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INTRODUCAO GERAL

Nos procedimentos em piscicultura, os peixes séo facilmente estressados nas
diferentes etapas de criacdo. Atividades rotineiras de manejo e sua intensidade ou
duracdo provocam respostas ao estresse que podem resultar em consequéncias
indesejaveis, como a reducgdo das taxas de crescimento, perda de peso, doencas e até
mortalidade (BARCELLOS et al., 2000; IWAMA et al., 2004). Assim, o uso de
anestésicos se faz importante para prevenir injdrias fisicas e promover a reducdo do
estresse, resultando no bem-estar para os peixes (ANSCHAU et al., 2014).

Um anestésico desejavel é aquele que proporciona uma 6tima sedagdo, sem
provocar efeitos toxicos nos peixes ou no ambiente. Isso torna o dleo essencial (OE) de
Lippia alba (Mill.) NE Brown importante no estudo sobre anestesia em peixes por
possuir um eficaz efeito tranquilizante e relaxante (CUNHA et al., 2010) e por ser uma
alternativa ao uso de substancias quimicas, sendo seguro para consumidores e meio
ambiente (SOARES e TAVARES-DIAS, 2013).

A til4pia-do-Nilo provoca machucados frequentes em seus manipuladores
através dos espinhos 0sseos presentes nas nadadeiras (VIDAL et al., 2008). Além disso,
a movimentacao excessiva dentro das embalagens de transporte pode provocar desgaste
energético e aumento nos niveis de cortisol, prejudicando seu sistema imunolégico
(BARCELLOS et al., 2004).

Dessa forma, este trabalho objetivou determinar a melhor concentracdo do OE
de L. alba para a inducdo e recuperacao anestésica, avaliar sua acao através da andlise
de paré@metros bioguimicos e hormonais como anestésico durante 0 manejo de tilapias

do Nilo e como sedativo em situagdo de transporte.



REVISAO DE LITERATURA GERAL

ESTRESSE EM PEIXES

S0 considerados estressores aqueles estimulos que provocam alteracdes
fisiologicas ou comportamentais de forma exacerbada em animais, prejudicando a
alimentacédo, crescimento, reproducéo e outros aspectos da fisiologia normal (ROSS e
ROSS, 2008). Em peixes, essa resposta ao estresse é induzida pelos diversos agentes
estressores presentes no sistema de producdo como a qualidade da agua, procedimentos
de manejo e transporte, alimentagéo e densidade populacional (OBA et al., 2009) e essa
situacdo de estresse em aquicultura pode levar a alta debilidade e mortalidade
prejudicando o sistema produtivo (ROSS e ROSS, 2008).

As respostas hormonais ao estresse em peixes sao mediadas pelo sistema
adrenérgico e o eixo hipotadlamo-hipofise. Apds o evento estressante, segue-se a
estimulacdo nervosa e consequentemente a liberacdo de catecolaminas (adrenalina) na
corrente sanguinea que estimula a liberacdo do horménio adrenocorticotrofico, e
posterior liberacdo do cortisol (ROSS e ROSS, 2008).

A resposta ao estresse é varidvel, sendo caracterizada por uma fase de respostas
fisiologicas ao evento estressor, seguido por uma tentativa de adaptacdo do organismo
ao estresse, portanto a resposta ao estresse € uma forma de adaptacdo que promove uma
chance de sobrevivéncia frente uma situacdo de medo ou ansiedade (OBA et al., 2009) .
Mas a depender da duragdo de exposicdo ao evento estressor, essas fases podem ser
seguidas de uma fase de esgotamento fisioldgico que pode comprometer a saide e até a
vida dos peixes (ROSS e ROSS, 2008).

ANESTESICOS EM PEIXES

Anestesia € um estado reversivel de depressdo do sistema nervoso central,
acompanhada de perda sensorial envolvendo hipnose, analgesia, a supressdo da
atividade reflexa e relaxamento do masculo voluntario. Sedacdo é um estado preliminar
da anestesia em que a sonoléncia € induzida, com a percep¢do sensorial entorpecida e

com alguma analgesia (ROSS e ROSS, 2008). Em peixes a dose anestésica e o tempo de
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exposicdo determina o estado anestésico desejado. Para manejo a anestesia profunda
seria 0 recomendado e, para o transporte o estagio de sedacdo j& produz o efeito
necessario (COOKE et al,2004)

Os peixes se estressam e tentam se desvencilhar durante a contencéo e manuseio,
iIsso pode resultar em lesdes para 0s peixes e, em alguns casos, para 0 manipulador
(FIDDES, 2008). Por conta disso, 0s anestésicos sdo eficazes em minimizar o estresse
dos peixes, contribuindo positivamente para reduzir estimulos visuais, consumo de
oxigénio e excrecdo de amonia.

No transporte sdo importantes por reduzir a mobilidade dos peixes, evitando
lesBes traumaéticas e ferimentos (WURTS, 1995; INOUE et al., 2005).

A dose correta do anestésico é fundamental para evitar desperdicios ou a morte
dos peixes pelo excesso de exposi¢do ao produto, contribuindo assim para uma melhor
sanidade dos animais e promoc¢do da salde dos seus consumidores (ROUBACH e
GOMES, 2001). No entanto, a concentracdo, o tempo de inducéo e a recuperagdo, bem
como os efeitos adversos que 0os mesmos podem causar ndo sdo conhecidos para a
maioria das espécies utilizadas em aquicultura (ZAHL et al., 2009).

As espécies de peixe tem um tempo especifico para a inducdo anestésica
conforme a sua fisiologia. Além das diferencas entre as espécies, outros fatores que
podem influenciar uma sedacdo sdo: a idade do peixe, temperatura da dgua e estresse
(ZAHL et al., 2009). Como existe necessidade de manejos em todas as etapas de
desenvolvimento, reproducdo, transporte e cirurgias, torna-se necessario estudar a
eficiéncia dos diferentes tipos de produtos anestésicos para que haja menos estresse nos
peixes e ndo ocorram mortalidades nas praticas rotineiras aplicadas aos animais
(BITTENCOURT et al., 2012).

As vias de aplicagdo anestésicas mais comuns sdo a injetavel ou através da dgua
por “inalagdao”. Em piscicultura a via mais utilizada é inalatoria. Segundo Roubach e
Gomes (2001), para manejo de peixes e preferivel a anestesia profunda principalmente
para seguranca dos animais e manipuladores, esse estagio deve ser atingido entre 1 a 3
minutos, com tempo de recuperagdo inferior a 5 minutos. Quando submersos em agua
contendo anestésicos 0s peixes passam por alguns estagios anestésicos que podem ser

observados na tabela a seguir:
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Tabela 1: Estégios de anestesia em peixes. Adaptado de Small (2003)

Estagio Caracteristicas

1 Sedacdo. Reducdo a reacgdo a estimulos externos

2 Perda parcial do equilibrio. Natacdo erratica

3 Perda total do equilibrio. Cessa a locomocgao

4 Colapso medular (morte). Sem movimentos respiratorios (morte)

A imobilidade dos peixes é conseguida na anestesia profunda (estagio 3), com a
perda dos movimentos musculares voluntarios. A reducdo dos movimentos
respiratorios, a reducdo do oxigénio no sangue durante esse estagio, levam a hipoxia e
acidose respiratéria, e como resultado pode ocorrer diversas alterac@es fisioldgicas em
decorréncia da anestesia (IWAMA e ACKERMAN, 1994) como a liberacdo de
adrenalina no sangue e aumento dos niveis de cortisol (OBA et al., 2009) fazendo com
que o procedimento anestésico seja um estressor em potencial para peixes.

Principalmente os anestésicos quimicos (KANANI et al., 2013).

Principais agentes anestésicos utilizados em piscicultura

O MS222 (Tricaina metano sulfonato) é o anestésico para peixe mais difundido
no mundo. Sendo um dos poucos anestésicos liberados para uso em peixes destinados
a0 consumo humano nos EUA pelo Food and Drug Administration (FDA). E solGvel
em agua, porem € acido e pode reduzir o pH da agua causando efeitos adversos nos
peixes como irritagcdo nos olhos e brénquias, diminui¢do do muco podendo até levar a
morte. Além disso, existem relatos do aparecimento de lesbes oftalmicas nos
manipuladores (ROUBACH e GOMES, 2001). No Brasil, a Benzocaina é o anestésico
mais utilizado em manejo de peixes. E muito similar ao MS222, com a vantagem de ser
mais seguro para os manipuladores (GOMES et al., 2001; ROUBACH e GOMES,
2001).
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O eugenol € um farmaco de origem vegetal, principal componente do 6leo de
cravo (MAZZAFERA, 2003; SILVA et al.,, 2011), muito utilizado na medicina em
humanos (AFFONSO et al., 2012). O eugenol é uma alternativa para 0 uso de
anestésico em peixes, pois além de eficiente como anestésico para peixes, pode ser
utilizado em peixes destinados ao consumo devido a eliminag&o relativamente rapida do
organismo dos peixes (CHO e HEATH, 2000; WOODY et al., 2002), porém deve-se
estar atendo aos efeitos adversos das dosagens (BITTENCOURT et al., 2012).

