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RESUMO GERAL

Anestésicos sdo Uteis em procedimentos experimentais e manejo de peixe no campo, pois evitam
danos fisicos e estresse aos animais. O uso de anestésicos quimicos de maneira inadequada pode
ocasionar danos aos animais, como irritacdo nas branquias, perda de muco e leses nas corneas. A
utilizacdo de compostos naturais pode ser uma alternativa para minimizacao de estresse. O 0Oleo
essencial de Lippia alba, possui efeito anestésico e pesquisas vem sendo realizadas para que esse
anestésico possa ser utilizado em pisciculturas. No entanto, torna-se relevante a realizagdo de
pesquisas que avaliem a potencialidade de inducdo de danos genotdxicos e mutagénicos destes
anestésicos oriundos de compostos naturais em peixes. Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito mutagénico e genotdxico do 6leo essencial de L. alba e comparar seus efeitos com
anestésicos comerciais utilizados em Oreochromis niloticus. Para tanto, os peixes, O. niloticus,
foram expostos a trés anestésicos (Benzocaina®, Eugenol® e 6leo essencial de L. alba), onde foi
observado o tempo de inducdo e recuperacdo a anestesia e posteriormente avaliados danos
mutagénicos e genotoxicos em eritrocitos pisceos. Os dados biométricos dos peixes foram
coletados para verificar se estes infuenciam na quantidade de alteragdes genéticas encontradas no
DNA. Os danos genéticos foram avaliados utilizando o ensaio do cometa, teste de micronucleo e
alteracBes nucleares. Os resultados demostraram que o Eugenol® induziu os peixes a anestesia
antes de 5 min e a recuperacdo de equilibrio e natacdo normal ndo ultrapassou esse tempo. Os
anestésicos Benzocaina® e OE de L. alba, induziram os peixes a anestesia em 10 min e o0 tempo
de recuperacéo foi menor que 5 min. O tamanho e peso corporal (O. niloticus) ndo influenciaram
nas alteracGes genéticas encontradas no DNA. Concluindo, 0s anestésicos apresentaram
genotoxicidade em todos os tempos analisados. Porém a Benzocaina® e Eugenol® apresentaram
maior genotoxicidade em 72 h. No entanto, o OE L. alba em 72h apresentou reducéo significativa
de genotoxidade, indicando que o tempo de depuracdo dos anéstesicos pode influenciar na
genotoxicidade. A mutagenicidade foi observada apenas nos anestésicos Eugenol® e Benzocaina®.
Deste modo, o 6leo essencial de L. alba torna-se alternativa viavel aos compostos quimicos
convencionais, alem de apresentar efeito genotdxico menor quando comparado aos demais

anestésicos e nao possuir efeito mutagénico.

Palavras-chave: Lippia alba, éleo essencial, Lucia comet assay.



ABSTRACT

Anesthetics are useful in experimental procedures and handling of fish in the field, as they avoid
physical damage and stress to animals. The use of chemical anesthetics improperly can cause
damage to animals, such as irritation of the gills, loss of mucus and lesions on the corneas. The
use of natural compounds may be an alternative for stress minimization. The essential oil of Lippia
alba, has an anesthetic effect and research has been carried out so that this anesthetic can be used
in fish farms. However, it is relevant to carry out research that evaluates the potential of induction
of genotoxic and mutagenic damages of these anesthetics from natural compounds in fish. Thus,
the objective of this study was to evaluate the mutagenic and genotoxic effect of L. alba essential
oil and to compare its effects with commercial anesthetics used in Oreochromis niloticus. For this,
fish, O. niloticus, were exposed to three anesthetics (Benzocaine®, Eugenol® and essential oil of
L. alba), where the induction and recovery time were observed under anesthesia and afterwards
evaluated mutagenic and genotoxic damages in erythrocytes pisceos The biometric data of the fish
were collected to verify if they influence the amount of genetic alterations found in the DNA.
Genetic damage was evaluated using the comet assay, micronucleus test and nuclear alterations.
The results showed that Eugenol® induced the fish to anesthesia before 5 min and normal balance
and swimming recovery did not exceed this time. The anesthetics Benzocaine® and EO from L.
alba induced the fish to anesthesia in 10 min and the recovery time was less than 5 min. Size and
body weight (O. niloticus) did not influence the genetic alterations found in DNA. In conclusion,
anesthetics presented genotoxicity at all times analyzed. However, Benzocaine® and Eugenol®
showed higher genotoxicity in 72h. However, the EO L. alba in 72h showed a significant reduction
of genotoxicity, indicating that the clearance time of the anesthetics may influence the
genotoxicity. Mutagenicity was observed only in anesthetics Eugenol® and Benzocaine®. In this
way, the EO of L. alba becomes a viable alternative to the conventional chemical compounds, in
addition to presenting a minor genotoxic effect when compared to other anesthetics and not having

a mutagenic effect.

Keywords: Lippia alba, essential oil, Lucia comet assay.
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REVISAO DE LITERATURA



1. INTRODUCAO

A anestesia € um procedimento necessario para manuseio de peixes (Pimenta & Franga,
2012; Rocha et al., 2012; Torres et al., 2017). As préaticas de manejo realizadas nas pisciculturas
expdem 0s peixes a uma variedade de estressores, que podem afetar seu desempenho zootécnico como
a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo (Souza et al., 2012). A utilizacdo de anestésicos €
necessaria durante a marcacgdo, biometria, transporte e anélise patoldgica, a fim de facilitar o manejo,
reduzir o estresse e evitar possiveis danos fisicos aos animais (Marsic-Lucic et al., 2005).

O anestesico deve ser selecionado de acordo com sua disponibilidade e custo, porém tanto a
seguranca do peixe quanto a do manipulador deve ser priorizada, visando o bem-estar do animal e de
quem o manuseia (Becker et al., 2012; Silva et al., 2012). No entanto, as substancias quimicas usadas
como anestésicos podem causar danos aos peixes (Inoue et al., 2003; Janior et al., 2014). Deste modo,
pesquisas baseadas no uso de anestésicos provenientes de fontes naturais, como 06leos essenciais e
derivados de plantas, tém sido realizadas com a finalidade de demonstrar a possibilidade destes
constituirem alternativa vidvel para anestesia em peixes (Faganha & Gomes, 2005; Cunha, 2007;
Silva et al., 2013).

O Oleo essencial de Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, extraido da planta conhecida
popularmente como erva-cidreira, tem sido utilizado na medicina popular, na forma de cha calmante,
devido as suas propriedades terapéuticas. Pesquisas recentes in vivo e in vitro demostraram o
potencial bioativo do 6leo, demonstrando propriedades antioxidante (Azambuja et al., 2011)
antiparasitario (Soares et al., 2016). Dentre as potencialidades podemos destacar a inibicdo do
crescimento de bactérias, fungos e protozoarios (Nogueira et al., 2007; Escobar et al., 2010; Fabri et
al., 2011; Almeida, 2016) e inducdo de efeito anestésico em organismos aquaticos (Parodi et al., 2012;
Becker et al., 2012). No entanto, este OE ndo é tdo utilizado em pisciculturas. Em decorréncia disto,
pesquisas testando a potencialidade do OE como anestésico em peixes vém sendo realizadas (Veeck
et al., 2013; Soares et al., 2016, Ventura, 2016).

Os peixes sdo amplamente utilizados como modelos experimentais, por apresentarem
respostas aos compostos quimicos de modo similar as de grandes vertebrados, além disso, séo
facilmente encontrados nos ecossistemas (Ramsdorf et al., 2009).

Segundo Sanchez-Galan (1998), uma espécie de peixe considerada ideal para estudos de
genotoxicidade e mutagenicidade necessita apresentar ampla distribuicdo em ecossistemas variados,
ser sensivel para detectar substancias quimicas em baixas concentracGes e apresentar facil manuseio
no laboratério. Deste modo, dentre as diversas espécies podemos destacar Oreochromis niloticus
(Tilapia do Nilo) por apresentar as condi¢fes anteriormente mencionadas. Além disso, a Tilapia do
Nilo € um peixe amplamente cultivado e comercializado em pisciculturas no Brasil.

