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RESUMO

O uso de agentes naturais como anestésicos no manejo de peixes visa minimizar o
estresse desses animais durante os procedimentos. Este estudo tem como objetivo
investigar as caracteristicas comportamentais, eletrocardiograficas e 0 mecanismo de
acao farmacologica do 6leo essencial de Curcuma longa (CLEO) em Colossoma
macropomum. O estudo foi conduzido com juvenis de Colossoma macropomum
(18,13 £2,1g) (n=153), utilizando concentragbes de CLEO de 125 pL.L~", 150 pyL.L—?,
175 pL.L~", 200 yL.L=" e 250 pL.L~", analisando o comportamento de inducdo e
recuperacao anestésica (Experimento 1). Os peixes expostos a diferentes
concentragbes de CLEO atingiram o estagio de anestesia de forma concentragao-
dependente. No entanto, observou-se reversibilidade dos efeitos obtidos durante a
inducdo anestésica nos parametros comportamentais.O mecanismo de acgao foi
avaliado apds a administragao de flumazenil (1 mg/kg i.p.), 0 que demonstrou maior
resisténcia a perda do reflexo de postura e menor laténcia para a recuperagao. Esses
achados sugerem que o mecanismo de acado do CLEO envolve a neurotransmisséo

inibitéria mediada pelo GABA.

Palavras-chave: Curcuma longa, eletrocardiografica, comportamental, Colossoma

macropomum, tambaqui.



ABSTRACT

The use of natural agents as anesthetics in fish handling aims to minimize animal
stress during procedures. This study aims to investigate behavioral and
electrocardiographic characteristics and the significance of the pharmacological action
of Curcuma longa essential oil (CLEO) in Colossoma macropomum. The study was
continuous with juvenile Colossoma macropomum (18.13 £ 2.1 g) (n = 153), in CLEO
concentrations of 125 yL.L -1, 150 yL.L -1, 175 pL.L -1, 200 pL.L -1 and 250 uL.L -
1 analyzing the behavior of anesthetic induction and recovery (experiment I). Fish
exposed to CLEO concentrations reached the anesthetic stage with deep
concentration-dependent effects, however, there was reversibility of the effects
obtained during anesthetic induction in behavioral interactions. The mechanism of
action was observed after administration of flumazenil 1 mg/kg i.p., which
demonstrated greater resistance to loss of postural reflex and shorter latency for
recovery. The mechanism of action indicates involvement of GABA inhibitory

neurotransmission.

Key words: Curcuma Ionga, electrocardiographic, behavioral, Colossoma

macropomum, tambaqui.
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1. INTRODUGAO

As atividades desenvolvidas na aquicultura demandam que os peixes
enfrentem diversos potenciais fatores estressores. Durante procedimentos de manejo
e transporte, podem ocorrer ferimentos que servem como porta de entrada para
microrganismos (RIBEIRO et al., 2016; BARBAS et al., 2017; PRIMADONA et al.,
2017). Além disso, um ambiente de cultivo em tanques com alta densidade leva a um
aumento no nivel de estresse dos animais (ZAHL et al., 2012), gerando efeitos

significativos na fisiologia e sobrevivéncia dos peixes (HARMON, 2009).

Estes estresses impactam diretamente no aumento da taxa de mortalidade dos
peixes (DELBON & PAIVA, 2012; ABDEL-AZIZ, 2013), podendo causar perdas
significativas de recursos e de produtividade nesta cadeia de producgao (DAVIS, 2010;
BECKER et al., 2012; HOHLENWERGER et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2018). Diante
disso, a utilizagdo de anestésicos tornou-se uma pratica essencial para garantir o
sucesso da aquicultura, promovendo assim o bem-estar dos animais durante o pré e
pos manejo (BIANCHINI et al., 2017; HOSEINI et al., 2019).

Entre os anestésicos utilizados em peixes, aqueles de origem natural séo
amplamente estudados, pois apresentam eficacia no transporte, mesmo em baixas
doses (SUWANDI, NUGRAHA & ZULFAMY, 2013; AYDIN et al., 2015). Além disso,
esses anestésicos aumentam a taxa de sobrevivéncia apés a administragcao (HASAN
et al., 2016), apresentam baixas taxas de residuos teciduais nos animais e reduzem
a quantidade de poluentes despejados no meio ambiente (RAMANAYAKA &
ATAPATTU, 2006; REZENDE, PASCOAL, VIANNA & LANNA, 2017).

Dentre os produtos naturais, destacam-se os 6leos essenciais com potencial
efeito anestésico em peixes, como o 6leo essencial de Curcuma longa. Segundo
Schramm et al. (2013), alguns constituintes desse género apresentam propriedades
farmacologicas depressoras do Sistema Nervoso Central (SNC), possivelmente
ligadas ao sistema gabaérgico. A Curcuma longa é conhecida por suas diversas
propriedades farmacologicas e terapéuticas (AGGARWAL et al., 2009), incluindo
atividades antioxidante, anticancerigena, antiaterosclerdtica, antidiabética, anti-
inflamatdéria, imunomoduladora e sedativa (YU, KONG & CHEN, 2002;
VIJAYASTELTAR et al., 2011; PRIYA et al., 2012; PARVEEN et al., 2013).
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O tambaqui (Colossoma macropomum) destaca-se como a espécie nativa de
peixe mais cultivada no Brasil e em diversas nagdes da América do Sul e Central,
conforme relatado pela FAO (2014) e pelo IBGE (2020). Pertencente a familia
Serrasalmidae, esta espécie amazbnica apresenta excelentes taxas de crescimento
e eficiéncia na conversao alimentar, conforme ja investigado por Merola e Cantelmo
(1987). O crescente interesse na aquicultura do tambaqui deve-se a qualidade da
carne, ao rapido crescimento e a alta eficiéncia alimentar (GUIMARAES et al., 2014).
Além disso, Barbas et al. (2016a, 2016b) sugerem que o tambaqui apresenta elevado
potencial como modelo animal para estudos com anestésicos em espécies tropicais

de peixes de agua doce.

Quanto ao impacto econémico associado ao seu cultivo, a Associagao
Brasileira de Piscicultura (2024) destaca que o Brasil produziu, em 2023,
aproximadamente 887.029 toneladas de peixes nativos, sendo também o tambaqui a
segunda espécie em volume de exportagdo, com um crescimento de 809% em relagéo
ao ano anterior (PEIXE BR, 2024). Dessa forma, a crescente lucratividade dessa
cadeia produtiva tem impulsionado o interesse na busca por estratégias de cultivo
mais eficientes, que aumentem tanto a produtividade quanto a saude e o bem-estar
dos peixes (GUILHERME et al., 2022; LUZ et al., 2021; NAKAYAMA et al., 2022;
VIEIRA et al., 2022).