No Brasil, a resolucdo 714, de 2002, do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria, autoriza a eutanasia de peixes com o uso de barbituricos, CO,, tricaina
metano sulfonato (TMS, MS222), hidrocloreto de benzocaina e 2-fenoxietanol. Mesmo
assim, ainda ha preocupacdo com a aplicacdo dessas substancias quimicas, devido aos
residuos toxicos nos animais e no ambiente (BITTENCOURT et al., 2012). Como a
manipulacdo dos peixes é imprescindivel para o cultivo de animais em ambientes
confinados, o uso de substancias tranquilizantes se faz necessario, por conta disso tem-
se procurado alternativas entre as substancias naturais como o0s Oleos essenciais
(ROUBACH etal., 2005; BECKER et al., 2012).

OLEOS ESSENCIAIS

Os o6leos essenciais sao misturas complexas de substancias organicas, lipofilicas,
odoriferas e liquidas. Sua caracteristica principal é a volatilidade, além de ter o aroma
agradavel e intenso. Estdo presentes nas mais diversas partes das plantas e sua
composigdo pode variar de acordo com esta localizagdo. Sdo amplamente utilizados
como flavorizantes, em alimento e na indGstria de cosméticos (SIMOES e SPITZER,
2004). Além disso, apresentam um grande potencial medicinal e podem ser usados no
desenvolvimento de novas drogas alternativas, pois apresentam um amplo espectro de
efeitos farmacologicos, como antibacterianos, antivirais, antifungicos, inseticidas
(SCHERER et al., 2009; MILEZZI et al., 2013) além de efeitos sedativos e anestésicos
(CUNHA et al., 2010; BECKER et al., 2012). No entanto, 0 modo de agdo destes dleos
ainda é pouco conhecido e pesquisas adicionais se fazem necessarias.

O Brasil ainda tem um numero pequeno de medicamentos fitoterapicos

registrados contendo espécies de plantas brasileiras, apesar de ter uma das maiores
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biodiversidades do mundo e sendo um dos paises que publica 0 maior nimero de artigos
cientificos sobre plantas medicinais (CARVALHO et al., 2011). Em piscicultura o
estudo com o0 uso de Oleos essenciais tem se mostrado eficiente pela acgédo
antimicrobiana (MILEZI et al., 2013) e anestésica de algumas substancias (CUNHA et
al., 2010)

A Lippia alba (Mill.) N. E. Brown é um subarbusto aromético, pertencente a
familia Verbenaceae, conhecida popularmente como erva-cidreira € de grande
importancia na medicina popular brasileira, usada como analgésico, anti-inflamatério,
sedativo e antiespasmodico (TAVARES et al., 2011).

Os principais componentes do 6leo essencial de L. alba s&o a carvona, limoneno,
germacreno D e B-mirceno (TELES, 2010). O 6leo essencial de L. alba (Eola) é uma
alternativa viavel para substituir os anestésicos quimicos nos peixes (SOARES &
TAVARES DIAS, 2013). Estudos j& demonstraram eficicia de Eola como anestésico
para jundia (Rhamdia quelen) (CUNHA et al., 2010;. BECKER et al., 2012) e cavalo
marinho (Hippocampus reidi) (CUNHA et al.,2011).

TILAPIA DO NILO

Tilapia do Nilo (Oreocrhomis niloticus) € uma das espécies de peixe mais
produzidas no mundo (WATANABE et al., 2002) e das mais importantes peixes 0sseos
de &gua doce para a aquicultura mundial, é o segundo peixe de &gua doce mais
cultivado, superada apenas pela carpa comum (BORGUETTI et al., 2003). O Brasil se
destaca entre os maiores produtores respondendo por aproximadamente 56% da
producdo (EL-SAYED, 2006), principalmente devido a sua rusticidade e boa adaptacdo
as condigdes de cativeiro (REBELO NETO, 2013).

A tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) possui caracteristicas zootécnicas
que a favorecem como a espécie mais criada nos sistemas de piscicultura no Brasil
(FAO, 2005), devido a sua facil adaptagdo a diferentes ambientes, sua rusticidade,
excelente performance em ganho de peso e crescimento, além de possuir carne de
qualidade superior com poucas espinhas e boa aceitacio para 0 consumo
(FIGUEIREDO JR. e VALENTE JR., 2008).
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O uso de Lippia alba como anestésico para manejo de tilapia do Nilo

RESUMO

O objetivo deste estudo foi verificar a eficacia de 6leo essencial de Lippia alba (Eola)
para o inducdo e recuperacdo anestésica e para 0 manejo de tilapia do Nilo. Foram
utilizados 80 exemplares de til&pia do Nilo (4,259 + 0,48) submetidos a diferentes
concentracdes de Eola (10; 20; 50; 100; 200; 300, ou 500 puL L™ e controle) nos testes
de inducdo e recuperacdo anestésica. A resposta ao estresse foi avaliada por meio de
parametros plasmaticos (glicose, cortisol, lactato e atividade de paraoxonase) em 54
peixes. A qualidade do filé foi avaliada através da analise sensorial dos peixes
amostrados. Nenhuma mortalidade foi observada durante o experimento. Os niveis de
glicose no plasma mostraram um aumento significativo em peixes expostos a Eola em 1
e 4 h apds a exposicdo ao estresse. Os niveis de cortisol mostraram uma diminuicdo
significativa em peixes anestesiados 4 h ap0s a exposicdo ao estresse. A andlise
sensorial ndo mostrou diferenca significativa no sabor ou odor do filé, indicando que o
Eola ndo altera a qualidade do filé. Eola foi eficaz para induzir a anestesia em tilapia do
Nilo a partir da concentragdo de 200 puL L™. No entanto, para 0 manejo, recomenda-se a
concentracdo de 500 pL L™ por apresentar os melhores tempos de inducdo e

recuperacdo anestésica, além de reduzir o cortisol plasmatico ap6s 4 h de manejo.

Palavras-chave: estresse, cortisol, analise sensorial.
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ABSTRACT

We report the optimal concentration of essential oil of Lippia alba (hereafter, EOLA)
for the induction and recovery of anesthesia in Nile tilapia during handling. 80
specimens of Nile tilapia (4.25 g) were submitted to different concentrations of EOLA
(10; 20; 50; 100; 200; 300, or 500 pl L™ and control) to test anesthetic induction and
recovery. Stress response was evaluated through plasmatic parameters (glucose,
cortisol, lactate and e paraoxonase activity) in 54 of those fish. A sensory analysis of the
fish fillet produced was also peformed. The evaluation of the stress management
occurred through plasma parameters (glucose, cortisol, lactate and paraoxonase
activity). No mortality was observed during the experiment. Plasma glucose levels
showed a significant increase in fishes exposed to EOLA in 1 and 4 h after exposure to
handling stress. Plasma cortisol levels showed a significant decrease in fishes
anesthetized 4 h after exposure to handling stress. Sensory analysis suggested no
difference in taste or smell of the fillet, indicating that the EOLA does not alter the
quality of fish. EOLA was effective to induce anesthesia in Nile tilapia from the
concentration 200 pL L™. However, for management procedures, we report 500 pL L™
concentration as ideal — promoting anesthetic induction and recovery without the
increase of cortisol and lactate.

Key-words: stress, glucose, cortisol, Sensory analysis.
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INTRODUCAO

Em sistemas de piscicultura, estratégias que evitem a exposicdo de peixes a
condicdes estressantes sdo necessarias. Atividades rotineiras de manejo e sua
intensidade ou duracdo provocam respostas ao estresse que podem resultar em
consequéncias indesejaveis, como a reducdo das taxas de crescimento, perda de peso,
doencas e até mortalidade (BARCELLOS et al., 2000;. IWAMA et al., 2004).
Anestesicos ajudam a reduzir estimulos visuais, consumo de oxigénio e excrecao de
amoOnia em peixes e podem minimizar as taxas de estresse e de mortalidade em
piscicultura (WURTS, 1995; INOUE et al., 2003; CUNHA et al., 2010; 2011).
Anestesia também é conhecida por ser eficaz na redugdo da mobilidade de peixe,
evitando lesdes traumaticas durante o manuseio (INOUE et al., 2005). A escolha do
anestésico adequado deve levar em conta a sua viabilidade econdmica, praticidade e
eficacia (CHO e HEATH, 2000). Apesar de serem comumente usados como anestesico
em peixes, produtos quimicos causam efeitos colaterais, como a perda de muco,
irritacdo nas branquias e lesdes de cornea. Além disso, podem contaminar 0 ambiente
com residuos téxicos (ROUBACH & GOMES, 2001).

A utilizacdo de anestésicos ndo toxicos, tais como 6leo de cravo e Lippia alba
tem apresentado resultados satisfatorios (CUNHA et al., 2010; 2011; BECKER et al.,
2012; ZEPPENFELD et al., 2014). Lippia alba é uma planta medicinal nativa da
América do Sul amplamente utilizado como medicamento calmante, antiespasmaodico,
analgeésico, sedativo, ansiolitico e levemente expectorante (BIASI e COSTA, 2003;.
TAVARES et al .,2011). O d6leo essencial de L. alba (Eola) € uma alternativa viavel
para substituir os anestésicos quimicos nos peixes (SOARES e TAVARES DIAS,
2013). Estudos ja demonstraram eficacia de Eola como anestésico para jundia (Rhamdia
quelen) (CUNHA et al., 2010;. Becker et al., 2012) e cavalo marinho (Hippocampus
reidi) (CUNHA et al .,2011).

Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma das espécies mais importantes de
peixes 0sseos de agua doce para a aquicultura mundial, principalmente devido a sua
rusticidade e boa adaptacdo as condicBes de cativeiro (REBELO NETO, 2013). Os
efeitos anestésicos de Eola sobre a tilapia do Nilo sdo desconhecidas. O objetivo deste
estudo foi determinar a concentracdo ideal de Eola para a indugdo e recuperagdo

anestésica em tilapia do Nilo. Adicionalmente, foi verificado o efeito de Eola em
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exemplares expostos ao estresse do manejo nos pardmetros: cortisol plasmatico, glicose,
lactato e atividade paraoxonase, e avaliado a qualidade do filé para consumo através da

analise sensorial.
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MATERIAL E METODOS
Oleo essencial de Lippia alba

Lippia alba (Mill.) NE Brown foi cultivado em Frederico Westphalen, Rio
Grande do Sul, Brasil. As partes aéreas da planta foram coletadas em marco de 2013.
Uma amostra de vouchers (SMDB No. 10050) foi depositado no herbario do De-
partamento de Biologia da UFSM.

O oleo essencial foi extraido a partir das folhas frescas por destilacdo a vapor,
durante duas horas utilizando um aparelho do tipo Clevenger. Neste método, o destilado
é recolhido num tubo de vidro graduado e a fase aquosa é automaticamente reutilizados
no baldo de destilacdo (Farmacopeia Britanica 2007). O mesmo foi armazenado a -20 °
C em garrafas de vidro &mbar.

Animais

Foram utilizados machos revertidos sexualmente de tilapia do Nilo da linhagem

gift. Os exemplares foram adquiridos da Empresa Bahia Pesca, Camacari-BA. Para 0s
testes de inducdo e recuperacdo anestésica foram utilizados 80 juvenis com massa
corpérea média de 4,25 + 1,34 g e 5,70 = 1,00 cm e para os testes de resposta ao
estresse do manejo foram utilizados 54 exemplares com massa corporea média de 67,72
+ 1,58 g e 15,47 £ 1,91 cm. Os peixes foram mantidos por um periodo de 14 dias em
tanques de 250 L para aclimatacdo, onde foram alimentados duas vezes ao dia com
racao comercial.
Os tanques com o0s peixes possuiam aeradores ligados 24h/dia. Era realizada troca
parcial (70%) da agua 2 vezes por semana. Pardmetros de qualidade da agua foram
aferidos para: alcalinidade (60 mg L™ CaCO3), dureza (100 mg L™ CaCO3), amonia
(1,0 mg L NHO3), pH (7,5), oxigénio dissolvido (7,0 mg L™ O2) e temperatura (26
°C).

A alimentacdo foi interrompida 24 h antes do inicio dos experimentos. As
avaliacdes ocorreram no Laboratério de Manutencdo de Organismos Aquéticos da
Universidade Federal da Bahia. Todos os procedimentos amostrais foram aprovados
pelo protocolo n° 04/2012 da Comissdo de Etica do Instituto de Biologia da

Universidade Federal da Bahia.
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Inducéo e recuperacdo anestésica

Os peixes foram transferidos para aquéarios de 2 L de agua e o Eola em
concentracdes de 10, 20, 50, 100, 200, 300 ou 500 ul L™, diluidas em etanol (1:10). O
grupo controle foi transferido para aquarios que continham apenas etanol na
concentracdo equivalente & diluicdo utilizada para 500 puL L™. Para avaliar o tempo
necessario para a inducdo da anestesia, 10 juvenis foram usadas para cada concentracédo
testada. Em cada aquéario foram colocados dois peixes ao mesmo tempo,observados
separadamente e o tempo de indugdo em diferentes fases da anestesia foi avaliada de
acordo com Small (2003).

Os animais foram observados até 30 minutos ap6s a inducdo e depois
transferidos para aquéarios livres do anestésico (20 L) e o tempo de recuperacdo da
anestesia foi medido. As observagdes foram realizadas sempre de forma padronizada

por dois observados treinados.
Avaliacgéo do estresse durante 0 manejo

A avaliacdo do estresse durante 0 manejo ocorreu de acordo com Marking e
Meyer (1985). Assim, 27 animais foram transferidos para aquarios de 5 L (um peixe de
cada vez) e eles foram anestesiados com 500 mg L™ do Eola (baseado no tempo de
inducdo e recuperacao da anestesia, ver Resultados).

Apols a anestesia, 0s peixes foram manipulados para afericdo das medidas
biométricas, e exposto ao ar durante 1 min. Apos a biometria, foi colhido sangue da veia
caudal de nove juvenis (tempo 0 h). Os 18 peixes restantes foram colocados em dois
tanques de 250 L. Amostras de sangue foram coletadas em nove peixes 1 h apds a
anestesia e de outros nove peixes 4 h apés anestesia. O grupo controle (sem adicéo de

Eola) foi sujeito aos mesmos procedimentos que 0 grupo teste.
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Anélise bioquimica

Amostras de sangue foram coletadas usando uma seringa Hamilton, e transferido
para tubos de 2 mL de pléstico e centrifugado 3000 vezes por g (15 min) para separar 0
plasma. As amostras foram entdo mantidas congeladas. As amostras de plasma foram
enviadas para o Laboratorio de Extensdo em Analises Clinicas do Instituto de Farmécia
da Universidade Federal da Bahia, onde cortisol, glicose, lactato e atividade
paraoxonase foram analisadas.

A determinacdo de cortisol plasmético ocorreu através do cortisol S kit em um
equipamento mini-VIDAS®, um teste automatizado para a determinacgdo quantitativa de
cortisol, plasma ou urina, utilizando a técnica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent
Assay).

A determinacdo de glicose plasmatica foi enzimaticamente determinadas por
glicose oxidase/glicose peroxidase, um método colorimétrico usando um equipamento
totalmente automatizada (BT 3000; Wiener Lab, Rosario - Argentina).

A determinacdo de lactato plasmatico foi determinado utilizando um analisador
totalmente automatico, Vitros 250 Dry Chemistry System, Ortho Clinical Diagnostics
(Johnson & Johnson, USA). O limiar de lactato foi definido como a maior poténcia de
saida acima da qual a concentracdo de lactato no plasma mostrou um aumento
sustentado superior a 0,5 mol L™.

A atividade da paraoxonase foi determinada de acordo com o método descrito
por Mackness et al. (1998) e Senti et al. (2003). O resultado foi obtido multiplicando-se
a média da variagdo das absorbancias pelo fator. Fator = VTR (mL)/ €405 x VA(mL) x
E(cm), onde : VTR — volume total da reacdo; VA — volume da amostra; E — espessura

da cubeta; £405 — 1805 L M™ cm™. Logo, atividade da paraoxonase = Fator x Aabs/min.
Anélise sensorial
Apbs a coleta de sangue, 0s animais pertencentes ao grupo 0 h foram mortos por

decapitacéo e os filés foram preparados. Foi feita uma comparacao de sabor e odor entre

os filés de peixe do grupo controle e os filés de peixes expostos a 500 mL L™ de Eola.
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Utilizou-se 0 método padrdo tal como descrito por Costell (2002). Os filés foram
aquecidos em forno de microondas (porgdes de 20 g para 1 min) e avaliados por 33
avaliadores ndo treinados. As amostras foram codificadas por ndmeros aleatérios e
apresentados com um controle oculto. O grau de gosto e odor de diferenca do controle
foi medida usando uma escala de sete pontos, em que 1 = substancialmente melhor que
o controle; 2 = moderadamente melhor do que controle; 3 = um pouco melhor do que o
controle; 4 = ndo diferente de controle; 5 = um pouco pior do que o controle; 6 =

moderadamente pior do controle; e 7 = substancialmente pior do que o controle.

Analise estatistica

Todos os dados sdo expressos como média + SEM. Para verificar a
homogeneidade das variancias, todos os dados foram submetidos a um teste de Levene.
A normalidade dos dados foi avaliada atraves de um teste de Shapiro-Wilk. Avaliacao
da atividade anestésica foi realizada pela analise de regressdo (concentracdo X tempo),
utilizando o software Sigma Plot (versdo 8.0). O cortisol, lactato, glicose e atividade
paraoxonase foram analisados usando uma ANOVA de duas vias por testes de Tukey
post hoc. As analises sensoriais foram realizadas utilizando uma anélise de variancia
one-way, seguido pelo teste t de Student. Foi utilizado para anélises Software Statistica

(versdo 8.0) e a significancia foi estabelecida em um nivel de 95% (p < 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os experimentos, nenhuma mortalidade foi observada. A concentracdo
de Eola mostrou ser inversamente proporcional ao tempo necesséario para a inducéo da
anestesia. No entanto, o aumento da concentragdo resultou em aumento do tempo
necessario para a recuperacdo. Além disso, o Eola mostrou indugdo anestésica em todas
as concentracdes testadas e naqueles acima de 200 mL L™ ocorreu a anestesia profunda.
A concentragdo de 500 mL L™ de Eola teve 0o menor tempo de inducdo (Figura 1). A
aplicacdo de 500 ul de L™ de etanol para o grupo controle ndo produziu efeito

anestésico.