12



Diversas técnicas vém sendo empregadas para avaliar danos genéticos, dentre elas,
ressaltam-se o ensaio do cometa, teste de microntcleo (MCN) e alteragdes nucleares por serem
consideradas eficazes e sensiveis para discriminar alteracfes genéticas causadas por determinadas
substancias quimicas (Cavas & Ergene-Gozukara, 2005a; Collins et al., 2008). Essas metodologias
permitem avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade de tais substancias em diferentes modelos
animais (Cavas & Ergene-Gozukara, 2005b; Collins et al., 2008; Silva et al., 2011).

Considerando a necessidade da utilizacdo de anestésicos em piscicultura em diversos
procedimentos laboratoriais, faz-se necessaria a avaliacdo de riscos genotoxicos e mutagénicos destes

em organismos aquaticos.

2. Uso de anestésicos em pisciculturas

O uso de anestésicos facilita 0 manuseio dos animais, pois reduz o metabolismo durante
intervencdes fisioldgicas e alguns procedimentos praticos no cultivo, tornando-0s menos suscetiveis
a doencas causadas por técnicas inadequadas de manipulagéo (Fabiani et al., 2013).

As préticas realizadas em pisciculturas expfem o0s animais ao estresse afetando a
sobrevivéncia, crescimento e reproducdo dos mesmos (Souza et al., 2012; Rodrigues, 2016). Diante
disso, a anestesia se torna um procedimento importante, pois minimiza o estresse do animais e evita
possiveis danos fisicos ocasionados durante 0 manusesio (MarSic-Lucic et al., 2005).

A escolha do anestésico esta relacionada com a sua eficacia na inducéo e na recuperagdo dos
animais, sua disponibilidade no mercado, seguranca durante 0 uso e seus possiveis efeitos colaterais
aos peixes, seres humanos e ao meio ambiente (Marking & Meyer, 1985). Varios componentes
envolvem o processo de anestesia como a sedacgdo, imobilizacdo, inconsciéncia, amnésia e analgesia.
A sedacdo é caracterizada pela reducdo da sensibilidade, ja a anestesia geral causa narcose, amnésia,
imobilizacdo e alivio da dor (Zahl et al., 2012). Os anestésicos agem em nivel axonal, atuando
ativamente e/ou bloqueando receptores nervosos especificos de acordo com o tipo de anestésico
empregado (Roubash & Gomes, 2001; Ross & Ross, 2009).

O processo de anestesia em peixes pode ser dividido em seis estagios de acordo com
Thurmon et al. (1996): 1) sedacéo leve; 2) sedagédo profunda; 3) perda parcial do equilibrio; 4) perda
total do equilibrio; 5) perda da atividade reflexa; 6) interrupcdo dos movimentos operculares,
caracterizado pelo colapso medular. Do ponto de vista econdmico, a utilizacdo de uma dose e
exposicdo correta do anestésico é fundamental para evitar desperdicios ou a morte dos animais
(Roubach & Gomes, 2001).

Os anestésicos podem ser administrados nos peixes por meio de inalagdo ou por via injetavel
(Roubach & Gomes, 2001). O método mais comum € a inalagcdo por meio da imersdo do animal em

solucgdo anestésica. A substancia anestésica dispersa em agua € absorvida pelas branquias, difunde-se
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para 0 sangue e alcanca o sistema nervoso central (Ross & Ross, 2008). O efeito é avaliado pelo
tempo de inducdo e recuperagdo ao anestesico, reacoes reflexas a estimulos externos e capacidade de
resposta a manipulagéo (Okamura et al., 2010; Zahl et al., 2012).

Vaérios produtos quimicos sdo utilizados como anestésicos para peixes, sendo 0s mais
comuns a tricaina metanosulfato (MS-222), a quinaldina (2-4 metilquinolina), o 2-fenoxietanol (Ross
& Ross, 1999; Hovda & Linley, 2000) e a benzocaina (etil 4-aminobenzoato) (Gomes et al., 2001).
No entanto, algumas dessas substancias (MS-222 e a quinaldina) sdo de alto custo, apresentam efeitos
adversos, como irritabilidade nos animais por serem substancias acidas e causarem problemas na
retina e irritacdes nas corneas dos olhos nos manuseadores, além disso a quinaldina possui potencial
carcinogénico em humanos (Roubach & Gomes, 2001).

A benzocaina (Etil 4-aminobenzoato) € uma substancia quimica lipofilica pertencente ao
grupo éster, possui forma cristalina e coloracéo branca (Coyle et al., 2004; Ross & Ross, 2009). E um
dos anestésicos mais utilizados na piscicultura, muito comum no Brasil (Oliveira et al., 2009), devido
sua seguranca na aplicacdo tanto ao homem como para 0s peixes, apresenta baixo custo e é
relativamente fécil a sua aquisicao (Inoue et al., 2003). Esse anestésico previne o estresse do animal
durante o transporte devido aos seus efeitos no metabolismo (Inoue et al., 2010). As substancias
quimicas usadas extensamente como anestésicos podem causar danos até irreversiveis aos peixes,
como perda de muco, irritacdo da branquia e lesbes na cérnea, quando usadas de forma inadequada
ou em excesso (Inoue et al., 2003).

Deste modo, tém sido realizadas pesquisas com anestésicos de fontes naturais, visando o
bem-estar do animal e de quem o manuseia (Becker et al., 2012; Silva et al., 2012). O uso de produtos
naturais, como 0leos essenciais derivados de plantas, tem se mostrado uma alternativa viavel para
anestesia em peixes (Faganha & Gomes, 2005; Cunha, 2007; Correia, 2015). Os dleos essenciais de
L. alba (Cunha et al., 2011), mentol (Simdes et al., 2009) e cravo (Roubach et al., 2005), vém sendo
amplamente utilizados nas pisciculturas como anestésicos.

O uso de extratos vegetais e os fitoterapicos € permitido para prevencao e tratamento de
enfermidades dos organismos aquaticos de acordo com o Anexo | da Instrucdo Normativa
Interministerial N° 28, de 8 de junho de 2011 (Brasil, 2011).

2.1. Oleos essenciais como anestésicos

Os oleos essenciais (OEs) podem ser obtidos a partir de diferentes partes da planta como,
folha, raiz, caule e flor, mediante a destilacéo por arraste com vapor de 4gua. S&o caracterizados por
serem misturas complexas de numerosos compostos quimicos, como a classe de terpendides
(monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropanodides (Calsamiglia et al., 2007). Os metabolitos

secundarios encontrados nesses 6leos exercem funcdo de defesa nas plantas, frente as agressdes
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externas (Briskin, 2000). Os OEs sdo normalmente incolores ou amarelados (Figura 1), e instaveis,
principalmente na presenca de ar, luz, calor, umidade e metais (Bandoni & Czepak, 2008) além disso,
sdo biodegradaveis (Kulkarni et al., 2013).

Figura 1. Oleo essencial de Lippia alba. Fonte: http://www.hria.com.br (017).

A utilizacdo de 6leos essenciais tem sido amplamente difundida nos Gltimos anos. Estes
apresentam atividades antibacteriana, antioxidante, antifingica, analgésica, anticancerigena e
inseticida (Bakkali et al., 2008; Alves, 2014). Os OEs provenientes de plantas com propriedades
terapéuticas estdo entre os principais produtos naturais que estdo sendo estudados em peixes, por
possuirem propriedades anestésicas (Lang & Buchbauer, 2012).

O uso de OEs como agentes anestésicos, vém se tornando uma alternativa aos compostos
sintéticos por serem fontes promissoras de substancias biotivas utilizadas contra parasitos e
microrganismos e apresentarem menor toxicidade (menos concentrados) e menor custo na criagao de
peixes, além de ndo serem prejudiciais ao meio ambiente e menos agressivo a satde do homem (Inoue
et al., 2005; Soares & Tavares-Dias, 2013). Pesquisas recentes com 6leos essenciais utilizados como
anestésicos em peixes demonstraram a sua eficacia em organismos aquaticos (Souza et al., 2012;
Silva et al., 2012; Rezende et al., 2017).