A preocupacédo com o bem-estar dos peixes € extremamente relevante nos
estudos sobre anestesia. Nesse contexto, uma das ferramentas utilizadas para
garantir que nao haja comprometimento das fung¢des vitais dos animais é o
eletrocardiograma (ECG). Estudos de Arnaout et al. (2007) e Koopman et al. (2021)
demonstraram a similaridade das formas de onda do ECG do peixe-zebra adulto e
dos humanos, incluindo ondas P, complexos QRS e ondas T. Além disso, em estudos
com o peixe-zebra (GENGE et al., 2016; LE et al., 2022), foi possivel realizar a triagem
de danos causados por medicamentos, por meio da avaliagdo do prolongamento do

intervalo QT induzido por farmacos.

Desta forma, este artigo apresenta um estudo de avaliagdo comportamental de
tambaquis (Colossoma macropomum) submetidos a banho de imersdo em diferentes

concentragdes de 6leo essencial de Curcuma longa. Além disso, sao analisados os
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dados eletrocardiograficos desses animais durante o uso desse 6leo, a fim de garantir

sua seguranga na indugao e recuperagao anestésicas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Farmacologia de Produtos naturais

A natureza, de um modo geral, é a responsavel pela produ¢cdo da maioria das
substancias organicas conhecidas, entretanto, o reino vegetal é responsavel pela
maior parcela da diversidade quimica conhecida e registrada na literatura. Um
metabodlito € um produto natural que é resultado direto de milhdes de anos de
evolugdo, atingindo um refinamento elevado de formas de protegéo e resisténcia as
intempéries do clima, poluicdo e predadores (MONTANARI & BOLZANI, 2001).

Um produto natural, composto quimico ou substancia produzida por um
organismo vivo encontrado na natureza, pode ser extraido de tecidos de plantas
terrestres ou microrganismos, que geralmente possui uma atividade farmacolégica ou
bioldgica para uso na descoberta de compostos bioativos (LAHLOU, 2013).

Podem ser empregados in natura (por exemplo, como infusbes de plantas
medicinais), em preparagdes simples (por exemplo, como tinturas e extratos), em
medicamentos fitoterapicos (por exemplo, vegetais ou fragdes destes quimicamente
caracterizados e padronizados, incorporados em formas farmacéuticas), como 6leos
essenciais ou substancias puras (como por exemplo a penicilina que tem origem
fungica) (SIMOES et al., 2017).

2.2. Curcuma longa: composicgao e propriedades

O termo arabe "Kourkoum", que significa agafrédo, € de onde vem a palavra
latina "Curcuma". Esta espécime vegetal prospera em clima quente e umido, pois
precisa de muita agua para seu crescimento (IDREESS et al., 2023). A curcuma
(Curcuma longa L.) pertence a familia de Zingiberaceae, género Curcuma, que se
caracteriza como uma cultura de colheita abundante e floragdo perene (BORGES et
al., 2019; GIRME et al., 2021).

Os rizomas moidos da curcuma tém importantes valores medicinais devido ao
seu conteudo de curcuminoides, flavonoides, acidos fendlicos e 6leo essencial, o que
explica seu reconhecimento mundial como um alimento funcional (CHARUN, 2021).

Pigmentos curcumindides e 6leo essencial de curcuma constituem cerca de 30—-45%
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e 15-20% do total de metabdlitos secundarios produzidos pela planta,
respectivamente (KUTTI GOUNDER & LINGAMALLU, 2012; BAMBIRRA et al., 2002).

Os curcuminoides (curcumina, desmetoxicurcumina, e bisdemetoxicurcumina)
séo derivados polifendlicos n&do toxicos da curcumina que exercem uma ampla gama
de atividades bioldgicas (ITOKAWA et al., 2008). Varios estudos fitoquimicos sobre
6leos de Curcuma levaram a identificagao de sesquiterpendides e monoterpendides
como os principais componentes (DOSOKY & SETZER, 2018).

O oleo essencial (OE) de curcuma possui uma ampla variedade de
propriedades  farmacoldgicas, incluindo anti-inflamatéria, anticancerigena,
antiproliferativa,  sedativa,  hipocolesterolémica, hipotensora, antioxidante,
antimicrobiana, antiviral, inseticida, antitrombdtica e atividades inibitorias da
ciclooxigenase-1 (COX-1) (MAU et al., 2003; ANGEL et al., 2014; SACCHETTI et al.,
2005; RAUT & KARUPPAYIL, 2014).

2.3. Colossoma macropomum: Biologia e manejo

O tambaqui (Colossoma macropomum) €& uma espécie naturalmente
encontrada nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco. E uma espécie robusta e de
rapido crescimento que esta consolidada na piscicultura comercial e cultivada em
varios paises da América do Sul e da Asia (BOAVENTURA et al., 2021; SANTOS et
al., 2021).

Anatomicamente, o tambaqui apresenta estrutura corpérea romboidal, com
coloracdo amarelada (metade superior) e negra (metade inferior) do corpo, mas pode
variar de acordo da cor da agua em que habita. Quando criados em cativeiros,
demonstram boa adaptacdo, com alta taxa de conversao protéica, propiciando
sucesso econdmico (VAL E HONCZARYK, 1995; VAL e ALMEIDA — VAL, 1995;
EMATER-RO, 2006).

No Brasil, é cultivado nas regides Norte e Nordeste, onde a agua encontra-se
em altas temperaturas (BALDISSEROTTO & GOMES, 2010) e, ainda de acordo com
estudos de Farias Lima et al. (2019), a produg¢ao de tambaqui tem prosperado mesmo
em baixos niveis de tecnologia, principalmente em sistemas extensivos e semi-

intensivos.
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Nesta perspectiva, investir na produ¢cdo de tambaqui tem surtido efeito no
aumento da produtividade, tanto que de cada cinco tambaquis consumidos, quatro
sdao provenientes de cativeiros (INOUE et al.,, 2011). Embora alguns fatores
estressantes alterem as condi¢des de cativeiro como mudanga na quimica da agua,
altas densidades de estocagem e também o manuseio excessivo (WENDEMEYER,
1996; WENDELAAR BONGA, 1997), o tambaqui apresenta bons indices zootécnicos
de crescimento com o fornecimento de ragdes apropriadas.

Seu manejo envolve varias etapas como captura, confinamento, manuseio,
adensamento e o transporte propriamente dito, e se ndo conduzido de forma
adequada pode induzir respostas de estresse, acarretando em desempenho produtivo
negativo, resposta imune fragilizada, estando exposto a patdgenos (BRANDAO et al.,
2006; GOMES et al., 2006; TAVARES-DIAS & MARTINS, 2017; VALLADAO et al.,
2018).

Assim, para minimizar o efeito do estresse oriundo das praticas de manejo, por
meio da atenuacao da ativacdo do eixo hipofise-hipotalamo-inter-renal (HHI), o uso
de anestésicos € uma das técnicas mais empregadas (PURBOSARI et al., 2019;
AYDIN & BARBAS, 2020).