Figura 1 - Tempos de inducdo e recuperacdo anestésica em exemplares de tilapia do Nilo
submetidos a diferentes concentragbes do 6leo essencial de Lippia alba. A: y = 61,979 -
0,0912x; R*= 0,743. B: y= 1325,624 - 2,514x; R* = 0,930; C: y = -413,22 + 3,70x — 0,005 x*; R®

= 1. Onde y = tempo e x = oleo essencial de L. alba.
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As tilapias do Nilo que foram anestesiados com 500 pL L* de Eola
apresentaram niveis de glicose plasmaticos significativamente mais elevados do que o
grupo controle em 1 e 4 h apds o0 manejo. No entanto, em comparacdo com tempo 0 h,
ndo houve diferenca significativa nos niveis de glicose plasmatica (Figura 2a).

Os niveis de cortisol plasmatico de exemplares de til&pia do Nilo anestesiados
foram significativamente inferiores aos do grupo controle em 4 h apés o manejo (Figura
2b). Nao ocorreram diferencas significativas nos niveis de cortisol plasmatico entre os
grupos com ou sem anestesia, nos tempos 0 e 1 h.

A atividade da paraxonoase foi semelhante em todos os grupos analisados para
qualquer tempo (Figura 2c).

O mesmo foi verificado para o lactato plasmatico. Os niveis plasmaticos de
lactato foram inferiores a 0,5 mmol L™, exceto para os peixes anestesiados no tempo 0 h
(0,78 mmol L™).
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Figura 2 - Efeito do 6leo essencial de Lippia alba (500 pL/L™) sobre os niveis
plasmaéticos de glicose, cortisol e atividade da paraoxonase em tilapias do Nilo expostas
ao estresse (1min) nos tempos 0, 1 e 4h. * Indica diferenca significativa entre os

tratamentos em um mesmo tempo.
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Os filés de peixe que foram preparados a partir de tilapia do Nilo que tinham
sido anestesiados com o Eola receberam notas sensoriais de odor (4,13 = 0,11) e sabor
(3,65 £ 0,09), semelhantes aos dos peixes controle (3,82 + 0,16 e 3,76 + 0,14,
respectivamente), isto é, sem apresentar diferenca significativa.

O presente estudo demonstra que Eola tem efeito anestésico em tilapias do Nilo.
A sedacdo é um estado inicial de anestesia em que a percep¢do sensorial é reduzida, mas
ndo ha nenhuma perda de equilibrio. Em animais anestesiados existe perda generalizada
de percepcdo sensorial e perda de equilibrio (ROSS e ROSS, 1999). Neste estudo, a
sedacdo ocorreu em todas as concentrages testadas e a anestesia a partir de 200 mL L™,
sendo que 500 mL L™ de Eola foi a concentracdo com a induc&o anestésica mais rapida.
Nesta concentragcdo, os tempos de inducdo e recuperagdo foram 109 e 247 s,
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respectivamente. De acordo com Marking & Meyer (1985), os tempos de inducéo e
recuperacao da anestesia deve ser inferior a 180 e 300 s, respectivamente.

A sensibilidade para o Eola varia de acordo com a espécie e a concentracao.
Para a inducdo e recuperacdo anestésica em cavalos-marinhos é indicado 150-300 mL L~
! (CUNHA et al., 2011), j4 em jundié é 300-500 mL L™* (CUNHA et al., 2010).

Pardmetros bioquimicos fornecem informagdes importantes sobre a resposta ao
estresse em peixes, bem como a sua capacidade de responder ao estresse (MOMMSEN
et al.,, 1999; ACERETE et al., 2004). Assim, os niveis de cortisol, glicose, lactato e
atividade de paraoxonase foram analisados.

O aumento nos niveis de glicose apds o estresse ocorre em geral em resposta a
adrenalina no sangue, causando glicogenolise hepética e muscular (BARCELLOS et al
,2004; DIAZ GONZALEZ e SILVA, 2006). O aumento da glicose no sangue devido a
resposta ao estresse agudo que o0s peixes sofrem durante o manuseio (DIAZ
GONZALEZ e SILVA,2006; COSTAS et al., 2011), contribui para o aumento da
demanda de energia apds o estresse (BARCELLOS et al., 2004; DIAZ GONZALEZ e
SILVA, 2006).

Houve um aumento significativo na glicose plasmética nos tilapias do Nilo
submetidos a anestesia no grupo controle em 1 e 4 h apds a administracdoo
procedimento de manejo. Esta hiperglicemia em tilapias-do-Nilo, segundo Silva et al.
(2012), pode ser associada com um aumento na atividade de peixe (natacdo) ou uma
reducdo da disponibilidade de oxigénio no primeiro momento de exposi¢cdo ao
anestésico.

Outros autores tambeém relatam que os niveis de glicose no plasma aumentaram
24 horas ap0s a anestesia com eugenol em salmédo (Oncorhynchus tshawytscha), truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e Seriola dumerilii (CHO e HEATH 2000;. Wagner et
al., 2003; MARICCHIOLO e GENOVESE, 2011). O mesmo foi verificado em
anestesia pelo 6leo essenciais de Hesperozygis ringens e Eola em jundia (TONI et al.,
2013). Este aumento dos niveis de glicose no plasma pode representar uma resposta
energética adaptativa durante um evento estressante (PANKHURST, 2011). Por outro
lado, exemplares de matrinxa (Brycon cephalus) apresentaram reducédo da glicemia ap0s
exposicdo a 60 mg L™ de benzocaina (10 min) (INOUE et al., 2004). Sanches et al.

(2014) explicam que, independentemente da substancia utilizada e da concentragdo, os
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niveis de glicose no plasma em peixes sdo mais elevados no inicio da anestesia e,
gradualmente, retornam aos niveis normais. Contudo, neste estudo, apesar dos niveis de
glicose ndo diferirem significativamente entre os tempos de zero, 1 e 4 h nos peixes
anestesiados, tais niveis ndo foram equivalentes aos encontrados para os exemplares néo
anestesiados com 1 e 4 h ap0s a exposicao ao estresse de manejo.

Apesar do aumento da glicose no sangue, nos peixes anestesiados, os niveis de
cortisol e lactato e atividade de paraoxonase mantiveram-se semelhante aos do grupo
controle ou significativamente menor, no caso de cortisol 4 horas ap6s o estresse de
manejo.

Quando o0s peixes sdo expostos a estressores, acontece a ativagao neuroenddcrina
(hipotalamo-hipdfise), e ocorre a liberacdo de corticosteroides (cortisol). Em peixes, o
aumento do cortisol esta relacionado a hiperglicemia, reducdo do crescimento e
supressao dos sistemas imunoldgico e reprodutivo (OBA et al., 2008; COSTAS et al.,
2011). Neste estudo, peixes expostos a 500 mL L™ de Eola reduziram niveis de cortisol,
e, portanto de estresse, em relacdo ao grupo controle, ap6s 4 h de exposicdo. Tal
resultado indica que o aumento da glicose plasmatica pode ter ocorrido devido a uma
maior demanda de energia ap0s a anestesia e ndo a uma resposta ao estresse
propriamente dita.

Semelhante ao presente estudo, Cunha et al. (2010) relatam diminuigéo
significativa nos niveis de cortisol plasmatico em jundiés anestesiados com 300 mL L™
de Eola, quando comparado ao grupo controle e concluiram que Eola pode reduzir o
estresse primario. Mudancas no cortisol plasmético também foram relatadas para
adultos Fathead Minnows (Pimephales promelas) anestesiados com MS222 e eugenol
(PALIC et al. 2006).

A atividade da paraoxonase é importante para a protecdo contra o estresse
oxidativo, impedindo alteracbes na resposta imunologica e nas proteinas plasmaticas
totais (Ming et al., 2012; Correia & Perry, 2010). Entretanto, existem poucos estudos
sobre atividade da paraoxonase em peixes. Em pacu (Piaractus mesopotamicus) esta
associada ao colesterol HDL e mecanismos de protecdo cardiovascular (FOLLY et al.,
2001). Neste estudo néo foi encontrada diferenca significativa na atividade paraoxonase,
indicando que a exposicao ao anestésico ndo interferiu neste mecanismo de protecdo ao

estresse oxidativo.
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O estresse agudo causado pelo manejo pode resultar num aumento rapido na
concentracdo de lactato no plasma (OBA et al., 2009). O lactato é o produto final da
glicolise anaerdbia durante exercicio intenso ou estresse, devido a oxigenagdo muscular
insuficiente ou alteragdo na respiracdo (DIAZ GONZALEZ e SILVA, 2006).

As concentragdes de lactato plasmatico ndo diferiram significativamente entre os
tratamentos neste estudo, sendo geralmente inferiores a 0,5 mmol L. Este valor é
semelhante aos parametros normais relatados por Welker et al. (2007) para a tilapia do
Nilo (0,41 mmol L™) e indica que o Eola n&o altera o uso da via metabélica anaerébia.
Diferente deste estudo, Toni et al. (2013) verificaram que o 6leo essencial de H. ringens
e Eola para jundids apresentaram valores significativamente mais elevados de lactato
em 0 e 1 h ap6s a exposi¢do, em comparagdo com o grupo controle, mas retornaram aos
niveis basais ap6s 4 h. lversen et al. (2003) e Inoue et al. (2011), também verificaram
maiores niveis de lactato em tambaqui (Colossoma macropomum) e salmdo do
Atlantico (Salmo salar) anestesiados com eugenol e 6leo de cravo, respectivamente,
qguando comparados aos peixes nao anestesiados.

Para peixes utilizados em piscicultura, como é o caso da tilapia-do-Nilo, além
das verificagdes de inducdo e recuperacdo anestésica e de parametros biogquimicos
relacionados ao uso de energia e estresse, Ribas et al. (2007) explicam que a analise
sensorial é uma referéncia importante, uma vez que a qualidade do filé de peixe € critica
em sistemas de producdo de peixes.

