O material foi clivado, sendo selecionados aleatoriamente os
trés fragmentos de tecido em diferentes pontos de cada amostra, acondicionados em
cassetes e processados rotineiramente para histopatologia. Foram realizados cortes em
micrétomo rotativo na espessura de 4-5 um e as laminas coradas por hematoxilina e eosina
(HE). A avaliacdo histopatoldgica foi realizada conforme metodologia empregada por

Schwaiger et al. (1997).

3.2.4 Analise estatistica

O experimento 1 foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado com
10 repeticdes. Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk,
homogeneidade de varidncia pelo teste de Bartlett e andlise grafica dos residuos, e
submetidos a analise de variancia, teste de Scott-Knott e regressao, a 5% de significancia,

utilizando o software R versdo 4.2.3 (R CORE TEAM, 2023). Os modelos foram ajustados com
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base na significancia dos parametros e do coeficiente de determinacdo. Os dados foram
apresentados como a média * erro padrao da média.

O experimento 2 foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado com 9
repeticdes. Os dados foram avaliados quanto a normalidade pelo teste Shapiro-Wilk e
homogeneidade de variancia pelo teste de Bartlett. Foram feitas transformacdes Box-Cox
Nos casos em que essas pressuposicdes eram violadas. Posteriormente, foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) ou teste de Kruskal-Wallis, paramétrico e ndo paramétrico,
respectivamente ao nivel de 5% (p < 0,05). Quando significativo, ou seja (p < 0,05), as médias
foram comparadas pelos testes de Bonferroni, quando paramétrico, e Scott-Knott, quando
ndo paramétrico. O teste ndo paramétrico foi feito apenas para as situagdes nas quais as
pressuposicoes da ANOVA foram violadas. Os dados foram apresentados em boxplot.

Para andlise das variaveis histopatoldgicas foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para
avaliar a normalidade dos dados. Estes foram submetidas ao teste de Kruskall-Wallis seguido

do teste de Bonferroni.

3.3 Resultados

3.3.1 Experimento 1: Determinag¢ao dos tempos de inducdo e recuperagao sob diferentes

concentragdes do dleo essencial de Cinnamomum zeylanicum como anestésico

Houve efeito linear negativo entre o tempo de inducdo e a concentragdo de OEC (R? =
0,85) (Figura 3), sendo a concentracdo ideal de OEC 100 pL L. Quando submetidos ao maior
volume utilizado de alcool etilico (95%, P.A.) sem o OEC, ndo ocorreu indugdo anestésica. O
6leo essencial de canela ndo causou mortalidade ao longo do periodo de estudo.

Os peixes submetidos as concentra¢des de 60, 70, 80, 90 pL L do dleo essencial de
canela foram induzidos a anestesia em 4,42 + 1,15 min; 4,47 + 0,92 min; 4,70 + 0,86 min;
3,78 £ 1,12 min respectivamente, ndao apresentaram diferencas significativas (p > 0,05). As
concentracdes de 100, 110, 120, uL L do dleo essencial de canela induziram anestesia em
2,93 £ 0,79 min; 3,22 + 0,91 min e 2,96 * 0,63 min respectivamente, ndo diferiram
significativamente (p > 0,05). As concentrac¢des 130 e 140 pL L do 6leo essencial, induziram

anestesia em 2,10 £ 0,40 min e 2,50 * 0,48 min respectivamente ndo apresentando



13

diferencas significativas (p > 0,05). Entretanto, houve diferenca (p < 0,05) entre os grupos
citados (Figura 4A).