2.4. Anestesia em peixes

As espécies de peixes tém sido cada vez mais exploradas ndo apenas em
praticas comerciais como a aquicultura (NAYLOR et al., 2021) e o comércio de peixes
ornamentais (EVERS et al.,, 2019), mas também como organismos modelo em
pesquisa (MOCHO E VON KROGH, 2022). Acompanhando estes objetivos, uma
conscientizagao crescente tem sido dada ao bem-estar dos peixes (BROWMAN et al.,
2019; SLOMAN et al., 2019). Na aquicultura, os peixes sao expostos a uma variedade
de estressores, principalmente durante o transporte (JONES et al., 2021), que podem
ter impactos significativos no estado funcional de individuos e afetar os resultados
econdmicos (TONI et al., 2019).

Diferentes estratégias foram propostas, prevenindo estressores variados, como
0 uso de agentes anestésicos que estda despontando de maneira promissora
(SCHROEDER et al., 2021). O metanossulfonato de tricaina (MS- 222), por exemplo,
€ um anestésico local sintético e tem sido o agente anestésico de imersdo mais
comumente utilizado em peixes (CARTER et al., 2011; TOPIC POPOVIC et al., 2012).
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Os anestésicos atenuam os efeitos estressores desencadeados pelo
transporte, pois se espera que peixes sob sedagao, ou seja, expostos a concentragdes

seguras de um determinado anestésico, mantenham a postura normal e 0 movimento
opercular ativo, com menor instabilidade hemodinamica (ROSS E ROSS, 2008). A

sedacdo segura reduz o impacto e a duracdo da resposta fisioldgica ao estresse
(DAVIS E GRIFFIN, 2004) e, portanto, baixas taxas de mortalidade.

Agentes anestésicos sintéticos, apesar de induzirem rapida resposta e
recuperagcdo (COLLYMORE et al., 2014), seus efeitos colaterais (CARTER et al.,
2011) associados as respostas especificas da espécie (READMAN et al., 2017),
levaram a busca por anestésicos ecologicamente corretos, como 6leos essenciais de
plantas e/ou seus compostos bioativos isolados (AYDIN & BARBAS, 2020; HOSEINI
et al., 2019; DE SOUZA et al., 2019; TSUCHIYA, 2017).

Seguindo, portanto, este raciocinio, novos extratos vegetais foram propostos
como anestésicos e relaxantes musculares para facilitar o manuseio de peixes
(BARBAS et al., 2017a; HOSEINI et al., 2019; DE SOUZA et al., 2019; VILHENA et
al., 2019) como alternativas aos medicamentos sintéticos, por exemplo, MS-222 ou
propofol, que geralmente sao produtos pouco disponiveis, além de onerosos e
geradores de residuos (POPOVIC et al., 2012; VALENTIM et al., 2016).

A diminui¢cdo na geracéo de residuos contribui diretamente para a garantia da
qualidade da carne oferecida aos consumidores, garante-se que os peixes estejam

saudaveis e livres dos residuos de substancias sintéticas, portanto o uso de

anestésicos naturais se torna uma alternativa sustentavel e totalmente aplicavel na
piscicultura (TAHERI MIRGHAED et al., 2018b).

E, assim, os produtos extraidos de plantas sao avaliados quanto aos seus
efeitos sedoanalgésicos em peixes, estudos enfatizam que essas propriedades
podem estar relacionadas a atividade bioldgica de seus principais compostos isolados
elou sinergia entre estes compostos, por exemplo, em extratos vegetais e oleos
essenciais (AYDIN & BARBAS, 2020; BATISTA et al., 2018; BRANDAO et al., 2021;
BALDISSEROTO et al., 2018; SPANGHERO et al., 2019).

Entre os 6leos naturais, o 6leo de cravo € o mais comumente empregado como
anestésico (MOCHO & VON KROGH, 2022), demonstrou ser seguro, acessivel e
eficaz em uma variedade de espécies de peixes (JAVAHERY et al.,, 2012). As

propriedades anestésicas foram descritas para outros compostos pertencentes a
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familia dos monoterpenos, devido as suas similaridades quimicas com os anestésicos
sintéticos (TSUCHIYA, 2017). Os monoterpenos sao o tipo mais frequente de
metabdlito secundario vegetal composto de estruturas aciclicas, monociclicas e
biciclicas (ZIELINSKA- BLAJET & FEDER- KUBIS, 2020).

Os 6leos essenciais podem afetar varios parametros fisioldgicos e bioquimicos
em peixes. Isto dependera de fatores, tais quais: concentracio, tempo de exposicao,
espécies de peixes, fatores ambientais e bioldgicos (TONI et al., 2014). E ainda
segundo Toni et al. (2014), anestésicos naturais devem ser examinados quanto aos
seus efeitos fisioldgicos e bioquimicos em diferentes espécies, isto pode determinar

os limites seguros de seu uso.

2.5 Aplicagédo do ECG em Estudos de Anestesia

A anatomo-fisiologia do coragao dos peixes revela que o volume do atrio &
igual ou maior que o ventriculo, e a contragéo atrial (ou seja, enchimento monofasico
ou ativo) parece ser o determinante primario do enchimento ventricular durante a
diastole (COTTER, HAN, EVERSON, & RODNICK, 2008; FORSTER & FARRELL,
1994).

Os peixes possuem camaras contrateis que sdo seguidas por um trato de saida
(OFT) que € composto principalmente de um bulbo arterioso elastico, com a
morfologia de todas as camaras se combinando para formar um coragao que bombeia
volumes menores em pressdes mais altas (TOTA & GATTUSO, 1996).

Os peixes alteram seu débito cardiaco (DC) em resposta a mudangas
ambientais ou alteragcbes metabdlicas. Assim, a frequéncia cardiaca (FC),
especificamente, estd aumentada em resposta tanto ao aumento das temperaturas
ambientais quanto a digestdo, enquanto o exercicio e a hipdxia geralmente envolvem
mudangas tanto na FC quanto no volume sistolico ventricular (VSV) (CLAIREAUX et
al., 2005; FARRELL & SMITH, 2017; GAMPERL & DRIEDZIC, 2009; GAMPERL &
FARRELL, 2004; GAMPERL & SHIELS, 2014).

O eletrocardiograma (ECG) é um exame simples, barato e nao invasivo.
Permite uma ideia da condi¢ao cardiaca do individuo e pode eventualmente identificar
situagdes de risco de morte subita. Assim, o achado de um ECG dentro dos limites da
normalidade garante que a fungao ventricular deva estar normal ou proxima disto
(SAMESIM et al., 2022).
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Um dos primeiros modelos experimentais em anestesia foi testado com o peixe-
zebra que é um modelo crucial para estudos de desenvolvimento cardiaco,
regeneragao e triagem fisioldgica (MA et al., 2019). A similaridade das caracteristicas
da forma de onda do eletrocardiograma (ECG) (ondas P, complexos QRS e ondas T)
do peixe-zebra adulto e dos humanos foi notavelmente evidenciada em estudos
anteriores (ARNAOUT et al., 2007).

E ainda segundo Le et al. (2022), o peixe-zebra é tido como um modelo
alternativo para triagem de toxicidade farmacéutica, como por meio da avaliagdo do
prolongamento do intervalo QT induzido por medicamentos.