2.1.1. Oleo de cravo

O 6leo de cravo, conhecido como Eugenol®, foi proposto como alternativa de baixo custo
para anestesia em peixes (Roubach et al., 2005; Hoshiba et al., 2015). E um composto natural, obtido
a partir da destilacéo de folhas da planta do género Eugenia (E. caryophyllata e E.aromatica) (Cunha
et al., 2010a) e tem como principio ativo o eugenol (4-alil-2-metoxifenol) sendo considerado seguro
para humanos, animais e ambiente (Ross & Ross, 2008). Varios estudos avaliaram seu uso para

reduzir a hipermotilidade animal, diminuindo o estresse do peixe durante o0 manuseio (Vidal et al.,
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2008; Cunha et al., 2010a; Inoue et al., 2011). Uma vantagem do Eugenol®é o seu rapido metabolismo
no organismo do animal, ndo necessitanto de um tempo de depuracdo (ou seja, 0 peixe pode ser
consumido poucas horas apds o uso de anestesia) (Wagner et al., 2002). Esse composto € utilizado
como flavorizante na industria alimenticia e apresenta propriedades antimicoticas, antibacterianas,
antifangicas, analgésicas, antivirais e anestésicas (Hussain et al., 2000; Ross & Ross, 2008). No
entanto, estudos realizados pela National Toxicology Program observaram atividades neoplasicas em
ratos e camundongos expostos ao eugenol, isoeugenol e metileugenol (NTP, 1983, 2000, 2008).
Nesse contexto, o Food and Drug Administration’s Center for Veterinary Medicine (FDA/CVM,
2007) ndo recomenda a utilizacdo do 6leo de cravo e seus constituintes como anestésicos para peixes,
devido a possiveis riscos a seguranca humana e animal. No entanto, este composto continua sendo

utilizado em pisciculturas no Brasil (Gongalves et al., 2008; Rezende et al., 2017).
2.1.2. Oleo essencial de Lippia alba

A espécie Lippia alba (Mill.) N. E. Brown é um subarbusto de morfologia variavel (Figura
2), que pode chegar a medir até dois metros de altura, com ramos finos de coloragdo esbranquigada,
exibindo folhas de largura varidvel, com bordos serrados e apice agudo (Matos, 2000). Essa espécie

cresce em solos arenosos proximos a margens de rios, lagos e lagoas, mas também pode ser cultivada

em solos enriquecidos em nutrientes (Oliveira et al., 2006).

Figura 2. Imagens da espécie de planta Lippia alba. Fonte: Nascimnto, H.S. (2017)

Os nomes populares atribuidos a essa espécie estdo relacionados ao odor aromatico, devido
aos constituintes quimicos como os terpenos (Castro et al., 2001), ou propriedades medicinais das
plantas (Hennebelle et al., 2008). Os nomes mais comuns, no Brasil, sdo: erva-cidreira, falsa melissa,
cha-de-tabuleiro, erva cidreira-do-campo, salva-do-Brasil, salva-limédo e erva-cidreira-brava (Matos,
2000), cha-da-febre, alecrim do campo (Holetz et al., 2002) e alvia sija (Pascual et al., 2001a).

A erva-cidreira possui ampla distribuicdo geogréfica, sendo encontrada nas Américas
Central e Sul, na regiéo sul dos Estados Unidos (Pascual et al., 2001b; Hennebelle et al., 2008), e no
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Brasil é encontrada em praticamente todas as regides (Jannuzzi et al., 2011). Essa espécie possui
potencial industrial devido as facilidades agrondmicas como a rusticidade, a rapidez de colonizagao
pela propagacao vegetativa, o vigor, a alogamia e, também por vegetar e florescer o ano todo, além
de apresentar plasticidade fenotipica (YYamamoto, 2006).

A L. alba apresenta propriedades farmacologicas como acgéo antiespasmaodica, estomaquica,
antiinflamatdria, antipirética, analgésica, sedativa, antibacteriana e fungicida (Franco & Barros, 2006;
Mattos et al., 2007; Fabri et al., 2011). O 6leo essencial que é extraido das folhas da L. alba possui
efeito anestésico em organismos aquaticos (Cunha et al., 2010b; Azambuja et al., 2011; Veeck et al.,
2013).

O oleo essencial de L. alba apresenta variacdo quantitativa e qualitativa em sua composicao
quimica (Yamamoto, 2006), influenciada pela estagdo do ano (Silva et al., 2006), levando a separa¢ao
em quimiotipos (Hennebelle et al., 2008). Essas variacfes na composicdo do 6leo e caracteristicas
morfologicas tém sido observadas, dependendo da origem geografica do material bioldgico, o que
levou a hipotese de que seriam consequéncia da influéncia de fatores ambientais (Silva et al., 2006;
Yamamoto, 2006).

O OE dessa planta possui variabilidade genética em relacdo a composicdo quimica, sendo
encontrados sete quimiotipos. Os quimiotipos encontrados baseado nos componentes quimicos
majoritarios do OE sdo: quimiotipo | - citral, linalol, B-cariofileno; quimiotipo Il - tagetenone;
quimiotipo Il - limoneno com quantidades variaveis de carvona; quimiotipo IV - mirceno; quimiotipo
V - y-terpineno; quimiotipo VI - camphor-1,8-cineol; quimiotipo VII — estragole (Hennebelle et al.,
2008).

De acordo com cada quimiotipo e sua concentracdo é possivel saber a agdo farmacoldgica
que o 6leo possui. Alta concentracéo de limoneno-carvona (quimiotipo I11), apresenta agdo mucolitica
(Mattos et al., 2007), enquanto plantas com alta concentracao de limoneno-citral (quimiotipo I e 111),
apresentam acdo sedativa, antiespasmaddica e ansiolitica. Folhas de erva-cidreira do quimiotipo
mirceno-citral (quimiotipo I e IV) sdo utilizadas como chas, apresentando propriedades calmantes e
antiespasmodica suaves, em funcdo do citral e analgésica devido a agdo do mirceno (Vale et al.,
2002). No entanto, é necessaria a realizacdo de mais pesquisas relacionadas aos quimiotipos do dleo

essencial de L. alba.

2.2. Bioensaios para avaliacdo de mutagenicidade e genotoxicidade

Os bioensaios sdo ferramentas importantes para a avaliacdo de substancias quimicas ou
naturais que podem induzir a formagdo de danos no material genético de muitos organismos Vivos
(Fernandes et al., 2009). Os efeitos genotdxicos e mutagénicos produzidos por substancias presentes

em produtos naturais, como extratos vegetais, 6leos essenciais e seus derivados podem ser avaliados
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mediante diversos bioensaios devido a consideravel sensibilidade e confiabilidade dos resultados.
Dentre os bioensaios animais destacam-se 0s que avaliam alteracGes nucleares, presenga de
micronucleos (Teste de microndcleos (MCN)) e degradacdo do DNA (Ensaio do cometa) (Collins et
al., 2008; Leme & Marin-Morales, 2009; Athanésio et al., 2014).

Os bioensaios citogenéticos tém por finalidade analisar os principais agentes capazes de
afetar em nivel fisiol6gico e molecular de um organismo exposto. Assim, se a substancia ocasionar
danos ao DNA consequentemente hd um potencial genotoxico e/ou mutagénico (Silva et al., 2003;
Athanésio et al., 2014). Uma alternativa para deteccdo destas substancias € o emprego de
biomarcadores, que sdo organismos fenotipicamente sensiveis a lesées no DNA, sendo considerados
indicadores que expressam de forma precisa as possiveis alteracGes ocasionada por esses agentes
quimicos, fisicos e/ou bioldgicos em organismos vivos (Costa & Menk, 2000; Silva et al., 2011).