Em relacdo ao tempo de recuperagao, todas as concentracdes testadas tiveram o
retorno ao estado pré-anestésico em um tempo inferior a 5 minutos. Os tempos de
recuperacoes foram 3,03 £ 0,79 min; 3,85 + 0,58 min; 3,46 + 0,45 min; 3,59 + 0,80 min; 3,48
*+ 0,60 min; 3,03 £ 0,85 min; 3,38 + 0,65 min; 2,91 + 0,57 min e 3,94 + 0,93 min para as
concentracdes de 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130 e 140 pL L de Sleo essencial de canela
respectivamente. As concentracdes de 60, 110 e 130 ndo apresentaram diferenca
significativa entre si (p > 0,05) e as demais concentracbes também ndo apresentaram

diferenca significativa entre si. Entretanto, houve diferenca entre os dois grupos citados

(Figura 4B).
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Figura 3: Tempo de inducdo (A) e recuperacdo (B) em Oreochromis niloticus apds exposicao a

diferentes concentracdes de déleo essencial de canela (OEC).
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Figura 4: Tempo de inducdo (A) e recuperacdo (B) em Oreochromis niloticus apds exposicao a
diferentes concentra¢des de 6leo essencial de canela (OEC). Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).

3.3.2 Experimento 2: Avaliacido de parametros sanguineos e histopatoldgicos apds

exposicao ao dleo essencial de Cinnamomum zeylanicum

Menores niveis séricos de cortisol foram observados nos peixes dos grupos TO e T1
(4,13 + 1,68 pg dL* e 3,11 + 1,31 pg dL?, respectivamente) em comparacdo aos peixes do
grupo controle (8,80 + 1,90 ug dL!) (p < 0,05) (Figura 5). Os niveis plasmaticos de glicose ndo
diferiram entre os tratamentos (p > 0,05) com valores de 47,21 + 5,16 mg dL, 41,45 + 3,58
mg dL! e 49,24 + 6,34 mg dL*! para os tratamentos controle, TO e T1, respectivamente
(Figura 6A). Maiores niveis de lactato foram encontrados nos espécimes do grupo TO (13,00
+1,42 mg dL?) (p < 0,05) quando comparado aos tratamentos controle e T1 (6,95 + 1,05 mg
dLte 7,81 + 1,23 mg dL?) que n3o diferiram estatisticamente entre si (p > 0,05) (Figura 6B).

Os peixes do tratamento T1 apresentaram niveis da enzima alanina aminotransferase
(ALT) superiores aos animais do grupo controle (20,63 + 2,80 Ul L'1vs 12,00 + 0,80 Ul L) (p <
0,05). O tratamento TO (15,56 + 2,28 Ul L) apresentou niveis de ALT intermedidrio aos
tratamentos controle e T1 (p > 0,05) (Figura 7A). Os niveis enzimdticos do aspartato
aminotrasferase (AST) do grupo T1 (51,88 + 10,04 Ul L'!) foram superiores em comparacdo

aos grupos controle (21,56 + 4,19 Ul L'Y) e TO (24,56 + 3,97 Ul L'Y) (p < 0,05) (Figura 7B).
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Figura 5: Niveis séricos de cortisol em O. niloticus apds submissdo ao dleo essencial de
canela (100 pL L?) de acordo com os tratamentos experimentais. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).
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Figura 6: Niveis plasmaticos de glicose (A) e lactato (B) em O. niloticus apds submissdo ao
6leo essencial de canela (100 pL L) de acordo com os tratamentos experimentais. Médias

seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p > 0,05).
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Figura 7: Niveis de alanina aminotransferase (ALT) (A) e aspartato aminotrasferase (AST) (B)
em O. niloticus apds submissdo ao dleo essencial de canela (100 pL L) de acordo com os
tratamentos experimentais. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo

teste de Bonferroni (p > 0,05).

As alteracdes identificadas nos tecidos (branquias e figado) foram classificadas com o
grau de severidade e comprometimento da funcdo branquial e hepdtica. Nos tecidos
branquiais foi observada uma alteracao significativa (p < 0,05) quanto a congestdo (CG) nos
vasos lamelares e veia central (Figura 8) quando comparado os grupos expostos ao OEC (TO e
T1) ao grupo controle, sendo menor a observacdo da ocorréncia de lesGes no grupo
controle. Ndo foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) nesse parametro entre TO
e T1l. Ademais, ndo foram verificadas diferencas significativas para hiperplasia epitelial
interlamelar (HEL), elevacdo epitelial (EE), e fusdo parcial do epitélio lamelar (FPAR) (p >
0,05) quando comparados os tratamentos TO, T1 e controle. Ndo foram observados em