Portanto, analise usando o ECG é eficaz para encontrar anormalidades
intrabatimento do coragdo, como prolongamento do intervalo QT, e alguns estudos
usando peixes grandes, como peixes-escorpido ou trutas arco-iris, foram conduzidos
usando eletrodos de ECG (CAMPBELL, TAYLOR, EGGINTON, 2004; RANDALL,
1962).

Deste modo, os peixes tornaram-se um modelo ideal para estudos
cardiovasculares devido a sua semelhanga aos humanos em morfologia, fisiologia e
genética (ARNAOUT et al., 2007; KOOPMAN et al., 2021). Apesar de ter apenas duas
camaras discerniveis no coragao em comparacao com quatro nos coragdes humanos,
0 coragao de muitos peixes possui uma estrutura contratil similar com um sistema de
conducao elétrica semelhante (GENGE et al., 2016; NEMTSAS et al., 2010).
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3. JUSTIFICATIVA

A utilizacao de anestésicos naturais que sao de facil obtencgéo e disponibilidade,
por serem facilmente encontrados na natureza — como o 6leo essencial de Curcuma
longa —, pode ser vantajosa pela possibilidade de apresentarem pouca ou nenhuma
toxicidade para animais e humanos, assim como também & um produto que, em sua
extragao, ndo prejudica o meio ambiente. Tornando-se, dessa maneira, um possivel
anestésico que nao gerara desconforto e efeitos indesejaveis as cobaias, aos
manipuladores e aos consumidores, sendo eles atdxicos, eficazes e seguros, além de
serem produtos de baixo custo.

Os produtos naturais sao importantes porque consumi-los de forma equilibrada
auxilia no funcionamento do organismo humano. Acredita-se que sejam menos
agressivos que os sintéticos, portanto, a ideia € usar produtos de origem organica,
como plantas. O peixe experimental € comumente encontrado na nossa regido, sendo
consumido por muitos, logo observa-se a relevancia de se obter um anestésico eficaz
e seguro, através da quantidade da aplicagédo em doses adequadas, com o intuito de
reducao do estresse e mortalidade dos juvenis de tambaquis durante o manejo, além
de garantir a saude do animal e de seu consumidor.

Para a verificacdo da qualidade do processo anestésico utilizando o dleo de
curcuma, devera ser realizado o registro eletrocardiografico para a verificagao da
fungao cardiaca do peixe, além da avaliagdo comportamental desses tambaquis, para
examinar o nivel de estresse ou plausiveis convulsdes e desconforto dos mesmos,
pois alguns efeitos adversos podem ocorrer durante esse processo, como até mesmo
alteracgdes fisioldgicas do animal.

Sendo assim, ha uma grande importancia na inser¢cdo de anestésicos que
sejam consideravelmente menos agressivos na piscicultura, facilitando o cultivo dessa
espécie e possibilitando uma maior producao através das analises comportamentais
e eletrocardiograficas, que ajudara a responder aos efeitos desses animais

submetidos ao experimento para suas possiveis recomendagoes.
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4. OBJETIVOS

4 1. Geral

e Determinar a eficacia do 6leo essencial de Curcuma longa como anestésico

em juvenis de tambaqui através do banho de imersao.

4.2. Especificos

e Avaliar a dose resposta mais eficaz de diferentes concentragcdes de dleo de
Curcuma longa capaz de promover a indugdo anestésica nos juvenis de
tambaqui indicando uma janela segura para anestesia;

e Analisar as alteragcbes comportamentais provocadas durante a indugao
anestésica com o 6leo de curcuma em tambaqui;

e Avaliar o ECG dos juvenis de tambaqui submetidos a banhos de imersao em
diferentes concentragbes de Curcuma longa.

5. MATERIAIS E METODOS
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5.1. Propriedades organolépticas e Analise cromatografica

Oleo essencial de Curcuma longa (CLEO) foi adquirido do Laboratério Laszlo
Aromatherapy (Brasil, CNPJ: 07.997.093/0001-10). Segundo dados fitoquimicos
cedidos pelo Laboratério Laszlo Aromatherapy, do rizoma da planta foi extraido o 6leo
utilizando as técnicas de destilagao e arraste a vapor. Foi empregado como método
de analise do oleo a Cromatografia Gasosa de Alta Eficiéncia em Cromatdgrafo
Gasoso AGILENT 7820A nas seguintes condi¢des: Coluna: HP-5 30mx0.32mm x 0,25
MM (AGILENT). Temp.: Coluna: 70°C (0 min), 3°C/min a 250°C. Injetor: 250°C Divisao:
1/50. Detector FID: 260°C. vol. inje¢cao: 1 ul (1% em cloroférmio).

5.2. Delineamento experimental
5.2.1. Animais experimentais

Os animais utilizados (n=153) da espécie tambaqui, Colossoma macropomum,
(machos e fémeas), foram estocados em aquarios no Biotério de Experimentagdo do
Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais da Universidade
Federal do Para (ICB/ UFPA) em ambiente com temperatura controlada (25 a 27 °C)
e fotoperiodo 12 h C: 12 h E:. A alimentacgao foi realizada duas vezes ao dia com racao
comercial (32% de proteina) até a saciedade. Concomitantemente a sifonagem para
a retirada de alimento ndo consumido e fezes, a agua foi parcialmente renovada
(aproximadamente 30% do volume dos tanques) com agua filtrada e de mesma
origem. Durante a aclimatagéo (10 dias), as variaveis de qualidade da agua, como
temperatura da agua (°C) (26.3°C); potencial hidrogeniénico (pH) (PH=7.6), foram

monitorados.



25

5.2.2 Experimento com oOleo essencial de Curcuma longa (CLEO)

Os Juvenis de tambaqui (18,13 + 2,1g) foram distribuidos aleatoriamente nos
seguintes tratamentos : a) Controle; b) grupo veiculo (peixes submetidos ao banho de
imersdo 3 ml de alcool 70% diluido em 1litro de agua de aquario); c) Peixes
tratados com CLEO 125 pL.L-"; d) 150 yL.L"; e) 175 yL.L""; f) 200 pL.L ' e g) 225
uL.L"" .Todos os peixes foram submetidos a indugéo anestésica mantendo o contato
por um periodo de 5 minutos e para a recuperagao anestésica foi observado durante
5 minutos em agua sem CLEO. Para cada registro foram utilizados um n =9
/tratamento (banho de imersdo com CLEO e recuperacéo apds banho de imersao),

em um total de 153 juvenis de Colossoma macropomum.