Atualmente, os testes citogenéticos sdo validados pelo Programa Internacional de Seguranca
Quimica (PISQ, OMS), Programa das Nac¢des Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA) e pela
Sociedade Brasileira de Mutagénese, Carcinogénese e Teratogénese Ambiental (SBMCTA) para o
monitoramento in situ, in vivo e in vitro da genotoxicidade e mutagenicidade de substancias,
principalmente as provindas de fonte vegetal (Cabrera & Rodriguez, 1999; Fachinetto et al., 2007;
Verri et al., 2018).

2.2.1. Mutagenicidade e Genotoxicidade

A Mutagenicidade é determinada pela capacidade que uma substancia quimica possui para
induzir alteracdes genéticas, e que, sendo fixadas, poderao ser transmitidas durante a divisdo celular.
O teste de microndcleo, inicialmente desenvolvido por Boller e Schmid (1970), é o ensaio, in vivo,
mais amplamente utilizado para a deteccdo de agentes clastogénicos (quebra cromossémica) e
aneugénicos (dano no fuso mitético) (Neto et al., 2005). Este possibilita a deteccdo de efeitos
mutagénicos provocados por varios agentes quimicos e fisicos, podendo ser utilizado para avaliacéo
das condi¢cdes ambientais (Ferreira & Nepomuceno, 2008). Além disso, € considerado um teste
rapido, simples e barato para deteccdo de mutagenicidade (Silva & Nepomuceno, 2010).

A formagéo de micronucleos (Figura 3) ocorre por meio da exposicédo a diferentes agentes
quimicos, fisicos ou biologicos que ocasionam danos capazes de interferir no processo de ligacéo do
cromossomo as fibras do fuso, acarretando a perda de material genético (cromossomos inteiros ou
fragmentos), determinando alteracbes mutagénicas nos cromossomos e danos ao fuso mitotico (Silva
& Nepomuceno, 2010; Silva et al., 2011).
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Figura 3. Divisdo celular indicando a formagdo de microndcleos em
células eucaritticas. Fonte: Verri et al. (2018) com adaptagdes.

Além da formacdo de micronlcleos, esses agentes quimicos podem ocasionar outras
alteracdes nucleares, descritas por Carrasco et al., (1990); Viana et al., (2017) como, invaginagao
nuclear, nacleo lobulado, célula binucleada, picnose, brotamento nuclear, caridlise, ponte nuclear e
nucleo vacuolizado (Figura 4). Essas alteracdes nucleares sdo reversiveis sendo de caracter

genotoxico.

Figura 4. Micrografia ilustrando alteracdes nucleares em eritrdcitos de peixes (espécie O. niloticus). Célula
normal (A), invaginagdo nuclear (B), cariolise (C), brotamento nuclear (D), célula binucleada (E), picnose
(F), nacleo lobulado (G), ponte nuclear (H), nacleo vacuolizado (1), microntcleo (J). Fonte: Nascimento,
H.S. (2017)

Baseando-se nas alteragdes identificadas € realizado o calculo da frequéncia de
micronucleos (MCN) e o indice de genotoxicidade (IG), descrito abaixo:

Total de Microntcleos
MCN = X 100
Total de células observadas

G = Total de células alteradas X 100

Total de células observadas 19




A Gentoxicidade pode ser identificada por degradacdo do DNA. O ensaio do cometa foi
relatado pela primeira vez por Ostling e Johanson (1984) e modificado por Singh et al. (1988),
empregado ha mais de vinte anos é uma técnica que possibilita essa identificacdo. E conhecida como
“eletroforese em gel de célula unica” (Single cell gel) (Kind et al., 2018) é um teste que permite medir
¢ visualizar a formagdo de uma “cauda” em nucleodides (Collins et al., 2008). Este teste apresenta
sensibilidade tanto in vivo quanto in vitro e versatilidade na medicéo de quebras de fitas simples e
duplas de DNA (Collins et al., 2008). O ensaio do cometa consiste na aplicacdo de corrente elétrica
nas células, em laminas com gel de agarose para se observar as lesdes no DNA, ocasionados por
agentes genotoxicos (Di Paolo, 2006).

Nesta técnica, a corrente elétrica gera o transporte de fragmentos do DNA para fora dos
nucleos em células com conteudo nuclear lesionado (Santos et al., 2009) formando uma “cauda”. Os
danos no DNA sdo analisados em células individuais (Brianezi et al., 2009), apresentando relacao
com a extensdo do DNA que migrou para fora do nucleo (Fairbairn et al., 1995).

Collins et al. (1995) propuseram uma classificag&o visual de nucledides baseada na migragdo
do DNA (formacdo da cauda):classe 0 (nenhum dano), classe 1 (ligeiramente danificado), classe 2
(dano intermediario), classe 3 (dano elevado) e classe 4 (dano maximo). Christofoletti et al. (2009)

observaram as classes 0, 1 e 2 em eritrocitos de O. niloticus (Figura 5).

Figura 5. Ensaio de cometa aplicado em eritrécitos de O. niloticus usando pH 12.1 coradas com
brometo de etidio (A. Classe 0, B. Classe 1, C. Classe 2). Fonte: Christofoletti et al. (2009)

Outras classificacdes tém sido realizadas por softwares (LUCIA comet assay, Komet 5.5,
Comet assay 11, Comet 1V) que avaliam os danos no DNA por meio de parametros como, momento
da cauda (tail moment), momento da cabeca (olive moment), DNA da cabeca (head DNA (%)), DNA
da cauda (tail DNA %), comprimento da cauda (tail length), raio da cabeca (head radius), intensidade
integral (integral intensity), area da cabeca (head area) e area da cauda (tail &rea) (Figura 7) (Kopjar
etal., 2008; Lee et al., 2009; Stang et al., 2010; Sunjog et al., 2013). Em relacdo as analises realizadas
no software LUCIA comet assay destacam-se os paramétros porcentagem de DNA na cauda e
tamanho da cauda. No entanto, a porcentagem de DNA na cauda pode estar em maior ou menor

proporcdo independentemente do tamanho da cauda (Figura 6).
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Figura 6. Ensaio do cometa, eritrocitos de peixes, Oreochromis niloticus, analisado pelo
software LUCIA comet assay. Cabeca do cometa (A), porcentagem de DNA presente na
cauda (B) e tamanho da cauda (C). Menor porcentagem de DNA na cauda (1) e maior
porcentagem de DNA na cauda (2). Fonte: Nascimento, H.S. (2017)

Pesquisas utilizando ensaio do cometa indicaram sua eficiéncia para avaliagdo de
genotoxicidade de diferentes compostos quimicos, extratos e 6leos naturais, nas diversas areas de
pesquisa: genética toxicoldgica, radiacdo biologica, processos de reparo de DNA, ecotoxicologia
genética e biomonitoramento ambiental (Gontijo et al., 2003; Valenca-Silva et al., 2014; Viana et al.,
2017).

2.3. Ensaios com os peixes

O uso de peixes como modelo em pesquisas laboratoriais aumentou significativamente nas
ultimas décadas, sendo utilizados frequentemente como bioindicador de contaminacdo de corpos
hidricos e modelo em ensaios laboratoriais para teste de substancias quimicas, como, por exemplo,
anestésicos, medicamentos, herbicidas e fungicidas (Vicente, 2014). Testes utilizando peixes sdo
eficientes por estes responderem aos compostos toxicos de modo similar aos grandes vertebrados,
além de serem encontrados em diferentes ecossistemas (Ramsdorf, 2009), podendo assim, serem
utilizados para analisar substancias potencialmente carcinogénicas e teratogénicas em humanos
(Goulart et al., 2003).

Os peixes sdo sensiveis a substancias genotoxicas e mutagénicas, e, também estdo entre 0s
maiores veiculos de transferéncia de contaminantes para humanos (Goulart et al., 2003). Neste
contexto, o Teste de microntcleo (MCN) e o Ensaio do Cometa em peixes sdo considerados
ferramentas importantes para avaliacdo de efeitos mutagénicos e genotoxicos para estudos de

biomonitoramento genético (Lucero et al., 2000).
2.3.1. Oreochromis niloticus (Cichlidae)

Oreochromis niloticus (Figura 7) € uma espécie de peixe conhecida com Tilapia do Nilo
pertencente & familia Cichlidae (Cavas & Ergene-Goziikara, 2005a). A espécie é originaria da Africa
e, foi introduzida no Brasil em 1971, por intermédio do Departamento Nacional de Obras Contra a

Seca (DNOCS) nos agudes do Nordeste, difundindo-se para todo o pais (Proenga & Bittencourt,
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1994). Essa espécie é tropical, apresenta temperatura ideal para o desenvolvimento variando entre 25
e 30°C e, seu crescimento afetado quando abaixo de 15°C e n&o resiste a temperaturas por volta de
9°C (Ono & Kubitza, 2003; Cyrino & Conte, 2006).