nenhum dos tratamentos a fusdo total do epitélio lamelar (Ftot) (Tabela 1).
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f e .
Figura 8: Fotomicrografia de sec¢des de branquias: tecido normal (10x) (A); presenca de
areas multifocais com discreta/moderada hiperplasia do epitélio interlamelar (seta preta) e

moderada congestao multifocal da veia central (setas vermelhas) (10x) (B); presenga de

congestdo difusa acentuada da veia central (seta azul) (40x) (C).
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Tabela 1: Frequéncia de ocorréncia de alteracdes nas branquias encontradas em
Oreochromis niloticus expostos a 6leo essencial de canela a 100 pL L. Controle (sem
exposicdo a anestésico); TO (amostrados imediatamente apds a anestesia); T1 (amostrados 1
hora apds anestesia inicial); N, nUmero de animais; CG, congestionamento; HEL, hiperplasia
do epitélio interlamelar; EE, elevacdo epitelial; Fpar, fusao parcial do epitélio lamelar. Dados
apresentados como média * erro padrdo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste de Bonferroni (p > 0,05).

Tratamento N CG HEL EE Fpar
Controle 9 0,33+0,17° 1,33+0,17° 0,11+0,11® 1,33+0,17°
T0 9 1,56+0,18 1,44+0,18 0,11+0,11® 1,56+0,18°2
T1 9 1,44+0,24® 1,78+0,22*® 0,33+0,177 1,78+0,15°

As alteracdes hepdticas (Figura 9) avaliadas incluiram, congestdo (identificada pela
quantidade de glébulos vermelhos nos capilares sinusoidais, veia central/centro lobular e
veia/artéria portal), e degeneracdo (determinada pela aparéncia microscopica dos
hepatdcitos, que apresentavam citoplasma vacuolado/finamente vacuolado, nucleo central
ou deslocado para a periferia, e perda da arquitetura normal do I6bulo hepatico). Ndo foram
identificadas diferencas significativas (p > 0,05) em relagdo aos parametros de congestdo e

degeneracdo quando comparamos os tratamentos TO e T1 com o controle (Tabela 2).

Tabela 2: Frequéncia de ocorréncia de altera¢Oes hepdticas encontradas em Oreochromis
niloticus expostos a 6leo essencial de canela a 100 pL L. Controle (sem exposi¢cdo ao
anestésico); TO (amostrados imediatamente apds a anestesia); T1 (amostrados 1 hora apds
anestesia inicial); N, nUmero de animais. Dados apresentados como média * erro padrao.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Bonferroni (p > 0,05).

Tratamento N Congestao Degeneracao
Controle 9 0,67 +0,17° 2,22 +0,43°
TO 9 0,56 £ 0,18 1,67 £ 0,472

T1 9 0,44 +0,18° 1,89 + 0,352
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Figura 9: Fotomicrografia de sec¢bes do figado: tecido normal (10x) (A); presenga de

degeneracdo vacuolar difusa acentuada, caracterizada por macro e microvacuolos
citoplasmaticos e deslocamento do nucleo para a periferia celular (40x) (B); presenca de
degeneragdo vacuolar difusa acentuada e congestao multifocal moderada (seta preta) (10x)

(C).
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3.4 Discussao

Os dleos essenciais sao amplamente utilizados como anestésico em Oreochromis
niloticos, a exemplo do Cymbopogum flexuosus (Netto et al., 2017), Ocimum basilicum
(Netto et al., 2017), Alpinia galanga (Surachai et al., 2017), Aloysia triphylla (Teixeira et al.,
2017), Lippia alba (Rucinque et al., 2021), Ocimum americanum (Rucinque et al., 2021) e
Hesperozygis ringens (Ferreira et at., 2022) para facilitar manejos rotineiros no cultivo como
biometrias, coleta de gametas e transporte. Neste estudo, investigou-se o potencial do éleo
essencial de Cinnamomum zeylanicum (OEC) como anestésico em O. niloticus.