5.2.3 Experimento 1- Analise do comportamento caracteristicos de indugado e

recuperacgao anestésica

Considerando o tempo de contato para os seguintes tratamentos com CLEO:
a)125 uL.L", b) 150 uL.L™", ¢) 175 uL.L™", d) 200 pL.L"! e 225 pL.L" (n=9 /tratamento),
foi avaliada a laténcia para o comportamento de perda de reflexo de postura que se
caracteriza por decubito lateral. Posteriormente os animais foram retirados do contato

com CLEO onde foi avaliada a laténcia para recuperacgao do reflexo de postura.
5.2.4 Experimento 2- Analise do Eletrocardiograma (ECG)

Para a analise e monitoramento da fungao cardiaca os grupos foram divididos:
a) Grupo controle; b) Grupo veiculo; ¢) Grupo tratado com CLEO 125 uL.L™"; d) 150
uL.L";e) 175 uL.L"; f) 200 yL.L" e g) 225 pL.L"" (Total= 63 animais). Para isso, foram
confeccionados eletrodos em prata 925 com didmetro de 0.3 mm e comprimento de 10
mm, posteriormente foram isolados com isolante liquido, foram confeccionados de
forma nao-conjugada. A posi¢ao utilizada para fixacdo do eletrodo de referéncia
obedeceu a indicagao do vetor cardiaco (polo negativo na base coragao e polo positivo
no apice do coracgao). O eletrodo de referéncia foi fixado na porgao ventral da abertura
opercular esquerda 0.2 mm apods o término da cavidade opercular.

O eletrodo de registro, foi inserido 2.0 mm da abertura opercular direita. O
eletrodo captou o sinal nas proximidades da derivacdo D1. Apds isso, os eletrodos

foram conectados a um amplificador de alta impedancia (Grass Technologies, Modelo
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P511), para realizagao dos registros eletrocardiograficos. Possibilitando a analise da
frequéncia cardiaca (bpm), a amplitude do complexo QRS (mV), duragao do complexo
QRS (ms), intervalos R-R (ms), P-Q (ms) e Q-T (ms).

5.2.5 Gravacao e Analise dos Registros

Os eletrodos foram conectados a um sistema de aquisicdo de dados digital
através de um amplificador diferencial de alta impedancia de entrada (Grass
Technologies, Modelo P511), ajustado com filtragem de 0.3 e 300 Hz, com
amplificagdo de 2000X e monitorados com um osciloscopio (ProteK, Modelo 6510).

Os registros foram continuamente digitalizados a uma taxa de 1 KHz em um
computador equipado com uma placa de aquisicdo de dados (National Instruments,
Austin, TX), e foram armazenados em disco rigido e posteriormente processados
através de um software especializado (LabVIEW express).

As anadlises dos sinais foram adquiridas com auxilio de uma ferramenta
construida na linguagem de programacgao Python. As bibliotecas Numpy e Scipy foram
usadas para o processamento matematico e a biblioteca Matplolib foi utilizada para a
elaboracao dos graficos. A interface grafica foi desenvolvida pelo uso da biblioteca
PyQt4 (HAMOY et al., 2023).

5.2.6 Experimento 3 - Avaliagdo do mecanismo subjacentes aos efeitos observados

durante o tratamento com CLEO

Para este experimento os grupos foram tratados previamente com flumazenil
0.1 mg/mL na dose de 1mg/kg por via i.p. quinze minutos antes do tratamento com
CLEO nas concentragbes de 125 yL.L", 150 yL.L", 175 uL.L"" , 200 yL.L-' e 225 pL.L-
' até que os peixes apresentassem perda do reflexo de postura e posteriormente foi
observada a laténcia para a recuperagao dos animais. O flumazenil foi utilizado para

avaliar a atividade GABAérgica alostérico do CLEO.
5.3 Eutanasia

No dia seguinte aos experimentos, os animais foram pesados em uma balancga
eletrbnica e posteriormente submetidos a eutanasia por superdosagem, foi usada

uma dose de tricaina de 500 ppm até a total perda de reflexo e morte. O material foi
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descartado pela empresa de servigos de descarte de materiais biolégicos contratada

pela Universidade Federal do Para.
5.4 Andlise estatistica

Apos verificagdo do atendimento aos pressupostos de normalidade e
homogeneidade de variancias, através dos testes Kolmogorov-Sminov e Levene,
respectivamente, as comparacdes dos valores médios de poténcia foram feitas
através de ANOVA de uma via, seguida de teste de Tukey. O software GraphPad
Prism® 8 foi utilizado para as analises e um valor de *p<0.05, ** p<0.01 e ***p < 0.001

foram considerados estatisticamente significativo em todos os casos.

5.5 Conformidades éticas

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais de
Experimentacédo da UFPA (CEPAE-UFPA), protocolado no Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) sob a numeragdo 9261280624, apds aval foi iniciado o
experimento pelo autor desta dissertacao e pelo responsavel pelo Laboratorio de
Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais. Portanto, esta pesquisa seguiu os
preceitos legais necessarios, embasando-se juridicamente e eticamente nos
regimentos estabelecidos pela legislagao nacional para utilizagao e criagcao de animais
para experimentacdo e pelos principios éticos do Colégio Brasileiro de

Experimentacao Animal (COBEA).
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6. RESULTADOS
6.1 Perfil cromatografico

Quanto aos resultados do cromatograma, exibidos da Tabela 1 abaixo, houve
predominéancia de trés terpenos neste 6leo essencial, Ar-turmerona (32.5 %), como

componente majoritario; Curcumeno (13%) e Curlona (8.7%).

Tabela 1. Composicao do éleo essencial de Curcuma longa (CLEO).

Retention time order Identification %
1 Careno 0.4
2 1,8-Cineol 0.4
3 Farneseno 7.2
4 a-curcumeno 5.7
5 B-curcumeno 13
6 a-bergamoteno 2.6
7 B-bisaboleno 2.7
8 Sesquifelandreno 3.2
9 Curlona 8.7
10 ar-turmerona 32.5
11 Turmerol 1.5
12 Atlantona 1.0

Fonte: Laboratoério Laszlo Aromatherapy

6.2 Analise comportamental (Reflexo postural)

A analise comportamental mostrou que CLEO, causou perda do reflexo postural
nos peixes, e quanto maior a dose, menor a laténcia para o surgimento da perda de
reflexo de postura. Peixes tratados com 125 pL.L"" apresentaram média de perda de
reflexo de postura em 169.0 £+ 12.00 s que foi superior aos demais grupos. O
grupo tratado com 150 pL.L™" apresentou média de laténcia 147.6 + 11.90 s, 175 pL.
L-1(129.1 £ 11.99 s), 200 pL.L7"(101.2 £ 7.48 s) e 225 uL .L" (90.56 + 10.25 s) foram
diferentes (Figura 1 A).
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Ja a recuperagéo do reflexo postural no grupo tratado com 125 uL.L™" de
CLEO ocorreu em 123.9 + 13.30 s, foi menor que os demais grupos: 150uL.L™" (168.9
+11.67s), 175 uL.L-" (206 +14.27 s), 200 uL. L' (245 +13.04 s) e 225 uL. L' (275.4
+ 16.98s). Todos os grupos apresentaram tempo de recuperagdo dependente
da concentragao utilizada, desta forma concentragdes maiores tiveram maior tempo
para a recuperacao do reflexo de postura, demonstrando reversibilidade do efeito de

forma mais lenta para os grupos que receberam maiores concentracoes (Figura 1 B).
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Figura 1. Laténcias médias (segundos) para perda do reflexo postural durante banhos de imersdo com
diferentes tratamentos de CLEO (A). Recuperacao do reflexo postural apés contato com diferentes
concentracdes de CLEO (B). (ANOVA seguida do teste de Tukey; ; *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001