Figura 7. Imgem da espécie Orochromi's niloticus. Fonte: Nascimento, H.S. (2017)

A Tilapia do Nilo é um dos peixes com maior potencial para a piscicultura por apresentar
caracteristicas como, rapido crescimento, resisténcia a doencas, de habito onivoro, respondendo com
a mesma eficiéncia a ingestdo de proteinas de origem vegetal e animal, possui capacidade fisioldgica
de adaptar-se em diferentes ambientes e sistemas de producdo (Ono & Kubitza, 2003; Zimmermann
& Fitzsimmons, 2004; Cyrino & Conte, 2006).

Estudos de genotoxicidade e mutagenicidade com alguns anestésicos ja foram realizados
com essa espécie. Barreto et al. (2007) observaram que o MS-222, utilizado como anestésico em
Tilapia do Nilo, ndo induziu dano genotoxico ao DNA. Outro estudo realizado por Valenca-Silva et
al. (2014) mostrou que o propofol, também utilizado como anestésico, ndo ocasionou danos

genotoxicos e mutagénicos no DNA nessa espécie (Valenga-Silva et al., 2014).
3. JUSTIFICATIVA

Considerando o desenvolvimento das pisciculturas no Brasil e 0 aumento nas culturas de
diversas espécies de peixes, cresce a necessidade da utilizacdo de agentes anestésicos para 0 manuseio
desses animais. Os anestésicos auxiliam durante 0 manejo dos peixes evitando danos fisicos. No
entanto, estudos que avaliem alteragBes genéticas ocasionadas por substancias anestésicas em peixes
S&0 escassos.

Neste contexto, torna-se necessaria a realizacdo de ensaios de genotoxicidade e
mutagenicidade para avaliar 0s possiveis danos genéticos que 0s anestésicos comerciais ou naturais

possam ocasionar nas células dos peixes.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Avaliar o potencial genotdxico e mutagénico do dleo essencial de Lippia alba e compara-lo

com 0s anestésicos comerciais utilizados no manejo de Oreochromis niloticus.

5.2. Objetivos Especificos

e Avaliar se o tamanho e peso corporal dos peixes influenciam na quantidade de alteracdes
encontradas no DNA;

e Analisar se 0 tempo (24, 48 e 72h) apds a exposicdo ao anestésico estd relacionado a
frequéncia de alteracdes genéticas;
e Auvaliar se os anestésicos comerciais apresentam diferencas genotdxicas e mutagénicas em

relagdo ao 6leo essencial de Lippia alba.
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6. HIPOTESE
O oOleo essencial de Lippia alba por ser um composto natural apresenta menor

genotoxicidade e mutagencidade que os anestésicos comerciais Benzocaina® e Eugenol®.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito mutagénico e genotdxico do dleo essencial de Lippia
alba e comparar seus efeitos com anestésicos comerciais utilizados em Oreochromis niloticus nas
pisciculturas. Para tanto, os peixes, foram expostos a trés anestésicos (Benzocaina®, Eugenol® e
6leo essencial de L. alba), onde foi observado o tempo de indu¢do e recuperacdo ao anestésico e
posteriormente avaliados danos mutagénicos e genotdxicos em eritrécitos pisceos. Os dados
biométricos dos peixes foram coletados para verificar se estes infuenciam na quantidade de
alteracdes genéticas encontradas no DNA. Os danos genéticos foram avaliados utilizando o ensaio
do cometa, teste de micronucleo e alteragcdes nucleares em eritrocitos. Os resultados demostraram
que o Eugenol® induziu os peixes a anestesia antes de 5 min e a recuperacao de equilibrio e natagio
normal ndo ultrapassou esse tempo. Os anestésicos Benzocaina® e OE de L. alba, induziram os
peixes a anestesia em 10 min e o tempo de recuperacdo foi menor que 5 min. O tamanho e peso

corporal (O. niloticus) ndo influenciaram nas alteracdes genéticas encontradas no DNA. Os
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anestésicos apresentaram genotoxicidade em todos os tempos analisados. Porém a Benzocaina®e
Eugenol® apresentaram maior genotoxicidade em 72 h, e OE L. alba nesse preiodo apresentou
reducdo significativa de genotoxidade, indicando que o tempo de depuracdo dos anéstesicos pode
influenciar na genotoxicidade. Apenas os anestésicos Eugenol® e Benzocaina® ocasionaram
mutagenicidade. Diante disso, pode-se concluir que o 6leo essencial de L. alba torna-se alternativa
viavel aos compostos quimicos convencionais, além de apresentar efeito genotoxico menor quando
comparado aos demais anestésicos e nao possuir efeito mutagénico.

INTRODUCAO

Os procedimentos realizados nas pisciculturas como, transporte, marcacao, biometria, e
analise patoldgica (Marsic-Lucic et al. 2005), expdem 0s peixes a uma variedade de estressores, que
podem afetar a sobrevivéncia, crescimento e reproducdo desses animais (Souza et al. 2012). O uso
de agentes anestésicos durante esses procedimentos facilita 0 manuseio dos peixes, pois reduz o
estresse e evita possiveis danos, como a perda de escamas ou lesdes que ocasionam a entrada de
patogenos (MarsSic-Lucic et al. 2005). Os anestesicos sao usados para diminuir o metabolismo do
animal durante intervencgdes gerais e alguns procedimentos praticos de manejo, tornando-0s menos
suscetiveis a doencas causadas por técnicas inadequadas de manipulacdo (Fabiani et al. 2013).

O anestésico utilizado para tal pratica deve ser selecionado, de acordo com a sua eficacia
na inducdo de anestesia e na recuperacdo dos animais, sua disponibilidade no mercado, efeito
residual, seguranca durante o uso e possiveis efeitos colaterais aos peixes, seres humanos e ao meio
ambiente (Marking e Meyer 1985). Diversos produtos quimicos sao utilizados como anestésicos
para peixes, sendo a benzocaina (etil 4-aminobenzoato) o anestésico mais comum utilizado no
Brasil (Gomes et al. 2001; Oliveira et al. 2009). Também pode-se destacar o uso de substancias
quimicas como, quinaldina e tricaina metanosulfato (MS-222), no entanto esses anestésicos podem
ocasionar efeitos adversos nos animais, como, perda de muco, irritacdo da branquia, lesdes na

cérnea (Inoue et al. 2010).
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Pesquisas com anestesicos provenientes de fontes naturais vém sendo realizadas (Becker et
al. 2012; Silva et al. 2012; Rezende et al. 2017). O uso de 0leos essenciais como agentes
anestésicos, constitui forma alternativa em relacdo ao uso dos compostos sintéticos. Estes sdo fontes
promissoras de substancias biotivas utilizadas contra parasitos e microrganismos e apresentam
menor toxicidade por serem menos concentrados e menos onerosos na criacao de peixes, nao sendo
prejudiciais ao meio ambiente e menos agressivos a saide do homem (Inoue et al. 2005; Soares e
Tavares-Dias 2013).

O dleo essencial (OE) da Lippia alba (Mill.) N. E. Brown, conhecida popularmente como
erva-cidreira, tem sido utilizado na medicina popular, devido as propriedades terapéuticas. Estudos
in vivo e in vitro demostraram o potencial bioativo do 6leo. O OE e extratos desta espécie foram
capazes de inibir crescimento de bactérias, fungos e protozoarios (Nogueira et al. 2007; Escobar et
al. 2010; Fabri et al. 2011), além de ocasionar efeito anestésico em organismos aquaticos (Parodi et
al. 2012; Becker et al. 2012; Veeck et al. 2013).