A concentragao ideal do OEC capaz de induzir anestesia em até 3 minutos e
recuperacdo em até 5 minutos (Marking & Meyer, 1985) foi 100 pL L. Essa concentragio é
semelhante a observada por Ferreira et al. (2021) em O. niloticus (45,36 g), utilizando dleo
essencial de Ocimum gratissimum (90 mg L?; inducdo: aproximadamente 200 s;
recuperacdo: aproximadamente 200 s) onde o principal constituinte também é o eugenol, e
por Vidal et al. (2008) em O. niloticus (5,34 g), utilizando eugenol (75 mg L ; inducdo: 82,70
s; recuperacdo: 143,10 s), e inferior a constatada por Simdes et al. (2012) em O. niloticus
(55,35 g) utilizando éleo de cravo (250 mg LY; indugdo: 79,5 s; recuperacdo 433,0 s), onde o
eugenol é o constituinte principal.

O ciclo do estresse em peixes envolve a liberacdo rdpida de catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina) estimulando a mobilizacdo de glicose para fornecer energia
(Reid et al., 1998; Iwama et al., 2004). Na sequéncia o eixo hipotalamo-hipdfise-interrenal é
ativado, o que leva a liberacdo de cortisol (Pankhurst, 2001). Este horménio desempenha
varios papéis, incluindo a regulacdo do metabolismo energético e a resposta imune
(Nardocci et al., 2014) assim, o cortisol estimula a mobilizacdo dos aminodcidos plasmaticos
inibe a sintese e estimula o catabolismo das proteinas e sua conversao a glicose através da
gliconeogénese no figado consequentemente aumentando os niveis de glicose no sangue
(lwama et al., 2004, Weber & Villar, 2018). Também podem ser utilizados como substratos
energéticos o lactato e o glicerol (Mommsen et al.,, 1999), essas respostas adaptativas
ajudam os peixes a enfrentarem situacdes estressantes e na manutencdo da homeostase
(Weber & Villar, 2018).

Os niveis de cortisol observados no tratamento TO (4,13 + 1,68 ug dL!) e T1 (3,11 +

1,31 pg dL!) foram inferiores quando comparados ao controle (8,80 + 1,90 ug dL!). Dessa
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forma, o dleo essencial de canela utilizado como anestésico impediu o aumento dos niveis
de cortisol durante a manipulagao e coleta de sangue. Resultado semelhante foi observado
por Simdes et al. (2012) quando avaliou o 6leo de cravo (250 mg L'!) como anestésico em O.
niloticus (47,94 g) e verificou que este foi eficiente em suprimir o aumento dos niveis de
cortisol durante o manejo da anestesia. Entretanto ao contrario do visto neste trabalho,
Yousefi et al. (2022) observou um incremento nos niveis plasmaticos de cortisol apds
anestesia com eugenol (30 e 80 mg Lt) em Oreochromis niloticus (35,8 g) quando comparou
ao grupo nao submetido ao anestésico. Nossos resultados corroboram com os argumentos
apresentados pela literatura, onde afirma-se que o uso de anestésicos promove bem-estar,
reduz o estresse e inibe picos elevados de cortisol (Neifer & Stamper, 2009; Cunha et al.,
2010; Gneiding et al., 2024).

Os valores dos niveis da glicose plasmatica observados nos animais expostos ao TO
(41,45 + 3,58 mg dL?) foram signifiticamente iguais aos valores do tratamento controle
(47,21 +5,16 mg dL!) e T1 (49,24 + 6,34 mg dL?). Resultados semelhantes foram observados
por Simdes et al. (2012) e Yousefi et al. (2022) ao avaliarem o dleo de cravo (250 mg L) e
eugenol (30 e 80 mg L) em O. niloticus, respectivamente. Eles constataram que esses
compostos ndao foram eficientes em evitar o aumento dos niveis de glicose durante o
procedimento da anestesia. Esse aumento provavelmente seja devido a agdo das
catecolaminas sendo comum sua elevagdo apds a anestesia ou eventos estressantes
(Wendelar Bonga, 1997; Kristan et al., 2012). Reacbes de elevacdo dos niveis de glicose
decorrentes da anestesia utilizando eugenol também foram observadas em Rhamdia quelen
(118,93 g) submetidas a 50 mg L* (Silva et al., 2023), Ctenopharyngodon idella (743 g)
submetidas a 50 mg L™ (Gneiding et al., 2024) e Carassius auratus (283,33 g) expostas ao
eugenol (20, 30, 40, 50, 60, 70, e 80 mg L) (Jiang et al., 2023).