6.3 Eletrocardiografia durante a indugao e recuperagéo anestésicas

Quanto aos resultados eletrocardiograficos, o ECG normal do tambaqui
apresentou ritmo sinusal e média de frequéncia de 95.22 £ 7.775 bpm, identificando-
se a onda P, o complexo QRS e a onda T (Figura 2 A, B e C). O intervalo entre as
deflagracbes R-R (ms), os intervalos P-Q ( ms), e Q-T (ms) se mantiveram
regulares em consideracdo os parametros cardiacos de normalidade, desta forma,
foi medida a interferéncia de tratamentos em doses crescentes de CLEO. Para o
grupo controle o ritmo cardiaco foi sinusal , durante o registro de 5 minutos (Figura
2).
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Figura 2. Registro eletrocardiografico (ECG) normal do tambaqui, Colossoma macropomum com
duracéo de 5 minutos (A), Eletrocardiograma ampliado nos 30 segundos finais do registro ( 270- 300
s) (B); Amplificagdo dos 5 segundos finais do registro, demonstrando e elementos morfograficos ,
onda P, Complexo QRS e Onda T e elementos analisados: Frequéncia cardiaca (bpm), Amplitude do
complexo QRS (mV), Intervalo P-Q ( ms), intervalo R-R (ms), Duracdo de QRS (ms), intervalo Q-

T (ms) (C).

A atividade cardiaca no grupo controle apresentou frequéncia média de 95.22
1+ 7.77 bpm, foi semelhante ao grupo veiculo (p =0.999), apresentaram ritmo sinusal,
com a presencga de todas as deflagragdes cardiacas do eletrocardiograma (Figura 2
A,B,Ce3A)

Em amplificacdo de 30 segundos, todos os elementos do ECG podem ser
observados, onda P que representa contragdo atrial, complexo QRS que
representa contracdo ventricular e a Onda T que representa o periodo de
repolarizagao ventricular. A partir da amplificacdo de 5 segundos houve a
possibilidade da avaliagao dos intervalos durante o tratamento com CLEO em banho

de imersao e sua recuperacao (Figura3A,B,C,D,EeF).
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Figura 3. Tragado de registros eletrocardiografico (ECG), demonstrando atividade cardiaca em juvenis
de Colossoma macropomum (Esquerda), amplificagdo do ultimos 30 segundos do registro de 5
minutos (270 - 300s) ( centro) ,demonstrando os grafoelementos avaliados no trabalho demonstrando
a onda P, o complexo QRS e onda T ( amplificacéo de 5 s) (direita) Atividade cardiaca em juvenis de
Colossoma macropomum, durante banho de imersdo com o veiculos com a descricdo dos
grafoelementos cardiacos (A); Grupos tratados em banho de imersdo em diferentes concentracbes
de CLEO com suas Amplificagéo e identificacédo das deflagragées cardiacas : 125 uL. L' (B), 150 L.
L' (C), 175 uL. L' (D), 200 uL. L' (E) e 225 yL. L (F).

Durante o tratamento em banho de imersdo com 125 pL. L' os peixes

apresentaram diminuicdo 15.28 % na frequéncia cardiaca em relacdo ao grupo
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controle (Figura 4 B) para o grupo tratado com 150 uL.L"' de CLEO apresentou
diminuicdo de 24.15% (Figura 4 C), grupo tratado com 175 uL.L" apresentou
diminuicdo 24.61% ( Figura 4 D), 200 uL.L™" diminuiu 36.28% (Figura 4 E) e grupo
tratado com 225 uL.L™" apresentou diminuigdo 45.85% (Figura 4 F). Os peixes tratados
apresentaram bradicardia com manutengao do ritmo sinusal, que foi intensificada pelo
aumento da concentragao (Figura4 B, C, D, E e F).

A frequéncia cardiaca foi decaindo durante o tratamento com concentragées
crescentes de CLEO. Os controles tiveram média de 95.22 £7.775 bpm, foi
semelhante ao veiculo (p= 0.999). Porém, foram maiores que os demais grupos. O
grupo tratado com 125 uL.L™", apresentou média de (80.67 + 3.0 bpm) que foi superior
aos demais grupos tratados. O grupo tratado com 150 pL.L-' (72.22 + 2.72 bpm) foi
semelhante ao dos grupos tratados com 175 pL.L™" (p=0.999), porém foram superiores
em relagédo aos grupos tratados com 200 uL. L' e 225 pL. L". O grupo tratado com
225 uL.L" foi menor que os demais grupos (Figura 4 A).

A média de amplitude do complexo QRS do grupo controle foi de 1.634 + 0.23
mV foi semelhantes ao demais grupos (F( 6, 56)= 2.348; p=0.0430) (Figura 4 B).

A média do intervalo RR do grupo controle foi de 633.1 + 47.59 ms foi
semelhante ao grupo veiculo (p=0.999), foram menor em relagédo aos demais grupos.
O grupo tratado com 125 pL.L" teve um intervalo RR médio de 743.9 + 28.50 ms,
sendo menor que os demais grupos tratados. O grupo de 150 uL.L™" (831.4 + 30.49
ms), foi semelhante aos grupos tratados com 175 uL.L™! (p= 0.999). O grupo tratado

com 225 uL.L™" foi maior que os demais (Figura 4 C).
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Figura 4. Valores médios da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (bpm) ( A), valores de
média de amplitude do complexo QRS ( mV) (B), Valores médios de intervalos R-R (ms) (C) , média
do intervalo P-Q (ms) (D), duracdo do complexo QRS (ms) (E) e intervalo QT (ms) (F) , durante a
exposicdo ao CLEO nas concentragdes de 125 yL. L', 150 yL. L', 175 uL. L™, 200 yL. L' e 225 pL.
L' (ANOVA seguida do teste de Tukey; *P<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; n=9).

A média do intervalo PQ para o grupo controle foi de 82.22 + 3.52 ms, n&o
apresentou diferenca para os grupos veiculo (p= 0.999). Os grupos tratados com 125
uL.L™" (94.56 + 3.84 ms) e 150 yL.L"! foram semelhantes (p= 0.996). O grupo tratado
com 225 uL.L"" (140.0 + 4.52 ms) apresentou intervalo PQ maior que os demais grupos
(Figura 4 D).