Como os anestésicos sao utilizados em pisciculturas e em procedimentos laboratoriais, faz-
se necessario avaliar a existéncia de riscos mutagénicos e genotoxicos para organismos aquaticos
como peixes. Testes utilizando peixes como modelo experimental indicaram resposta similar dos
diversos compostos quimicos em grandes vertebrados, além destes serem encontrados facilmente
nos ecossistemas (Ramsdorf et al. 2009).

A espécie de peixe ideal para estudos de genotoxicidade e mutagenicidade necessita ser
encontrada facilmente em diversos ecossistemas aquaticos, sensivel para detectar poluentes e
substancias quimicas em baixas concentragdes e de facil manuseio no laboratério (Sanchez-Galan
1998; Ramsdorf et al. 2009). A espécie Oreochromis niloticus, conhecida como Tilapia do Nilo
destaca-se por apresentar as condigdes anteriormente mencionadas, se tornando ideal para tais
estudos (Barreto et al. 2007; Valenga-Silva et al. 2014). Além disso, essa espéecie € muito comum no

Brasil e amplamente comercializada em pisciculturas em diversas regides.
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Diversas técnicas vém sendo empregadas para avaliar danos genéticos, dentre elas,
destacam-se o0 ensaio do cometa, teste de micronucleo (MCN) e alteracdes nucleares por serem
consideradas eficazes e sensiveis para revelarem alteracfes genéticas causadas por determinadas
substancias quimicas (Cavas e Ergene-Gozukara 2005a; Collins et al. 2008). Estas possibilitam a
deteccdo da genotoxicidade e mutagenicidade de substancias em diferentes modelos animais (Cavas
e Ergene-Gozukara 2005b; Collins et al. 2008; Silva et al. 2011).

Considerando a expansdo das pisciculturas no Brasil e a crescente necessidade da
utilizacdo de anestésicos para 0 manuseio dos animais, torna-se relevante a realizacdo de pesquisas
que avaliem aspectos relativos a genotoxicidade e mutagenicidade para investigacdo de possiveis
danos genéticos que 0s anestésicos comerciais ou naturais possam causar no DNA. Neste contexto,
objetivou-se avaliar o potencial genotoxico e mutagénico do éleo essencial de L. alba em diferentes
tempos, comparar esses efeitos com outros anestésicos comumente utilizados no manejo de O.
niloticus.

METODOS
Material vegetal e producdo de Oleo Essencial de Lipia alba

A espécie L. alba foi cultivada em campo experimental da Divisdo Amazonia Ocidental da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), em Manaus. As partes aéreas das
plantas foram cortadas e secas ao ar. Uma exsicata foi depositada no herbario da Embrapa
Amazonia Ocidental, sob o registro n® 002\2008 processo 02001.002726\2013-25 (Ventura 2016).

O oleo essencial bruto de L. alba foi obtido por hidrodestilacdo em aparelho do tipo
Clevenger. Foram colocadas 100 gramas das partes aéreas (flores, folha e caule) em baldes
volumeétricos e adicionados 2000 ml de &gua destilada e submetidos ao processo de extracdo. O
rendimento do 6leo essencial foi de 1,7% (m\v). A analise cromatografica identificou 35 compostos
neste OE de L. alba, sendo os componentes majoritarios, a carvona (52,54%), limoneno (17,25%),
[-copaeno (4,29%), (E)-cariofileno (3,31%), mirceno (3,02%) e B-atlantona (2,51%) (Ventura

2016).
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Peixes e condicdes gerais

Cento e trinta juvenis de Tilapias do Nilo de tamanho 15,0 £ 1,4 cm (média = DP) e peso
59,5 + 18,0 g (média + DP) provenientes de um mesmo lote e mantidas em tanques de 1000 litros
de 4gua em sistema de recirculacdo no Laboratorio de Piscicultura da Embrapa Agropecuaria Oeste,
Dourados, Estado de Mato Grosso do Sul (Brasil) foram utilizadas para o experimento. A
temperatura da agua nos tanques variou de 25°C+26°C (monitorada duas vezes ao dia) e 0s animais
foram alimentados, duas vezes ao dia, com pellets seco comercial (teor de proteina de 32%) de
acordo com a ABNT (2011).

Os procedimentos para a realizacéo deste estudo foram realizados em conformidade com a
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande
Dourados, registrado sob o protocolo de n® 27/2017.

Preparo dos anestésicos

Trés compostos foram avaliados, sendo dois comerciais, Eugenol® e Benzocaina® (ambos
na concentracdo de 60 mg/L) e outro natural, o 6leo essencial (OE) de L. alba (150 mg/L).
Considerando a baixa solubilidade dos 6leos essenciais estes foram dissolvidos em &lcool etilico na
concentracdo final de 0,6%, assim como 0s anésticos comerciais. As concentracfes da solucdes
anestésicas foram baseadas em parametros estabelecidos por Ventura (2016) e Medeiros-Silva et al.
(2014).

Efeito anestésico (teste de inducéo e recuperacao)

Os peixes (n=5) (O. niloticus) foram transferidos para aquarios (mantido a 25°C) com
solucdes anestésicas diluidas nas respectivas concentragbes de 60 mg/L para Eugenol® e
Benzocaina®, e 150 mg/L para OE de L. alba. O efeito anestésico foi mensurado por meio de
registro do tempo de um peixe perder o equilibrio e ndo reagir a estimulacdo fisica. A perda total de
equilibrio é equivalente ao estagio 4 da anestesia (Thurmon et al. 1996). Depois da exposi¢do dos

peixes aos anestesicos, estes foram isolados em um aquario de 10L com agua (sem solucéao
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anestésica), onde foi analizado o tempo de recuperacgéo do efeito do anestésico, caracterizado pelo
retorno dos movimentos e equilibrio natatério normal.
Procedimento experimental

Para o experimento foram utilizados 20 peixes por tratamento (6 tratamentos). Os animais
ficaram 24h em jejum antes do inicio do experimento. Seis aquarios foram utilizados com 0s
seguintes tratamentos (1) Controle negativo (CN) somente agua, (2) Controle veiculo (CV) alcool
0,6%, (3) Controle Positivo (CP) ciclofosfamida, (4) 6leo essencial de L. alba (LA), (5)
Benzocaina® (BZ) e (6) Eugenol® (EG). Apds a agua ser homogeneizada com 0s anestésicos
diluidos, os peixes foram expostos ao manejo de captura e alocados nos aquarios para o banho com
0s anestésicos por 10 min. Posteriormente, os animais foram acondicionados em outros agquarios,
com agua sem solucéo anestésica. A Ciclofosfamida (40 mg/kg) utilizada como controle positivo
foi injetada intraperitonealmente.

As coletas sanguineas destinadas aos ensaios de mutagenicidade e genotoxicidade foram
realizadas em 5 peixes por tratamento apds 24, 48 e 72h ap0s a exposicao aos anestésicos. Apos 24h
da 5 peixes foram retirados dos aquéarios de cada tratamento e realizou-se a coleta de sangue (por
meio de puncdo da veia caudal) e biometria. Os dados biométricos foram anotados apds a coleta
sanguinea. Ap0s essa etapa, 0s peixes foram colocados em outro aquario com agua livre de solucéo.
O mesmo procedimento foi repetido apos as 48 e 72 h.

Ensaios de Genotoxicidade e Mutagenicidade

Ensaio do cometa

O ensaio do cometa foi realizado seguindo a metodologia proposta por Ventura (2004)
com adaptacdes. Para tanto foram coletados 6L de sangue por peixe e diluidos em 500 pL de
solucdo Tampéo PBS (tampdo fosfato salino). As laminas foram confeccionadas em duplicata para
cada peixe e cada lamina foi montada com 40 uL de suspensao celular e 140 pL de agarose de

baixo ponto de fusdo 0,5% (v/v) a 37°C.
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As laminas permaneceram em solucao de lise por 2h e em seguida em solu¢do tampé&o
NaOH 0,3 mol L't e EDTA 0,001 mol L (pH>13) por 20 minutos para desnaturacio do DNA.
Posteriormente foram submetidas a eletroforese a 37 V, 300 mA, por 25 minutos. As laminas foram
neutralizadas com Tris 0,4 mol L, fixadas em etanol PA e armazenadas em geladeira até o
momento das contagens.