A analise sensorial realizada neste estudo demonstra que a qualidade do peixe é
mantida apds anestesia com Eola. Similar a este estudo, Cunha et al. (2010) nao
constataram alteragdo no sabor e no odor apds o uso de Ela em jundia. Por outro lado, a
utilizacdo de eugenol, tem sido relatado como responsavel por alteracbes no gosto e
odor em filés de tilapia (SIMOES et al., 2010) e jundia (CUNHA et al., 2010b).
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CONCLUSAO

Embora os efeitos da anestesia ja possam ser percebidos por uma concentracéo
de 200 mL L™ de Eola, os resultados deste trabalho indicam que a concentracéo ideal de
Eola para anestesia tilapia do Nilo é de 500 mL L™, que embora ocasione uma maior
demanda energética, apresenta os melhores tempos de inducao e recuperacao anestésica,
pode colaborar para uma reducdo do cortisol plasmatico ap6s 4 h de exposicdo ao
estresse de manejo e ndo altera os niveis de lactato e atividade de paraoxonase

plasmatica.

30



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACERETE, L.;BALASCH, J.C.; ESPINOSA, E.; JOSA, A.; TORT, L. Physiological
responses in Eurasian perch (Perca fluviatilis L.) subjected to stress by transport and
handling. Aquaculture, 237, 167-178, 2004.

BARCELLOS, L.J.G.; NICOLAIEWSKY, S.; SOUZA, S.M.G.; LULHIER, F. The
effects of stocking density and social interaction on acute stress response in Nile tilapia
Oreochromis niloticus (L.) fingerlings. Aquaculture Research, 30, 887-892. 1999.
BARCELLOS, L. J. G.; SOUZA, S. M. G. DE; WOEHL, V. M. Estresse em peixes:
fisiologia da resposta ao estresse, causas e consequéncias (revisdo). Boletim do
Instituto de Pesca, 26, 99-111. 2000.

BARCELLOS L. J.; KREUTZ L. C.; SOUZA C. D., RODRIGUESA L. B.; FIOREZE
I, QUEVEDO R.M.;CERICATO, L, SOSO, A. B.; FAGUNDES, M., CONRAD, J,;
LACERDA, L.A.; TERRA, S. Hematological changes in jundia (Rhamdia quelen Quoy
and Gaimard Pimelodidae) after acute and chronic stress caused by usual aquacultural
management, with emphasis on immunosuppressive effects. Aquaculture, 237, 229-
236. 2004.

BECKER, A. G.; PARODI, T.V.; HELDWEIN, C.G.; ZEPPENFELD, HEINZMANN,
B.M. & BALDISSEROTTO, B. Transportation of silver catfish, Rhamdia quelen, in
water with eugenol and the essential oil of Lippia alba. Fish Physiol Biochem 38, 789-
796. 2012.

BIASI, L.A.; COSTA, G. Propagacao vegetativa de Lippia alba. Ciéncia Rural, 33,
455-459. 2003.

BRITISH Fharmacopeia. 52 ed, London: The Stationery Office, 2007.

CHO G. K.; HEATH D.D. Comparison of tricaine methanesulphonate (MS 222) and oil
clove anaesthesia effects on the physiology of juvenile Chinook salmon (Oncorhynchus
tshawytscha) (Walbaum). Aquacult Res, 31, 537-546. 2000.

COSTAS B, CONCEICAO L. E. C., ARAGAO C, MARTOS J. A, RUIZ-JARABO I,
MANCERA J.M.; AFONSO, A. (Physiological responses of Senegalese sole (Solea
senegalensis Kaup, 1858 after stress challenge: effects on non-specific immune
parameters, plasma free amino acids and energy metabolism. Aquaculture, 316: 68 -
76. 2011.

31



COSTELL, E. A comparison of sensory methods in quality control. Food Quality and
Preference,13, 341-353. 2002.

CORREIA, J. D.; PERRY, I. D. S. Modulacéo dietética da atividade da paraoxonase:
revisao de estudos em humanos. Rev HCPA 30(3):271-278. 2010.

CUNHA, M. A.; BARROS, F. M. C.; GARCIA, L. O.; VEECK A. P. L,
HEINZMANNH, B. M.; LORO,V. L.; EMANUELLI, T. ;B. BALDISSEROTTO.
Essential oil of Lippia alba: A new anesthetic for silver catfish, Rhamdia quelen.
Aquaculture,306:403-406. 2010.

CUNHA, M. A. ;ZEPPENFELD, C. C.; GARCIA, L.O.; LORO, V.L.; FONSECA,
M.B.; EMANUELLLI, T.; VEECK, A. P. L.; COPATTI, C. E.; BALDISSEROTTO, B.
Anesthesia of silver catfish with eugenol: time of induction, cortisol response and
sensory analysis of fillet. Ciéncia Rural, Santa Maria, v.40, n.10, p.2107-2114, out,
2010.

CUNHA, M. A.; DA SILVA, B. F.; DELUNARDO, F. A. C.; BENOVIT, S. C,;
GOMES, L. C.; HEINZMANN, B. M. ; BALDISSEROTTO, B. Anesthetic induction
and recovery of Hippocampus reidi exposed to the essential oil of Lippia alba,
Neotropical Ichthyology, 9(3): 683-688. 2011.

DIAZ GONZALES, F. H.; SILVA, S. C. Introducéo a bioquimica veterinaria.
Segunda edicéo, Porto Alegre, Ed. UFRGS, 2006.

FOLLY, E.; BASTOS, V.L.C.; ALVES, M.V.; BASTOS, J.C.; ATELLA, G.C. A high
density lipoprotein from Piaractus mesopotamicus, pacu, (Osteichthyes, Characidae), is
associated with paraoxonase activity. Biochimie 83 945-951. 2001.

INOUE, L. A. K. A;; NETO, C. S. ; MORAES, G. Clove oil anaesthetic for juveniles of
matrinxa Brycon cephalus (Gunther, 1869). Ciéncia Rural, 33,5 943-947. 2003.
INOUE, L.AK.A. HACKBARTH, A.; MORAES, G. Avaliagdo dos anestesicos 2-
phenoxyethanol e benzocaina no manejo do matrinx8 (Brycon cephalus).
Biodiversidade Pampeana, 2, 10-15. 2004.

INOUE, L. A. K. A.; AFONSO, L. O. B.; IWAMA, G. K.; MORAES, G. Efeito do 6leo
de cravo na resposta de estresse do matrinxd@ (Brycon cephalus) submetido ao
transporte. Acta Amazonica, 35, 289-295. 2005.

32



INOUE L. A. K. A.; BOJINK C.; RIBEIRO P. T.; SILVA A.M.D.; AFFONSO E. G.
Avaliacdo de respostas metabolicas do tambaqui exposto ao eugenol em banhos
anestésicos. Acta Amazonica 41(2):327-332. 2011.

IVERSEN, M.; FINSTAD, B.; MCKINLEY, D.; ELIASSEN, R. The efficacy of
metomidate, clove oil, aqui-s and benzoak as anesthetics in atlantic salmon (Salmo salar
L.) smolts, and their potential stress reducing capacity. Aquaculture 221:549-566.
2003.

IWAMA, G.; AFONSO, L.; TODGHAM, A.; ACKERMAN, P.; NAKANO, K. Are
hsps suitable for indicating stressed states in fish? J Exp Biol 204:15-19. 2004.
MACKNESS, B.; MACKNESS, M.1.; ARROL, S.; TURKIE, W.; DURRINGTON, P.
N. Effect of the human serum paraoxonase 55 and 192 genetic polymorphisms on the
protection by high density lipoprotein against low density lipoprotein oxidative
modification. FEBS Lett. 423:57-60. 1998.

MARICCHIOLO, G.; GENOVESE, L. Some contributions to knowledge of stress
response in innovative species with particular focus on the use of the anaesthetics.
Open Mar Biol J 5:24-33. 2011.

MARKING, L. L.; MEYER, F. P. Are better anesthetics needed in fisheries. Fisheries,
10:2-5. 1985.

MILLA, S.; MATHIEU, C.; WANG, N.; LAMBERT, S.; NADZIALEK, S.;
MASSART, S.; HENROTTE, E. ; DOUXFILS, J. ; MELARD, C.; MANDIKI, S.N.M.;
KESTEMON, P. Spleen immune status is affected after acute handling stress but not
regulated by cortisol in Eurasian perch, Perca fluviatilis. Fish & Shellfish
Immunology;28: 931- 941. 2010.

MING, J.; XIE, J.; XU, P.; GE, X.; LIU, W.; YE, J. Effects of emodin and vitamin C on
growth performance, biochemical parameters and two HSP70s mRNA expression of
Wuchang bream (Megalobrama amblycephala Yih) under high temperature stress. Fish
& Shellfish Immunology 32 651- 661. 2012.

MOMMSEN T.P., VIJAYAN M.M.; MOON T.W. Cortisol in teleosts: dynamics,
mechanisms of action, and metabolic regulation. Rev Fish Biol Fisher 9:211-268.
1999.

33



OBA, E.T.; MARIANO, W.S.; SANTOS, L.R.B. Estresse em peixes cultivados:
agravantes e atenuantes para 0 manejo rentavel. In: TAVARES-DIAS, M., Manejo e
Sanidade de Peixes em Cultivo. Capitulo 8, Embrapa. 20009.