A duracado média do complexo QRS para o grupo controle durante a indugao
foi de 19.33+1.80 ms foi semelhante ao grupo veiculo e tratado com 125 pL.L"
(p=0.512), porém foram menores que os demais grupos. Os grupos tratados com 125
uL.L-" (20.78 +1.30 ms) foi semelhante ao grupo tratado com 150 pL.L™" (p=0.7813).
O grupo tratado com 175 pL.L™" foi semelhante ao grupo tratado com 200 pL.L™" (p=
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0.2027). O grupo tratado com 200 uL.L™" (28.44 + 1.810 ms) foi semelhante ao grupo
tratado com 225 pL. L' ( p=0.512) ( Figura 4 E).

Para o grupo controle, a média do intervalo QT durante a indugao foi de 211.9
+ 14.94 ms foi semelhante ao grupo veiculo (p=0.998). O grupo tratado com 125 pL.
L' (242.2 + 10.62 ms) foi semelhante ao grupo tratado com 150 pL.L"! (p= 0.964). O
grupo tratado com 225 pL.L™" (338.4+10.35 ms) foi maior que os demais grupos (Figura
4F).

Durante a recuperagéo da exposigdo nas concentragdes utilizadas do CLEO
de 125 pL.L", 150 pL.L1, 175 pL.L"", 200 pyL.L' e 225 pL.L", foi observado
reversibilidade das alteragbes eletrocardiograficas (Figuras 5 A, B, C, D e E). Porém

de forma lenta nos grupos tratados com concentragées maiores de CLEO.
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Figura 5. Atividade cardiaca em juvenis de Colossoma macropomum, durante a recuperagao apos
banho de imersdo com diferentes concentragbes de CLEO (esquerdo). Amplificacdo do registro nos
ultimos 30 segundos (270-300 s) , para identificagcdo das deflagra¢des cardiacas (centro), no periodo
de recuperacéo apos banho de imersdo com as seguintes concentragdes de CLEO (ampliagédo de 5 s)
(direita) : 125 pL. L' (A), 150 uL. L' (B), 175 yL. L' (C), 200 pL. L, (D) e 225 uL. L' (E).

Durante a recuperagado, o grupo controle apresentou média de frequéncia
cardiaca de 95.22 £ 7.77 bpm, foi semelhante ao grupo veiculo e também aqueles
tratados com 125 pL.L' (p=0.4759). Os grupos tratados com 150 yL.L" (85,11 +
2.26ms), demonstrou semelhanga aos demais grupos (p= 0.5156) (Figura 6 A).

A amplitude do complexo QRS durante a recuperagéo para o grupo controle
foi de 1.634 + 0.238 mV, foi semelhante aos demais grupos (F(6, 56) = 0.5940,
p=0.7338) (Figura 6 B).
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O intervalo RR médio durante a recuperagao para o grupo controle foi de 633.1
+ 47.59 ms, foi semelhante aos grupos veiculo e 125 pL. L' (p=0.5850). Os grupos
tratados com 150 uL.L™! (704.9 + 19.63 ms) foi semelhante aos grupos 175 pL. L™,
200 yL. L' e 225 yL. L' (p= 0.2349) ( Figura 6 C).
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Figura 6. Valores médios dos paradmetros cardiacos durante a recuperacdo ao tratamento com
diferentes concentragdes de CLEO em banho de imersao a 125 pL. L-1, 150 yL. L-1, 175 uL. L-1, 200
pL. L-1 e 225 uL. L-1 Valores de médias da frequéncia cardiaca (BPM) (A), Amplitude do QRS (mV)
(B),Intervalo R-R (ms) ( C), intervalos P-Q (ms) (D); duragéo do complexo QRS (ms) (E) e intervalo
QT (ms) (F). (ANOVA seguida do teste de Tukey; *P<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; n=9).

O intervalo PQ durante a recuperacao no controle foi de 82.22 + 3.528 ms, foi
semelhante ao grupo veiculo e tratados com 125 uL.L™", 150 yL.L"" e 175 pL.L™" (p=
0.0914). Os grupos tratados com 200 uL.L™" e 225 yL.L"" apresentaram média superior
ao grupo controle e veiculo, porém foram semelhantes aos demais grupos tratados

( p=0.091) (Figura 6 D).
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A duragcdo do complexo QRS durante a recuperagdo O grupo
controle apresentou média ( 19.33 + 1.80 ms) foi semelhante ao veiculo e grupos
tratados com 125 pL. L' 150 yL. L', 175 pL. L' € 200 pL. L' ( p= 0.3891). Os
grupos tratados com 225 pL. L' foi semelhante aos grupos tratados com 175 pL.
L' €200 uL. L' ( p=0.3891) (Figura6 E) .

Durante a recuperacgao, o intervalo QT para o controle foi de 211.9 + 14.94
ms foi semelhante ao grupo veiculo, grupos 125 pL. L' e 150 pL. L' (p=
0.9957). Os grupos tratados com 175 uL. L' (228.7 + 4.92 ms ) foi semelhante aos
grupos 200 pL. L' e 255 pL. L' (p=0.7295), porém, foram superiores aos demais
grupos ( Figura 6 F).

6.4 Avaliacdo GABAérgica com flumazenil

Apos a aplicagao do flumazenil 1 mg/kg i.p. houve aumento da laténcia para o
comportamento de perda de reflexo de postura para todas as concentracées de CLEO
testadas. O grupo foi tratado com flumazenil seguida do banho de imersdo em 125
uL.L™" apresentou aumento de 263.13%, o mesmo ocorreu com os grupos 150 pL. L
1(208.02%), 175 uL.L" (181.4%), 200 pL.L™" (223.22%) e 225 uL.L" ( 215.77%),
demonstrando que apds aplicagao de flumazenil as laténcias foram maiores (Figura
7A).

Durante o periodo de recuperacgao, o grupo que recebeu flumazenil apresentou
menor laténcia apods o tratamento com diferentes concentragdes de CLEO. O grupo
tratado com 125 uL.L"" apresentou diminuigéo na laténcia para recuperagéo do reflexo
de postura de 53.99%, 150 pL.L' (48.18%), 175 uL.L"" (52.10%) e 200 pL. L’
(43.26%) e 225 uL. L' (38.99%) ( Figura 7 B).
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Figura 7. Grafico demonstrando os Valores médios de laténcia em segundos para perda do reflexo de
postura apos aplicagédo de flumazenil 1mg/kg i.p. durante o banho de imersédo nas concentragbes de
125 L. L-1,150 yL. L-1, 175 yL. L-1, 200 pL. L-1 225 yL. L' de CLEO ( A); Valores de média de
laténcia para a recuperagao do reflexo de postura apoés contato com CLEO (B). (ANOVA seguida do
teste de Tukey; ***p<0.001; n=9).
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7. DISCUSSAO

A presencga da Ar-turmerona como componente maijoritario foi demonstrada em
outros estudos (ZHANG et al., 2017; GUIMARAES et al., 2020; ZHENG et al., 2020),
este monoterpeno é conhecido por seu potencial terapéutico (AVANCO et al., 2017;
KHEIRA et al., 2020) e suas propriedades anestésicas estdo sendo investigadas.