As laminas foram coradas com 30 pL brometo de etideo (1,6 mg/mL) e 100 nucleoides por
lamina foram observados em microscopio de fluorescéncia (LABMED, Lx 400) na objetiva de 40x,
posteriormente fotografados e analisados no software LUCIA comet assay utilizando os seguintes
parametros, tail length (tamanho da cauda) e tail DNA % (porcentagem de DNA na cauda).

Teste de Micronucleo e alteragdes nucleares

O teste de micronucleo e alteracdes morfoldgicas nucleares seguiu o protocolo descrito por
Schmid (1975) e Heddle et al. (1983) com adapta¢fes. Apds cada periodo de exposicdo, as laminas
com esfregaco sanguineo dos eritrocitos para contagem de micronucleos e alteragcbes morfoldgicas
nucleares, foram preparadas em duplicata, contendo uma gota de sangue coletado de cinco peixes
por tratamento. Posteriormente, as laminas foram secas, fixadas em etanol PA e hidrolisadas em
HCI 1N a 60°C por 10 minutos. A coloracéo foi realizada utilizando o corante reativo de schiff e
contra corante fast green. A contagem dos micronucleos e alteracdes nucleares foi realizada em
microscopio optico Nikon (Eclipse, E200), no aumento de 1000X. De cada peixe foram contadas
2.000 células para o calculo da frequéncia de micronucleos (MCN) e indice de genotoxicidade (1G).

Para calcular a frequéncia de micronucleos (MCN) e o indice de genotoxicidade (IG)

foram utilizadas as seguintes formulas:

Total de Microntcleos
MCN = X 100
Total de células observadas

G = Total de células alteradas X 100

Total de células observadas
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No indice de genotoxicidade foram observadas as seguintes alteracfes nos eritrocitos:
invaginacao nuclear, brotamento nuclear, ndcleo vacuolizado, célula binucleada, nicleo lobulado e
picnose (Carrasco et al. 1990; Viana et al. 2017).

Anélise estatistica

Para verificar se o peso e o tamanho influenciram nos efeitos mutagénicos e genotoxicos foi
realizado ANCOVA (0=0,05). Para comparacao dos ensaios de genotoxicidade através do teste do
cometa foi aplicado o teste paramétrico analise de variancia (ANOVA) e um teste a posteriori de
Tukey (0=0,05) e para a comparacao do ensaio de mutagenicidade e genotoxicidade através do teste
de microndcleo e alteracdes nucleares foi realizado o teste ndo-paramétrico de Kruskall-Wallis com
a posteriori de Dunn (0=0,05). As analises estatisticas foram realizadas usando a plataforma R (R
Core Team, 2016).
RESULTADOS

Os resultados referentes ao teste de inducgéo a anestesia em solugdes com os diferentes
anestésicos (Benzocaina®, Eugenol® e OE de L. alba) foram demonstrados na Tabela 1. Os peixes
submetidos a imersdo revelaram perda total de equilibrio e ndo resposta a estimulacédo. A
recuperacdo de equilibrio e natacdo normal foi mais rapida no anestésico OE de L. alba.

Tabela 1. — Tempo de inducéo e recuperacdo aos diferentes anestésicos em Oreochromis
niloticus.

A - Perda total do Recuperacéo parcial ~ Natagdo
nestesicos e R

equilibrio do equilibrio normal
Benzocaina® (60 mg/L) 10 min 2min 7s 3 min
Eugenol® (60 mg/L) 3 min 2 min 4 min
OE de Lippia alba (150 mg/L) 10 min 50s 2 min

Com base nos resultados da ANCOVA é possivel verificar que o tamanho e peso corporal
(O. niloticus) néo influenciaram nas alteracGes geneticas encontradas no DNA (p>0,05).

A genotoxicidade analisada por meio do ensaio do cometa revelou que quando comparado
0 tamanho da cauda nos tempos (24, 48 e 72h) dentro de cada tratamento foi possivel verificar que
houve aumento significativo (p<0,05) em 48h para os tratamentos CN, CP, LA e EG. Nos

tratamentos CV e BZ esse aumento somente foi possivel verificar em 72h (Figura 1a).
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Figura 1. — Comparacdo entre os periodos de 24, 48 e 72h em cada tratamento com 0S compostos
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anestésicos na espécie Oreochromis niloticus para tamanho da cauda (a), porcentagem de DNA na
cauda (b) (parametros do ensaio do cometa) e indice de genotoxicidade baseado em alteracbes
nucleares (c).
(CN- Controle Negativo; CP- Controle Positivo; CV- Controle Veiculo; BZ- Benzocaina (60 mg/L);
EG- Eugenol (60 mg/L); LA- dleo essencial de Lippia alba (150 mg/L)).
Letras mailsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os periodos dentro de
cada tratamento.

Para porcentagem de DNA presente na cauda nos tratamentos CN, LA, EG e CP houve um
aumento significativo (p<0,05) em 48h. Para o tratamento BZ nesse parametro foi observado

aumento significativo em 72h (Figura 1b).
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Para o indice de genotoxicidade analisado com base em resultados referentes a alteracfes
nucleares foi possivel verificar que no tratamento LA o indice de genotoxicidade foi maior em 24h
apresentando uma diminuicdo significativa no tempo de 72h. Os tratamentos CN, CV e BZ
apresentaram aumento significativo para esse indice a partir de 48h. Nos tratamentos CP e EG, o

aumento significativo deste indice somente ocorreu em 72h (Figura 1c).

Para o indice de mutagenicidade observou — se que ndo houve presenca de micronucleos
em nenhum dos tempos nos tratamentos CN, CV e LA (p>0,05). Nos tratamentos BZ, EG e CP 0

indice mutagénico foi maior no periodo de 72h (Figura 2).
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Figura 2. — Comparacdo entre os periodos de 24, 48 e 72h em cada tratamento com 0s compostos
anestésicos na espécie Oreochromis niloticus para o indice mutagenicidade.

(CN- Controle Negativo; CP- Controle Positivo; CV- Controle Veiculo; BZ- Benzocaina (60 mg/L);
EG- Eugenol (60 mg/L); LA- bleo essencial de Lippia alba (150 mg/L)).

Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os periodos dentro de cada

tratamento.
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Para genotoxicidade analisada por meio do ensaio do cometa foi observado que, quando
comparado os tratamento com os diferentes compostos entre 0s tempos nos periodo de 24, 48 e 72h,
o CP foi o que apresentou 0 maior tamanho de cauda de DNA e porcentagem de DNA na cauda em
relacdo aos demais tratamentos (Figura 3a e 3b). Além disso, nos periodos de 24, 48 e 72h o
tratamento CV apresentou menores valores para esses mesmos parametros avaliados. No entanto,

para o periodo de 48h, o tratamento BZ foi o que apresentou menor valor significativo (p<0,05).
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Figura 3. — Comparac&o entre os diferentes tratamentos com 0s compostos anestésicos nos
periodos de 24, 48 e 72h na espécie Oreochromis niloticus para tamanho da cauda (a) e
porcentagem de DNA na cauda (b) (parametros do ensaio do cometa) e indice de genotoxicidade

baseado em alteracGes nucleares (c).
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(CN- Controle Negativo; CP- Controle Positivo; CV- Controle Veiculo; BZ- Benzocaina (60 mg/L);
EG- Eugenol (60 mg/L); LA- dleo essencial de Lippia alba (150 mg/L)).

Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada
periodo.