Os niveis de lactato em TO (13,00 + 1,42 mg dL!) foram superiores ao encontrado no
grupo controle e T1 (6,95 + 1,05 mg dL e 7,81 + 1,23 mg dL}, respectivamente), sendo este
um indicador de estresse nos animais. O aumento do lactato apds anestesia também foi
relatado para O. niloticus (35,8 g) exposto 80 mg L de eugenol (Yousefi et al., 2022), em
Rhamdia quelen (118,93 g) submetidas a 50 mg L de eugenol (Silva et al., 2023) e em
Astyanax altiparanae (8,87 g) anestesiado com 6leo de cravo (50 mg L) (Oliveira et al.,
2019). O aumento do nivel plasmatico de lactato é consequéncia do metabolismo anaerébio,

frequentemente percebido apds a anestesia sendo associado aos efeitos da hipdxia gerada
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pela bradipneia durante a anestesia ou pela excitagdo imediatamente anterior a anestesia
(Trushenski et al., 2012; Matsche, 2017).

As enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)
desempenham papéis essenciais no metabolismo de proteinas e carboidratos, sendo sua
atividade suscetivel a perturbacdes causadas por fatores bioldgicos, quimicos e fisiolégicos,
ou mesmo por alteragdes no ciclo de Krebs (Hagerstrand, 1975). Mudangas nas atividades
dessas enzimas podem induzir alteracdes bioquimicas, refletindo uma tentativa do peixe em
restabelecer o equilibrio durante a exposi¢ao a substancias tdxicas que comprometem seu
desempenho bioquimico e fisioldgico (Abbas & El-Badawi, 2014). Portanto, as atividades da
ALT e AST sao amplamente reconhecidas como biomarcadores confidveis para avaliar danos
hepaticos (Ayyat et al., 2018; Zhao et al., 2022).

No presente estudo, as enzimas ALT e AST no tratamento TO (ALT: 15,56 + 2,28 Ul L%;
AST: 24,56 + 3,97 Ul L) n3o apresentaram diferenca em comparagio ao grupo controle (ndo
submetido ao OEC) (ALT: 12,00 + 0,80 Ul L'}; AST: 21,56 + 4,19 Ul L), logo, supBe-se que a
exposicao rapida ao OEC ndo ocasionou dano hepatico. Resultado semelhante foi observado
por Zahran et al. (2021) ao avaliar o eugenol como anestésico em O. niloticus, onde
observaram que ndo ocorreu aumento significativo na concentracdao destas enzimas,
corroborando com os resultados deste estudo em TO. Entretanto, foi percebido aumento
significativo de ambas as enzimas em T1 (ALT: 20,63 + 2,80 Ul L'}; AST: 51,88 + 10,04 UI L)
guando comparado ao controle, sugerindo que a exposicao repetida ao OEC tem um efeito
danoso sobre o tecido hepatico. Resultado semelhante foi verificado por Dong et al. (2022) e
Jiang et al. (2023) onde observaram um aumento nos niveis das enzimas ALT e AST apds a
exposicdo ao eugenol em Lateolabrax maculatus (98,6 g; 12 mg L) e Carassius auratus
(283,33 g; 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 mg L) respectivamente. Contudo, quando observado a
analise estatistica da avaliacdo histopatolégica ndo foi constatado diferenca entre os
tratamentos.

As branquias desempenham fungdes essenciais para os peixes, incluindo trocas
gasosas, excrecdo de residuos nitrogenados e ajuste osmotico (Jiao et al.,, 2019). Além de
suas funcgodes fisioldgicas, as branquias também servem como indicadores biolégicos para
medir a qualidade da agua, sendo um meio crucial pelo qual os peixes interagem com o
ambiente aquatico (Cappello et al., 2016). Os tecidos branquiais sdo importantes vias para a

administracdo de substancias, dentre elas os anestésicos, utilizados em praticas de manejo e
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pesquisa. A congestdo nas branquias, caracterizada pelo acumulo excessivo de sangue nos
vasos lamelares e na veia central, pode comprometer a eficacia das trocas gasosas e a
excrecdo de residuos, levando a um estado de hipdxia e acimulo de substancias tdxicas no
organismo do peixe (Santos, 2010; Lima et al., 2022).