PALIC, D.; HEROLT, D.M.; ANDREASEN, C.B.; MENZEL, B.W.; ROTH, J.A,
Anesthetic efficacy of tricaine methanesulfonate, metomidate and eugenol: Effects on
plasma cortisol concentration and neutrophil function in fathead minnows (Pimephales
promelas Rafinesque, 1820). Aquaculture 254 675-685. 2006.

PANKHURST, N.W. The endocrinology of stress in fish: An environmental
perspective. General and Comparative Endocrinology 170, 265-275. 2011.
SANCHES, M.S.S.; RODRIGUES, R.A.; NUNES, A.L.; OLIVEIRA, AM.S,
FANTINI, L.E.; CAMPQOS, C.M. Effect of menthol and eugenol on the physiological
responses of pacu Piaractus mesopotamicus. Semina: Ciéncias Agrarias, 35, 4, 1,
2799-2808. 2014.

SENTI, M.; TOMAS, M.; FITO, M.; WEINBRENNER, T.; COVAS, M.l.; SALA, J.;
MASIA, R.; MARRUGA T. J. Antioxidant paraoxonase 1 activity in the metabolic
syndrome. J Clin Endocrinol Metab 88:5422-5426. 2003.

SIMOES, L.N.; PAIVA, G.; GOMES, L.C. Oleo de cravo como anestésico em adultos
de tilapias-do- Nilo. Pesq. agropec. Bras, 45 12 1472-1477. 2010.

SILVA, R.D.; ROCHA, L.O.; FORTES, B.A.D.; VIEIRA, D.; FIORAVANTI, M.C.S.
(Parametros hematoldgicos da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus L. sob estresse
por exposicdo ao ar. Pesquisa Veterinaria Brasileira 32(1):99-107. 2012.

SMALL, B.C. Anesthetic efficacy of metomidate and comparison of plasma cortisol
responses to tricaine mathanesulfonate quinaldine and clove oil anesthetized channel
catfish Ictalurus punctatus. Aquaculture, 218, 177 — 185. 2003.

SOARES, BV.; TAVARES-DIAS, M. Espécies de Lippia (Verbenaceae), seu potencial bioativo
e importancia na medicina veterinaria e aquicultura.-Artigo de Revisdo. Biota Amazbnica, 3, 1,
109-123. 2013.

REBELO NETO, P. X. Piscicultura no Brasil Tropical. Sdo Paulo: Hemus, 187.
2013.

RIBAS, L.; FLOS, R.; REIG, L.; MACKENZIE, S.; BARTON, B.A.; TORT, L.,
Comparison of methods for anaesthetizing Senegal sole (Solea senegalensis) before

slaughter: Stress responses and final product quality. Aquaculture, 269, 250-258. 2007.

34



TAVARES, 1.B.; MOMENTE, V.G.; NASCIMENTO, LR. Lippia alba: estudos
quimicos, etnofarmacolégicos e agronémicos. Revista Brasileira de Tecnologia
Aplicada nas Ciéncias Agrarias, 4, 204-220. 2011.

TONI, C.; BECKER, A.G.; SIMOES, L.N.; PINHEIRO, C.G.; LIMA SILVA, L.;
HEINZMANN, B.M.; CARON, B.O.; BALDISSEROTTO, B. Fish anesthesia: effects
of the essential oils of Hesperozygis ringens and Lippia alba on the biochemistry and
physiology of silver catfish (Rhamdia quelen). Fish Physiol Biochem, 40, 701-714.
2013.

WAGNER, G. N.; SINGER, T. D.; MCKINLEY, R.S. The ability of clove oil and MS-
222 to minimize handling stress in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum).
Aquacult Res 34:1139-1146. 2003.

WELKER, T.L.; LIM, C.; YILDIRIM-AKSOY, M.; KLESIUS, P.H., Growth, immune
function, and disease and stress resistance of juvenile Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) fed graded levels of bovine lactoferrin. Aquaculture 262 156-162. 2007.
WURTS, W. A. Using salt to reduce handling stress in channel catfish. World
Aquaculture, 26, 80-81. 1995.

ZEPPENFELD, C C; TONI, C; BECKER, A G.; MIRON, D. S.; PARODI, T.V,;
HEIZMANN, B.M.; BARCELLOS, L.J.G.; KOAKOSKI, G.; ROSA, J.G.S.; LORO,
V.L.; CUNHA, M.A.; BALDISSEROTTO, B. Physiological and biochemical responses
of silver catfish, Rhamdia quelen, after transport in water with essential oil of Aloysia
triphylla (L'Herit) Britton. Aquaculture, 418: 101-107. 2014.

35



CAPITULO 2

36



Uso da Lippia alba em transporte de tilapias do Nilo

RESUMO

Em piscicultura, o transporte causa grande estresse nos peixes, podendo levar a leses
traumaéticas, reducdo da imunidade, aparecimento de doengas e morte. Assim, procura-
se minimizar os efeitos estressantes causados por esse evento com o0 uso de substancias
sedativas. O presente estudo objetivou examinar a acdo do dleo essencial (OE) de L.
alba como sedativo na resposta ao estresse para o transporte de tilapia-do-Nilo. Foram
utilizados 145 exemplares com massa corporea media de 80,79 g. Os peixes foram
divididos em trés tratamentos (em triplicata): controle, 10 e 20 pl L™ de OE de L. alba,
com densidade de estocagem 15 individuos por sacola em transporte de 8 h. Foram
verificados os parametros fisico-quimicos, a frequéncia ventilatéria e os valores
plasméaticos de cortisol, glicose, lactato e atividade de paraoxonase. N&o ocorreu
nenhuma mortalidade ou alteracéo significativa dos parametros fisico-quimicos da agua.
A andlise da frequéncia ventilatoria demonstrou uma reducdo significativa desse
parametro nos tratamentos com uso de OE, principalmente na concentracéo de 20 pl L™.
Foi verificado um aumento significativo de glicose plasmatica no grupo que foi
submetido a dose de 10 pl L™ em comparagdo com os peixes de antes do transporte. Os
demais pardmetros ndo apresentaram diferencas significativas, antes ou depois do
transporte ou entre as doses anestésicas testadas e o grupo controle. A sedacdo com 20
uL L™ de OE de L. alba é segura e indicada para o transporte de tilapia-do-Nilo, por
causar reducdo da frequéncia ventilatoria e ndo provocar alteracdes nos parametros
bioquimicos plasmaticos ou alterar a qualidade da agua ap6s 8 h de transporte.

Plavras-chave: frequéncia ventilatoria, cortisol, glicose.
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ABSTRACT

In fish farming, transport causes great stress in fish and can lead to traumatic injuries,
decreased immunity, disease onset and death. Thus an attempt was made to minimize
the stress effects caused by this event with the use of sedative substances. This study
aimed to examine the action of the essential oil (EO) of Lippia alba as a sedative in the
stress response to transport the Nile tilapia. In total, 145 copies were used with an
average weight of 80.79g. The fish were divided into three treatment (in triplicate):
control, 10 and 20 pL L™ (EOLA), with density of 15 fish por packing during 8 h. The
physical and chemical parameters were checked as well as the ventilator rate and
plasma levels of cortisol, glucose, lactate and paraoxonase activity. There was no
mortality or significant change in physical and chemical parameters of water. The
analysis of ventilator rate demonstrated a significant reduction in oxygen intake in the
treatments with the use of EOLA, particularly for 20 uL L™ EOLA. A significant
increase in plasma glucose was verified in group with 10 uL L™ EOLA in comparison
with the fish before the transport. The other parameters were not significantly different
before of after transport or between anesthetic doses tested and the control group.
Sedation with 20 uL L™ EOLA is safe and suitable for the transport of the Nile tilapia,
to cause reduction in ventilator rate and not cause changes in plasma biochemical
parameters or change the water quality after 8h transport.

Key - words: Ventilatory rate, cortisol, glucose
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INTRODUCAO

Em estacOes de piscicultura, o estresse provocado pelo transporte pode levar a
reducdo da imunidade, aparecimento de doencas, lesdes traumaticas e morte
(BARCELLOS et al., 2004). Assim, procura-se minimizar os efeitos estressantes
provocados pelo transporte através da sedacdo dos peixes com 0 uso de substancias
anestésicas (COSTAS et al., 2011; COOKE et al., 2004). Muitas substancias anestésicas
utilizadas em piscicultura sdo quimicos como a benzocaina e 0 MS222 que provocam
efeitos adversos, como irritacdo nos olhos e branquias dos peixes, além de deixar
residuos no ambiente (ROUBACH e GOMES, 2001). Com isso, 0 uso de fitoterapicos
vem ganhando espaco por reduzirem os efeitos estressantes e serem atoxicos ao
ambiente e ndo provocarem reagdes prejudiciais aos peixes (SOARES e TAVARES-
DIAS, 2013).