Para o indice de genotoxicidade analisado com base em resultados referente a alteracdes
nucleares foi possivel verificar que o CP mostrou-se eficiente apresentando os maiores valores
significativos para esse indice nos trés periodos analisados. No periodo de 24h, os tratamentos EG e
LA apresentaram os maiores valores, significativos (P<0,05) para esse parametro. No periodo de

48h os maiores valores foram os de BZ, e em 72h 0 EG (Figura 3c)
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Figura 4. — Comparagéo entre os diferentes tratamentos com 0s compostos anestesicos nos
periodos de 24, 48 e 72h na espécie Oreochromis niloticus para o teste de micronucleo.

(CN- Controle Negativo; CP- Controle Positivo; CV- Controle Veiculo; BZ- Benzocaina (60 mg/L);
EG- Eugenol (60 mg/L); LA- dleo essencial de Lippia alba (150 mg/L)).

Letras maidsculas diferentes indicam diferenca significativa entre os tratamentos dentro de cada

periodo.
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Para o indice de mutagenicidade observamos que o CP apresentou aumento significativo
da quantidade de micronucleos ao longo do tempo (24, 48 e 72h). Os tratamento BZ e EG
apresentaram mutagenicidade nos periodos de 24 e 72h (Figura 4).

Comparando os anestesicos, observamos que os trés (BZ, EG e LA) apresentaram
genotoxicidade. O EG apresentou maior indice genotdxico em 24 e 48h, e BZ em 48h. A
mutagenicidade foi observada no CP em ambos os periodos e nos anestésicos EG e BZ nos periodos
de 24 e 48h em O. niloticus.

DISCUSSAO

Com base nos resultados de induc&o anestésica, apenas o Eugenol® (60 mg/L) induziu a
anestesia dos peixes de acordo com o tempo proposto por Ross e Ross (2008) e Pereira-da-Silva et
al. (2009) que deve ser de 3 a5 min e 0 tempo de recuperagdo apos inducdo a anestesia ndo deve
ultrapassar 5 min. O OE L. alba (150 mg/L) e a Benzocaina® (60 mg/L) nas concentragdes
utilizadas levaram mais tempo para inducéo a anestesia (10 min). Essa variacdo do tempo de
inducdo pode estar relacionada a concentracao do anestésico, tamanho do peixe e condi¢des
ambientais (Roubach et al. 2005; Medeiros-Silva et al. 2014). Consenza et al. (2014) observaram
induc3o anestésica em O. niloticus da Benzocaina® (100mg/L) em 2,58 minutos, Medeiros-Silva et
al. (2014), consideraram os tempos de inducao e recuperacdo do Eugenol® na concentracéo de 60
mg/L melhor opc¢éo para a anestesia em O. niloticus. O tempo de recuperagédo de todos 0s
anestésicos utilizados ndo ultrapassaram os valores observados em pesquisas realizadas (Ross e
Ross 2008; Pereira-da-Silva et al. 2009) .

Em relacdo aos dados biométricos referentes ao tamanho e peso corporal foi observado que
estes ndo influenciaram nas alteragdes genotdxicas e mutagénicas encontradas no DNA,
ocasionadas pelos diferentes anestésicos testados.

A Benzocaina® ocasionou aumento dos danos genotdxicos em 72h. Esse fato pode ser
explicado pela forma de ac&o sistémica desse anestésico nos peixes, possuindo um tempo de

depuracdo maior (Delbon e Paiva 2012; Fabregat et al. 2015), quando comparado aos demais
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anestésicos avaliados. Em alguns paises como Estados Unidos e Nova Zelandia, os peixes
anestesiados com a Benzocaina® devem ser depurados por 21 dias antes do consumo humano (Ross
e Ross 2008; Vidal et al. 2008; Souza et al. 2015). A genotoxicidade da Benzocaina® pode ser
explicada pelo fato desta permanecer por longo periodo no organismo do animal ocasionando danos
ao DNA.

Carneiro et al. (2002) observaram que a Benzocaina® parece ndo reduzir o estresse dos
peixes ocasionado pelo transporte, também relataram que este anestésico nao evitou elevacGes nos
niveis de cortisol plasmatico. O cortisol promove danos e interferem no reparo do DNA,
contribuindo para a ocorréncia de alteracfes genéticas nesses organismos (Flint et al. 2007). Em
pesquisa realizada por Souza et al. (2015) foi observado que o cortisol induziu danos ao DNA em
ensaio do cometa realizado em Danio rerio.

O Eugenol® ocasionou aumento de genotoxicidade e mutagenicidade no periodo de 72h.
Guénette et al. (2007) observaram que o Eugenol® com administracdes sucessivas gera acumulagio
no organismo do animal. No entanto, estudos relataram que o residuo do Eugenol®, em O. niloticus,
é eliminado do organismo do peixe em até 24 horas (Honczaryk e Inoue 2010; Delbon e Paiva
2012; Rodrigues et al. 2016). Souza et al. (2015) afirmaram que 0s peixes anestesiados com
Eugenol® ndo necessitam de depuracgio. Porém, os resultados destes estudos n&o corroboram com
os relatados no presente trabalho, uma vez que em 72h apds a exposi¢cdo a0 mesmo, esse anestésico
aumentou o nimero de alteracdes genéticas. Porto (2012) relatou a ocorréncia de genotoxicidade de
Eugenol® em cultivo celular, persistindo até 24h apds o tratamento.

Outro aspecto a ser considerado é que o Eugenol® ndo impede o aumento de cortisol
plasmaético (Pali¢ et al. 2006). Assim sendo, a genotoxicidade e mutagenicidade ocasionada pelo
anestésicos Benzocaina® e o Eugenol® pode ser explicada pelo aumento do cortisol provocado pelos
mesmaos.

O OE de L. alba apresentou genotoxicidade nos periodos de 24 e 48h, sendo que em 72h

esse efeito foi menor. O composto majoritario do OE utilizado neste trabalho foi a carvona,
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caracterizada como quimiotipo 111 (Hennebelle et al. 2008). Pesquisa realizada por Ventura (2016),
utilizando juvenis de pacu, relatou que a depuracao deste mesmo composto ocorre em até 6h apos a
exposicdo. No entanto, os resultados deste trabalho indicam que mesmo apos a depuracao relatada
por Ventura (2016) este composto causa alteracfes genotdxicas em até 48h. Embora pesquisas
recentes relataram efeito antigenotoxico da carvona (Lopez et al. 2011; Quintero et al. 2017), no
presente estudo foi observado genotoxicidade desse composto.

E importante ressaltar a atividade antioxidante deste OE de L. alba (Azambuja et al. 2011)
que atua contra os produtos da peroxidacao lipidica que sdo os principais contribuintes para a perda
de funcdo celular, dano do DNA, inativacdo de enzimas e oxidacdo hormonal (Kehrer 1993). De
acordo com Cunha et al. (2010) e Becker et al. (2016) este anestésico promoveu a inibicdo da
elevacao do cortisol plasmatico em Rhamdia quelen, se tornando uma alternativa aos anestésicos
sintéticos.

O OE de L. alba reduz os niveis de estresse oxidativo no animal (Azambuja et al. 2011) e
por ser um anestésico natural € obtido facilmente e ndo ocasiona danos tanto ao animal quanto ao
manipulador.

Neste contexto podemos concluir que 0s anestésicos apresentaram genotoxicidade em
todos os tempos analisados. Porém a Benzocaina® e Eugenol® apresentaram maior genotoxicidade
em 72 h. Adicionalmente, o OE L. alba em 72h apresentou reducdo significativa de genotoxicidade,
indicando que o tempo de depuracdo dos anéstesicos pode influenciar na genotoxicidade. A
mutagenicidade foi observada na Benzocaina® e Eugenol® nos periodos de 24 e 72h.

Esses resultados sinalizam o tempo ideal para 0 manejo de O. niloticus para cada um dos
anestésicos utilizados uma vez que houve resposta diferencial no que se refere aos danos genéticos
para cada um dos anestésicos testados. Além disso, esses dados poderdo auxiliar o piscicultor diante
da necessidade de repetir a anestesia do animal, indicando o tempo ideal de eliminacdo do efeito
genotoxico destes.

Este é primeiro estudo evidenciando efeitos genotdxicos e mutagénicos com 0s anestésicos testados.
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