O. niloticus expostos ao oleo essencial de canela apresentaram congestdo nos vasos
lamelares e veia central dos tecidos branquiais significativamente diferente aos animais do
grupo controle. Isso corrobora com estudos realizados em Clarias gariepinus (150 g)
expostos a eugenol (250 pug mlt) (Abdel-Fattah et al., 2005) e em Prochilodus nigricans
(221,34 g) anestesiado com eugenol (25 mg L't e 100 mg L?) (Viegas et al., 2020) onde foi
observado congestdo dos vasos sanguineos branquiais. Segundo Abdel-Fattah et al. (2005) a
congestdao branquial pode ser explicada pelo fato do eugenol ser absorvido e excretado
predominantemente pelas branquias e por por¢bes de pele sem escamas e tecidos
ricamente vascularizados. Entretanto, outros estudos descreveram que esse anestésico pode
causar um grau leve de hiperplasia epitelial lamelar em juvenis de Pterophyllum scalare (0,80
g) (Oliveira et al., 2019) bem como edema e elevacdo das lamelas branquiais em Carassius
auratus (283,33 g) (Jiang et al., 2023) e desorganizacdao das lamelas, fusdo parcial das
lamelas e aneurismas em Prochilodus nigricans (221,34 g) (Viegas et al., 2020). Contudo, no
presente estudo ndo foram identificadas diferengas significativas para hiperplasia epitelial
interlamelar, elevacao epitelial e fusdo parcial do epitélio lamelar entre os animais exposto
ao OEC e o grupo controle. Esses resultados estao em conformidade com o fato de que o
eugenol, em concentragdes baixas e médias, pode ser utilizado como indutor anestésico em
peixes, devido a sua rapida inducdo e recuperacao adequada, sem causar alteracdes
significativas nos tecidos, atentando-se ao fato de que concentra¢Ges elevadas de eugenol
podem induzir insuficiéncia ventilatéria (Abdel-Fattah et al., 2005).

O figado possui diversas fungdes vitais no organismo dos peixes teledsteos, atuando
no metabolismo de proteinas, lipideos e carboidratos, desintoxicacdo, hematopoiese e
producdo de anticorpos (Takashima & Hibiya, 1982; Hinton & Laurén, 1990). LesGes no
figado, resultantes do acumulo de toxinas, podem causar complicacbes metabdlicas
(Simonato et al., 2008). Durante o processo de desintoxicacdo, o tecido hepdtico pode
apresentar alteragdes morfoldgicas celulares dependendo do agente toxico, dose e tempo

de exposicdo (Bombonato et al., 2007). Alteracdes histolégicas sdo comumente verificadas
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em estudos de toxicidade (Figueiredo-Fernandes et al., 2007; Das et al., 2023; Leao-Buchir et
al., 2023).

Os peixes expostos ao OEC ndo tiveram alteracdes estatisticamente significativas nos
tecidos hepaticos com relagdo as alteragdes histopatoldgicas avaliadas (congestdo e
degeneracdo). Este resultado corrobora com estudo em Oncorhynchus mykiss (123 g)
anestesiados com 30 mg L de dleo de cravo onde nenhuma alteracdo histopatoldgica foi
demonstrada nos tecidos (figado, baco, rins craniais e caudais) apds anestesia (Velisek et al.,
2005). Em estudos com Clarias gariepinus (150 g) expostos a eugenol na concentragdo de
250 pg mL*! os animais apresentaram necrose do tecido hepatico e quando submetidos a
125 pg mL?! de eugenol demostraram degeneracdo vacuolar centro lobular moderada
(Abdel-Fattah et al., 2005). No presente estudo ndo houve diferencas estatisticas quando

comparados os diferentes tratamentos e seus efeitos no figado.