A Ar- turmerona, assim como outros monoterpenos, apresenta semelhanca
quimica a alguns anestésicos sintéticos (FELIX et al., 2023) que s&o largamente
utilizados em indugao anestésica em peixes, como o propofol, por exemplo.

A inducdo anestésica por 6leo de curcuma, evidenciada durante a avaliagcao
comportamental, foi demonstrada pela perda de reflexo postural. Isto pode ser
justificado pela composig¢ao deste 6leo que é repleta de terpenos, como monoterpenos
e sesquiterpenos, sendo a ar-turmerona um destes compostos.

Estudos relatam que os monoterpenos, por conta de sua estrutura fendlica,
modulam receptores do acido y-aminobutirico subtipo A (GABA A) (BIANCHINI et al.,
2017; KASAI et al., 2014; KHUMPIRAPANG et al., 2018) e que este mecanismo seria
responsavel pela inducdo anestésica em peixes ja que deste modo agem os
anestésicos usados em anestesia geral utilizados em humanos (ZHOU et al., 2012).

Os parametros comportamentais, observados tanto na indugdo quanto na
recuperagcao anestésica, se mostraram dose dependente, pois 0s grupos que
receberam maiores doses de 6leo apresentaram perda de reflexo postural mais rapida
e uma reversibilidade desta acdo mais lenta (DOS SANTOS et al., 2022; VIEIRA et
al., 2023; DOS SANTOS et al., 2024).

Quanto aos resultados da avaliagdo eletrocardiografica, evidenciou-se que a
maior concentragao do anestésico ocasionou maior depressao do coragao, afetando
a FC, no entanto,o ritmo sinusal foi mantido. Resultados semelhantes foram
observados em Cantanhéde et al.,(2021), onde a administragdo de mentol em
Colossoma macropomum provocou diminuicdo da atividade cardiaca de maneira
dose-dependente, mas com reversibilidade para o estado basal.

Outros estudos investigativos que utilizaram a fungao cardiaca como marcador
de eficacia terapéutica, demonstraram a reducéo da funcéo do coracdo do Tambaqui

quando expostos a diferentes concentragdes anestésicas de 6leos essenciais de
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Nepeta cataria e citronela, também com total recuperacdo do quadro pds-anestesia
(DE SOUZA et al., 2019; BARBAS et al., 2017).

Quanto ao intervalo QRS mostrado no resultado do ECG, observou-se um
aumento na duragao deste complexo com aumento da dose de éleo de curcuma, no
entanto a indugéo anestésica com a dose minima mostrou um resultado semelhante
ao obtido com o grupo controle. Estes resultados nos mostram, assim como no estudo
de De Sousa et al. (2019) e Vilhena et al. (2022), que mesmo com aumento no
complexo QRS, que revela ativagao elétrica dos ventriculos, houve recuperacao da
contracao cardiaca e manteve o ritmo sinusal dos peixes.

Durante os experimentos, de indugao e recuperag¢ao anestésicas, com 6leo de
curcuma apresentaram bradicardia com sinais de intensificacdo diretamente
relacionada ao aumento da concentragao do CLEO, porém mantendo o ritmo sinusal.
Ademais, alteragcées no segmento ST n&o foram observados no registros do ECG o
que sugere nao haver bloqueio atrioventricular (BAV), este dado difere do resultado
obtido no estudo realizado por Dos Santos et al. (2024) em que foram utilizadas as
mesmas concentracdes de 6leo de Nepeta cataria em C. macropomum.

Estudos ja demonstraram que um intervalo QT mais prolongado pode levar a
alteragdes negativas na atividade cardiaca, como irregularidade dos batimentos (KIM
et al., 2010). Contudo, a curcuma longa nao provocou esses efeitos nos tambaquis,
sugerindo uma possivel seguranga cardiovascular.

Este resultado revela seguranga no uso do 6leo, pois a auséncia de bloqueio
AV indica preservacao da condugado elétrica miocardica (ZENA et al., 2024),
descartando a possibilidade de isquemia cardiaca ou alteragdes na perfuséo
sanguinea.

Por fim, ainda quanto a cardiotoxicidade, os resultados deste estudo reiteram
gue doses menores de 6leo sdo mais seguras para uso nos juvenis de tambaqui, pois
em nosso estudo o grupo foi exposto a dose de 125 L. L' mostrou reversao da fungéo
cardiaca semelhante ao grupo controle e o grupo exposto a dose de 150 uL. L -’
apresentou uma recuperacao de 90.08%. Isto evidencia um contraponto ao estudo de
Saccol et al. (2017) que utilizou doses bem superiores de 6leo de curcuma em seu
estudo (200 pL. L', 300 pL. L' e 500 pL. L"), sendo a indugéo de anestesia em

tambaquis juvenis observada apenas nos grupos expostos a dose de 200 L. L.
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Quanto aos resultados referentes ao experimento 3, o pré-tratamento com
flumazenil, um antagonista do receptor benzodiazepinico, aumentou o tempo de
laténcia para perda do reflexo de postura e antecipou a recuperacgao do reflexo de
postura. O que demonstra a participacdo dos receptores GABA-A como via de
ativacdo para os componentes do CLEO que podem atuar de forma alostérica
sinérgica ao neurotransmissor inibitério acido- Gama- Aminobutirico.

Quanto a avaliagao da atuagéao do CLEO no receptor GABAA-benzodiazepinico
para induzir seus efeitos no sistema nervoso central do Colossoma macropomum
submetidos ao banho de imersido. Estudos indicam a presenca dos receptores
GABA-A benzodiazepinicos no sistema nervoso de peixes (WOLKERS et al., 2015;
CAO et al,, 2019; MCGRATH et al., 2021). Varias substancias que estdo sendo
identificadas pela ciéncia podem atuar nos receptores GABA-A benzodiazepinico
(FALESCHINI et al., 2023).

Diante do exposto acima, sugere-se que 0 mecanismo de acao dos
componentes do CLEO envolvem o neurotransmissor inibitério GABA o que foi
constatado apdés o uso prévio de flumazenil, indicando que os mecanismos
subjacentes a anestesia provocada pelo CLEO envolvem mecanismos de

potencializagdo do sistema GABAérgico.
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7. CONCLUSAO

Nosso estudo permitiu avaliar a atividade anestésica do CLEO em diferentes
concentragbes de tratamento demonstrando a reversibilidade dos efeitos
comportamentais e cardiacos, observamos de acordo com os resultados a faixa
segura para anestesia de curta duragdo podem incluir as contragdes utilizadas de
125 a 225 L. L.

Para anestesia mais profunda recomendamos a concentracdo de 200 a 225
uL. L' sem grandes comprometimentos da atividade cardiaca que revele alteragdo

na hemodinamica dos animais.

O mecanismo de ag¢ao dos componentes do CLEO envolve o neurotransmissor
inibitério GABA o que foi constatado apds o uso prévio de flumazenil, o que indica
que 0s mecanismos subjacentes a anestesia provocada pelo CLEO envolvem

mecanismos de potencializagao do sistema GABAérgico.
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