Um anestésico desejavel é aquele que proporciona uma Otima sedacdo, sem
provocar efeitos tdxicos nos peixes ou no ambiente. 1sso torna o 6leo essencial (OE) de
Lippia alba (Mill.) NE Brown importante no estudo sobre anestesia em peixes pelo fato
de possuir um 6timo efeito tranquilizante e relaxante e ser uma alternativa ao uso de
substancias quimicas, sendo seguro para consumidores e meio ambiente (SOARES e
TAVARES-DIAS, 2013). A L. alba é um subarbusto aromatico, pertencente a familia
Verbenaceae, nativa da América do sul e conhecida popularmente como erva cidreira,
sendo muito utilizada na medicina popular pela sua acdo sedativa e ansiolitica
(TAVARES et al., 2011; BIASI e COSTA, 2003). Estudos em jundia (Rhamdia quelen)
mostraram a eficacia do OE de L. alba como anestésico e redutor de estresse (CUNHA
et al.,, 2010; AZAMBUJA et al., 2011; BECKER et al.,, 2012), sendo também
recomendado para o transporte de cavalo-marinho (Hippocampus reidi) (CUNHA et al.,
2011).

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) possui caracteristicas zootécnicas que
a favorecem como a espécie mais criada nos sistemas de piscicultura no Brasil (FAO,
2005), devido a sua facil adaptacdo a diferentes ambientes, sua rusticidade, excelente
performance em ganho de peso e crescimento, além de possuir carne de qualidade
superior com poucas espinhas e boa aceitacdo para o consumo (FIGUEIREDO JR. e

VALENTE JR., 2008). A tilapia-do-Nilo provoca machucados frequentes em seus
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manipuladores através dos espinhos dsseos presentes nas nadadeiras (VIDAL et al.,
2008), os quais, também podem perfurar as embalagens de transporte, inclusive a partir
de sua fase juvenil. Além disso, a movimentacao excessiva dentro das embalagens de
transporte pode provocar desgaste energético e aumento nos niveis de cortisol,
prejudicando seu sistema imunoldgico (BARCELLOS et al., 2004), especialmente em

transporte de longa duracao.

Experimentos com OE de L. alba como sedativo e redutor de estresse no
transporte nunca foram realizados em tilapia-do-Nilo. Tal uso pode ser uma alternativa
para otimizar a producdo e reduzir os riscos de perda no transporte. Assim este trabalho
tem como objetivo examinar a acdo do OE de L. alba como sedativo em situacédo de

transporte de longa duracdo em tilapia-do-Nilo.
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MATERIAL E METODOS
Oleo essencial de Lippia alba

Foi utilizado OE de L. alba obtida a partir de cultivo na UFSM, Campus
Frederico Westphalen-RS. O espécime testemunha (SMDB n° 10050) est& depositado
no herbario do Departamento de Biologia da UFSM. A extracdo do OE é feito a partir
das folhas frescas da planta por hidrodestilacdo por 2 h usando Clevenger modificado
conforme preconiza a British Pharmacopoeia (2007). Neste método, a destilacdo é
recolhida num tubo de vidro graduado e a fase aquosa é automaticamente reutilizada
dentro do baldo de destilagdo. As amostras do mesmo foram mantidas em - 20 °C em

frascos de vidro ambar.
Animais

Foram utilizados 145 machos revertidos sexualmente de tilapia-do-Nilo da
linhagem gift com massa corpdrea e comprimento médio de 80,79 + 6,69 g e 16,69 +
1,43 cm, respectivamente. Os exemplares foram adquiridos da Empresa Bahia Pesca,
Camagari-BA. As avaliagdes ocorreram no Laboratério de Manutencdo de Organismos
Aquaticos da Universidade Federal da Bahia.

Os peixes foram mantidos por um periodo de 10 dias para aclimatacdo em
tanques de 250 L. Os tangues com 0s peixes possuiam aeradores em funcionamento
continuo. A troca parcial da agua foi realizada a cada trés dias. Os peixes foram
alimentados com racdo comercial uma vez ao dia. A alimentagéo foi interrompida
24 h antes do inicio dos experimentos. Todos o0s procedimentos amostrais foram
aprovados pelo protocolo n® 04/2012 da Comissao de ética do Instituto de Biologia da

Universidade Federal da Bahia.
Transporte

Os peixes foram transportados na densidade de 15 individuos por 8 h em
embalagens plasticas com capacidade com 10 L de &gua e o restante completado
com oxigénio. Os peixes foram divididos em trés tratamentos (com 3 repeticOes):
controle, 10e20ul L'de OEdeL.alba (equivalente a zero, 8e16 mg L™

respectivamente, devido a densidade do OE seremtorno de 0,80 — ambos

41



primeiramente diluidos em etanol (1:10). As concentracfes foram definidas com base
no experimento de inducdo e recuperacdo anestésica (Capitulo 1 desta dissertacdo),

onde as duas concentracGes mais baixas capazes de causar sedacdo foram selecionadas.

Foram realizadas coleta de sangue de 10 peixes antes do transporte, 0s quais nao
foram submetidos ao transporte. Dos peixes submetidos ao transporte, ao término deste,
foram selecionados aleatoriamente 10 peixes de cada repeticdo para coleta de amostras
sanguineas. O sangue foi coletado por seringas Hamilton, transferido para tubos
plasticos centrifugados a 3000 x g (15 min) para obtencdo do plasma. As amostras de
plasma sanguineo foram analisadas no Laboratdrio de Extensdo em Analises Clinicas da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal da Bahia para cortisol, glicose, lactato

e atividade da paraoxonase.

A determinacdo de cortisol plasmético ocorreu através do cortisol S kit em um
equipamento mini-VIDAS®, um teste automatizado para a determinacgdo quantitativa de
cortisol, plasma ou urina, utilizando a técnica ELFA (Enzyme Linked Fluorescent

Assay).

A determinacdo de glicose plasmatica foi enzimaticamente determinada por
glicose oxidase/glicose peroxidase, um método colorimétrico usando um equipamento
totalmente automatizado (BT 3000; Wiener Lab, Rosario - Argentina).

A determinacdo de lactato plasmético foi determinado utilizando um analisador
totalmente automatico, Vitros 250 Dry Chemistry System, Ortho Clinical Diagnostics
(Johnson & Johnson, USA). O limiar de lactato foi definido como a maior poténcia de
saida acima da qual a concentragdo de lactato no plasma mostrou um aumento

sustentado superior a 0,5 mol L™.

A atividade da paraoxonase foi determinada de acordo com o0 método descrito
por Mackness et al. (1998) e Senti et al. (2003). O resultado foi obtido multiplicando-se
a média da variagdo das absorbancias pelo fator. Fator = VTR (mL)/ €405 x VA(mL) x
E(cm), onde : VTR — volume total da reagdo; VA — volume da amostra; E — espessura

da cubeta; €405 — 1805 L M cm™. Logo, atividade da paraoxonase = Fator x Aabs/min.

Além destas analises, também foram verificados os seguintes parametros de

qualidade da 4gua das embalagens de transporte: alcalinidade (mg L™ CaCOs), dureza
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(mg L™ CaCOs), amdnia (mg L™ NHOs), pH, nitrito (mg L™ N), oxigénio dissolvido
(mg L™* O,) e temperatura ( °C).

Frequéncia Ventilatoria

Foram utilizados peixes ndo submetidos ao transporte (oito peixes por
tratamento), sob as mesmas concentracdes anestésicas dos tratamentos do transporte
para avaliacdo da frequéncia ventilatoria (FV) (adaptado de ALVARENGA e
VOLPATO, 1995).

Os peixes (um individuo por aquéario) foram mantidos durante 8 hem um
aquariocom 10 L de &gua para cada tratamento (controle, 10 e 20 pl L'de
OE de L. alba). Os tempos para avaliar a FV foram: 0;0,5; 1;2; 3,4,5, 6, 7e8h. A
frequéncia ventilatéria por minuto (FV min™) foi quantificada pela contagem de 20
movimentos operculares sucessivos e mediu-se o tempo transcorrido com um

crondmetro, conforme Barreto et al. (2003).
Anélise estatistica

Todos os dados sdo expressos em média + erro padrdo. Os dados foram
submetidos ao teste de Levene para verificar a homogeneidade das variancias. A
normalidade foi verificada por teste de Shapiro-Wilk. Os dados foram analisados por
analise de variancia (ANOVA) de uma via e teste de Tukey. Foi utilizado o programa

Statistica versao 7.0 (2004), com nivel minimo de significancia de 95% (P < 0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os procedimentos experimentais, ndo houve mortalidade, nem foram
observadas lesBGes traumaéticas nos exemplares de tilapia-do-Nilo. Os parametros de
qualidade da agua avaliados ndo mostraram nenhuma diferenca significativa entre os
tratamentos (Tabela 1). Similar a este estudo, jundias e cavalos marinhos transportados
com OE de L. alba também n&o apresentaram alteracdes significativas nos parametros
de qualidade da agua (AZAMBUJA et al., 2011; CUNHA et al., 2011). Becker et al.
(2012), por sua vez, registraram um aumento significativo de amonia em relagdo ao
grupo controle apos o transporte, porém ndo apresentou toxicidade para os peixes. Os
parametros de qualidade da agua aferidos no presente estudo mostraram que néo

ocorreram efeitos adversos aos exemplares em 8 h de transporte.

Tabela 1 - Pardmetros de qualidade da &gua antes e ap6s o transporte de tilapia-do-Nilo

submetidas ou ndo a diferentes concentracGes de 6leo essencial de Lippia alba.