3.5 Conclusao

O d6leo essencial de canela pode ser usado como anestésico adequado em Oreochromis
niloticus (38,37 + 9,28 g) na concentracdo de 100 pL L, uma vez que induziu anestesia em
até 3 minutos e recuperagdao em até 5 minutos. O OEC provocou um aumento dos niveis de
lactato sérico apds a exposicdo (T0O) e ndo inibiu 0 aumento dos niveis plasmaticos de glicose,
ndo apresentando diferencas entre tratamentos e controle. Contudo, evitou a elevacdao dos
niveis de cortisol. Além disso, ocasionou altera¢ées no tecido branquial (TO e T1) e nos niveis
sanguineos de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) uma hora
apos a anestesia (T1). Entretanto ndo produziu alteracdes histopatoldgicas significativas no
tecido hepdtico. Dessa forma, o OEC pode ser considerado um anestésico seguro para uso

em O. niloticus.
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4 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo apresentou resultados promissores sobre o uso de um anestésico
alternativo seguro para O. niloticus. O 6leo essencial de canela pode ser utilizado
rotineiramente na pesquisa ou comercialmente. Foi determinado a concentracdo ideal para
a anestesia, além de fornecer informagdes detalhadas sobre o estresse e possiveis danos
teciduais associados a sua utilizacdo. Esses achados destacam o potencial do OEC como uma
ferramenta valiosa na aquicultura e na pesquisa cientifica.

Aprofundar as investigacdes sobre o uso de 6leos essenciais é fundamental, com o
Cinnamomum zeylanicum destacando-se como um candidato promissor como anestésico
para aplicacdo em peixes. A utilizacdo de anestésicos em atividades rotineiras na aquicultura
ndo apenas facilita o manejo, mas também garante a seguranca dos trabalhadores e o bem-
estar dos animais. Algumas dire¢des para futuras pesquisas podem incluir a avaliagdao do
OEC na sedacdo durante o transporte e em diferentes estdgios do desenvolvimento de O.
niloticus. Além disso, é essencial avaliar os possiveis efeitos téxicos do efluente
remanescente apds o uso como anestésico, para assegurar a viabilidade ambiental de sua

aplicacao.
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6 ANEXOS

MINISTERIO DA EDUCACAO - MEC
Secretaria de Educacao Profissional e Tecnologica

Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia Catarinense — Campus Araquari

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO INSTITUTO FEDERAL
CATARINENSE, CAMPUS ARAQUARI

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliagdo do dleo essencial de Cinnamomum
zeylanicum como anestésico para uso com o Oreochromis niloticus” de protocolo nimero
”426/2023“ sob a responsabilidade de “Robilson Antonio Weber” que envolve a utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de Pesquisa
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei no 11.794 de 08 de Outubro de 2008, do Decreto
6.899 de 15 de Julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimenta¢do Animal (CONCEA) e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais IFC-
Araquariemreunido de “20/04/2023”.

Vigéncia do projeto: 01/09/2023 a 30/10/2023

Espécie/Linhagem: Peixes

N° de Animais: 120 animais

Peso/Idade: N3o especificado

Sexo: N3o especificado

Origem: Aquicultura comercial - Joinville
OBS:

Em caso de ndo execugdo do projeto, deve ser solicitada a retirada do mesmo em até 60 dias apos a emissdo do
parecer conforme orientacgdo disponivel em http://araquari.ifc.edu.br/ceua/

60 dias apds a execugao do projeto, deve ser submetido relatério final para avaliagdo do comité conforme
regimento do CEUA Artigo 25 §4:

§ 42, O proponente de um projeto/protocolo deve, ao final da execugdo do mesmo, encaminhar a CEUA/IFC o
relatdrio final contendo informagdes bdsicas baseando-se nos itens descritos no formulario de submissdo. O ndo envio
de relatérios de projetos/protocolos ja concluidos implicara na ndo aprovacéo de novos projetos/protocolos do
mesmo proponente.

Juliano Santos Gueretz
Prof. EBTT (Siape n°1810731)
Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais do IFC - Campus Araquari
Portaria n® 1565/2021/Reitoria

®

& BR 280, Km 27 — Caixa Postal 21

==. ST FEDERAL Araquari/SC— CEP: 89.245-000
Campus Araquari

(47) 3803-7200 /ifc@ifc-araquari.edu.br
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