Parametros Antesdo Controle 10ulL* 20ulL*
transporte

Temperatura 26 28 28 27
Alcalinidade 50 60 70 70
Dureza 50 50 40 60
Oxigénio dissolvido 9,5 7 7 6
Amonia 1 2,5 2,5 2,5
Nitrito 0 0,5 0,5 0,5
pH 6 6 5,5 6,5

A sedacdo é importante principalmente em transporte de longa duragdo, como €
caso do presente estudo, pois reduz a mobilidade dos peixes, evitando colisdes e lesdes

(Cunha et al., 2011). O efeito da sedacdo pode ser determinado pela verificacdo da FV
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(Tabela 2), importante para o registro de estresse nos peixes submetidos a transporte de
longa duragdo. Becker et al. (2012) explicam que esse parametro é uma boa ferramenta
para avaliar o nivel de estresse e o estado de alerta dos peixes, pois a FV é facilmente
alterada em casos de estimulos estressantes (BARRETO e VOLPATO, 2011).

Tabela 2 - Frequéncias ventilatorias (movimentos operculares por minuto) em tilapia-do-Nilo

submetidas ou ndo a diferentes concentragdes de 6leo essencial de Lippia alba.

Tempo de Tratamentos
exposicao (h)

Controle 10 uL L' L, alba 20uL L™ L, alba
0 146 + 20,15™ 131 £ 19,42 129 + 17,19
0,5 147 +19,80™ 97 +13,54% 74 + 9,49
1 135 + 18,45 84 + 11,315 62 + 7,875
2 139 £ 20,02 79 + 10,705 47 £5,61°
3 136 + 19,62 71 +9,09% 46 + 5,76
4 130 + 18,84 67 +8,63% 41 +5,02%
5 124 + 18,52 67 + 8,495 43 +5,19%
6 135 + 20,11 88 + 13,355 46 £5,77%
7 140 £19,77% 75 + 9,525 50 + 6,53°
8 143 £ 21,08™ 74 + 9,645 49 + 5,94

Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos no mesmo
tempo (P < 0,05). Letras minGsculas diferentes indicam diferencas significativas no mesmo
tratamento (P < 0,05).

Sabe-se que a tilapia-do-Nilo reage a estimulos externos (BARRETO et al.,
2003). Neste estudo, ndo foram observadas alteracdes significativas da FV nos tempos
do grupo controle. Além disso, em todos os tempos observados do grupo controle foi
observada uma FV superior ao descrito por Barreto e Volpato (2011) em tilapia-do-
Nilo, entre 96 — 109 bpm e FV média de 97,6 batimentos por minuto (bpm). A FV
oscilou entre 124 e 147 bpm nas tilapias-do-Nilo do grupo controle do presente estudo,

0 que indica que 0s peixes estao respondendo a uma situacao de estresse.
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Em geral, o grupo controle, apresentou FV superiores aos tratamentos com OE
de L. alba (10 e 20 uL L™), uma vez que no foram verificadas diferencas significativas
apenas no tempo 0 h. Em todos os outros tempos, a FV foi significativamente maior no
grupo controle e diminuiu em relacdo aos tratamentos 10 e 20 uL L™. As médias do
tratamento 10 uL L™ estdo dentro do intervalo da média observada por Barreto e
Volpato (2004), o que pode indicar reducdo de estresse. Além disso, no tratamento 20
uL L™ ocorreu uma diminuicdo na FV ao longo do tempo, o que indica que a acdo

sedativa pode perdurar em até 8 h.

Nos tratamentos com 10 uL L™ e 20 uL L™ do OE de L. alba, a FV no tempo 0 h
foi maior do que em todos os outros tempos, sendo que em 10 uL L™ do OE de L. alba
nos tempos 3, 4 e 5 h foi significativamente menor quando comparado aos outros
tempos. No tratamento 20 uL L™ do OE de L. alba, os valores foram significativamente
menores a partir de 2 h. Essa diminuicdo da frequéncia de acordo com a dose anestésica
utilizada pode indicar o tempo de acdo do OE de L. alba, onde o efeito bradipnéico do
anestésico se torna mais evidente na maior concentracdao. A maioria dos anestésicos em
peixes provoca um efeito inibitdrio no sistema respiratorio resultando na diminuigdo da
FV (TONI et al. 2013).

Além da FV, a andlise de pardmetros bioquimicos plasmaticos, como glicose,
cortisol, atividade de paraoxonase (Figura 1) e lactato, é utilizada na avaliacdo de
estresse durante o transporte, pois séo indicativos de alteracdes fisioldgicas relacionadas
ao estresse em peixes (OBA et al., 2009).
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Figura 1 - Niveis plasmaticos de glicose, cortisol e atividade da paraoxonase em tilapias do Nilo
antes e ap0s o transporte (8 h) submetidas ou ndo a diferentes concentracdes de 6leo essencial
de Lippia alba. As letras mintsculas mostram as diferenga significativa entre os tratamentos (P
<0,05).
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No presente estudo, ocorreu aumento significativo dos niveis de glicose
plasméatica em 10 ul L™ de OE de L. alba em comparacio com os peixes de antes do
transporte. Nao houve diferenca significativa para os demais pardmetros analisados
(Figura 1 A). O estresse pode aumentar os niveis de glicose no sangue em resposta a
liberacdo de adrenalina que provoca a glicogenodlise muscular e hepéatica e a
consequente liberacdo de glicose para suprir a demanda dos tecidos em situacdes de
estresse (DIAZ GONZALEZ e SILVA, 2006).

Neste estudo, uma hiperglicemia ocorreu nos peixes transportados na
concentracdo de 10 pl L' do OE de L. alba em relagdo aos peixes de antes do

transporte. Isso pode ter ocorrido devido a uma resposta adaptativa ao estresse causado
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pelo transporte ou devido a concentracdo do anestésico utilizada ndo ser suficiente para
reduzir a mobilidade dentro das embalagens, o0 que possivelmente esta correto, uma vez
que na concentracdo mais alta de 20 pl L™, ndo ocorreu aumento significativo da glicose

plasmatica.

Isto pode indicar que nem sempre o uso de anestésico, a depender da
concentragéo, atua na diminuicdo do uso de energia durante o transporte (TONI et al.,
2013). J4 0 uso de OE de L. alba (15 pl L™ )em transporte de cavalos marinhos manteve
estavel os niveis plasmaticos de glicose em relacdo ao observado com os exemplares
antes do transporte, sugerindo que o OE de L. alba pode ter inibido esse aumento
(CUNHA et al., 2011).

Os niveis de cortisol plasméatico se mantiveram sem alteracdes antes e apds o
transporte em todos os tratamentos (Figura 1 B). A baixa densidade pode ter contribuido
para a estabilidade dos niveis de cortisol, conforme observado em estudo com juvenis
de dourado (Salminus brasiliensis), onde os niveis de cortisol ap6s o transporte se
mostraram menores em baixas densidades (5, 10 e 15 g L") (ADAMANTE et al.,
2008), além disso alteracdes nos niveis de cortisol podem ter relagdo com o tamanho
dos peixes (COOK et al., 2012).

A paraoxonase € uma enzima que atua na protecdo contra a oxidagdo de
lipoproteinas e esta relacionada a resposta imune (CORREIA e PERRY, 2010). Folly et
al. (2001) relatam a associacdo da atividade da paraoxonase a acdo antioxidante de
lipoproteinas em peixes (Piaractus Mesopotamicus) e as relaciona a doengas
cardiovasculares. Segundo Bastos et al. (1998 a; b), a paraoxonase é produzida no
figado e sua atividade serica esta intimamente relacionada a funcdo hepatica e
capacidade de desintoxicacdo do figado. No presente estudo, a atividade da paraoxonase
ndo apresentou alteracOes significativas entre os tratamentos (Figura 1 C), indicando
que o estresse do transporte ndo foi suficiente a ponto de causar alteraces hepaticas nos

exemplares de tilapia-do-Nilo.

A concentracdo do lactato plasmatico ndo diferiu significativamente entre os
tratamentos, sendo inferior a 0,5 mmol L™, similar aos parametros antes da submissdo

ao estresse relatado por Welker et al. (2007) para tilapias do Nilo (0,41 mmol L™).
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Assim verifica-se que tanto no grupo controle, quanto nos grupos submetidos ao uso de
OE de L. alba, ndo ocorreu uso de energia anaerdbia, mantendo-se o metabolismo

energético dos peixes durante o transporte.
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CONCLUSAO

A sedacdo com 20 uL L™ de OE de L. alba é segura e indicada para o transporte
de tildpia-do-Nilo, especialmente por sua atividade na reducdo da frequéncia
ventilatoria, mas também por ndo causar alteracdes nos parametros bioquimicos

plasmaticos ou nos parametros fisico-quimicos da dgua apds 8 h de transporte.
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CONSIDERACOES FINAIS

A concentracdo ideal de Eola para anestesia em tilapia do Nilo é de 500 mL L™,
embora os efeitos anestésicos sejam perceptiveis numa concentracdo menor (200 mL L
1. A sedacéio com 20 uL L™ de OE de L. alba é segura e indicada para o transporte de
tildpia-do-Nilo, especialmente por sua atividade na redugéo da frequéncia ventilatoria.

O uso do Eola é importante na anestesia de peixes, pois possui um efeito
anestésico e sedativo desejavel e ndo provoca efeitos residuais tdxicos sendo
recomendado para uso em estacGes de pisciculturas, Além de ser proveniente de uma
planta encontrada de todo o Brasil o que a torna acessivel aos piscicultores, contribuido
positivamente no manejo da producdo e para 0o bem estar dos peixes durante os

procedimentos de rotina.
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