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INTRODUCAO GERAL

A piscicultura é uma modalidade da aguicultura que consiste na criacdo de
peixes em ambientes artificiais, € o segmento da producdo animal que mais cresce no
cenario mundial, tendo alcancado seus melhores indices globais nos Ultimos anos, sua
taxa de crescimento € maior do que a taxa de outras atividades como bovinocultura,
avicultura e suinocultura, gerando cada vez mais ganhos econdémicos (CREPALDI et
a., 2007; FAO, 2014).

Apesar dos avangos, a piscicultura ainda enfrenta problemas relacionados a
infra-estrutura e a auséncia de conhecimentos técnico-cientificos relacionados ao setor,
bem como a divulgacdo de tecnologias que contribuam para 0 sucesso da atividade
(SANTOS e SANTOS, 2005). A rotina na piscicultura € composta por uma série de
préticas de mango tais como: biometria, transporte e reproducdo induzida e estas
préticas estressam facilmente os peixes, 0 que ocasiona uma série de efeitos negativos
na producéo (URBINATI e CARNEIRO, 2005). Com isso, 0 uso de anestésicos vem se
tornando uma prética comum na mitigacdo do estresse ocasionado por diversas
atividades de rotina em pisciculturas (VELISEC et al., 2009; ZAHL et d., 2009).
Tabela 1 — Principais produtos anestésicos e respectivas concentragdes para 0 manegjo e
transporte de tildpia do Nilo.

MANEJO
Anestésico Concentracéo Autor
MS - 222 100 a 200 mg.L'l COYLE et d., 2004

CHAROENDAT et al., 2009

Quinadina 25a50mg.L” | COYLEetal., 2004

COYLE et al., 2004
OLIVEIRA et d., 2009

- -1
Benzocaina 25a190 mg.L OKAMURA et a., 2010
ROCHA et d., 2012
2-fenoxietanol 400 2600 mg.L™" | COYLE et d., 2004
1 |MELLOetadl., 2012
Mentol 125a200mg.L™ | g\ 13ES e GOMES, 2009
VIDAL et a., 2008
DERIGGI PISANI et d., 2006
Eugenol 502120 mg.L* SIMOESet dl., 2011

DELBON e RANZANI PAIVA, 2012
SIMOES et d., 2012
MEDEIROS SILVA et al., 2014

Oleo essencia de Lippia 500 pL.L* HOHLENWERGER, 2015
alba




TRANSPORTE
Eugenol 2e5mg.lL™ OLIVEIRA et d., 2009
Benzocaina 20e40mg.L? OLIVEIRA et al., 2009
Oleo essencid de 20 uL.L'1 HOHLENWERGER, 2015
Lippia alba

Os anestésicos regulamentados e mais utilizados no mundo tém apresentado
efeitos adversos e indesgaveis tanto para 0s peixes, quanto para os manipuladores, o
gue tém estimulado a busca por novos produtos anestésicos eficazes (ROUBACH et al.,
2005; GUENETTE et a., 2007).

Oleos essenciais de diversas espécies de plantas tém demonstrado potencial
efeito anestésico e sdo, inclusive, tdo ou mais eficientes quando comparados aos
anestésicos sintéticos mais utilizados no mundo, como o MS-222 e a benzocaina
(PIRHONEN et a., 2003; GOLCALVESet d., 2008; GRESSELER et al., 2014).

O Oleo essencial de Aloysia triphylla tem demonstrado efeito sedativo e
anestésico em peixes (PARODI et a., 2014; ZEPPENFELD et al., 2014; GRESSELER
et a., 2014; DANIEL et a., 2014) e camardes (PARODI et al., 2012), entretanto, a
eficicia e a seguranca de qualquer anestésico varia entre as espécies de peixes e outros

fatores, como condic¢des ambientais e estagio de desenvolvimento (KING et al. 2005).

Portanto, o objetivo deste trabalho foi determinar as melhores concentracdes do

Oleo essencia de A. triphylla no sistema produtivo de tilapia do Nilo. No mangjo, a

melhor concentragdo foi avaliada com base em sobrevivéncia, tempos de indugéo e

recuperacdo anestésica, parametros plasmaticos relacionados ao estresse e

caracteristicas organolépticas do filé. Para o transporte, a melhor concentragdo foi

determinada com base em sobrevivéncia, qualidade da &gua, pardmetros plasmaticos e
idnicos, aém de frequéncia ventilatoria.
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REVISAO DE LITERATURA

USO DE ANESTESICOSEM PISCICULTURA

Alguns procedimentos de rotina em pisciculturas, como a biometria e o
transporte, sdo fontes de estresse para 0s peixes, e quando ma conduzidos
desencadeiam consequéncias, como 0 aparecimento de patdgenos e doencas, que podem
levar amorte dos individuos (BARCELLOS et a., 2000; INOUE et a., 2003).

A presenca de raios duros nas nadadeiras de algumas espécies de peixes
representa um risco, tanto aos manipuladores quanto aos demais individuos, e, 0 uso de
anestésicos possibilita aimobilizacdo do animal facilitando o manejo destes individuos.
(GIMBO et a., 2008; SIMOES e GOMES, 2009; VELISEC et al., 2009). O uso durante
0 transporte além de evitar ferimentos nos animais reduz a sua taxa metabdlica, o que
influencia na manutencéo da qualidade da égua (COYLE et a., 2004).

Quando submetidos a um anestésico 0S peixes passam por varios niveis ou
estdgios de anestesia, que sdo influenciados pela concentragdo e pelo tempo de
exposicdo (COOKE et al., 2004). Os estégios sdo caracterizados desde a perda sensorial
até o colapso medular (morte) por exposicdo prolongada ao anestésico, conforme Tabela
1

Tabela 1. Estagios de anestesia em peixes. Adaptado de Small (2003)

Estéagio Caracteristicas
1 Reducéo areacdo a estimulos externos
2 Sedac&o. Perda parcia do equilibrio. Natagcdo errética
3 Anestesia. Perdatotal do equilibrio. Cessaalocomocgéo
4 Colapso medular (morte). Sem movimentos respiratorios (morte)

A anestesia profunda (estégio 3) é caracterizada pela completa imobilizagdo do
peixe e, por este motivo, representa o estagio indicado para 0 mangjo dos individuos.
Para o0 transporte, recomenda-se a sedacdo (estégio 2) em virtude da manutencéo parcial

do equilibrio, reducdo das taxas metabdlicas e influéncia sobre a qualidade da agua,



como reducdo do consumo de oxigénio dissolvido e excrecéo de amonia (COOKE et al.,
2004; BECKER et al., 2012).

Um agente anestésico ideal deve induzir a anestesia profunda em um periodo de
60 a 180 segundos e o tempo de recuperacdo ser inferior a 300 segundos (MARKING e
MEYER, 1985). Adicionamente, caracteristicas como viabilidade econdmica,
disponibilidade, praticidade no uso, eficacia e seguranca para 0 usuério também devem
ser levadas em consideracdo na escolha do anestésico (CHO e HEATH, 2000). O
produto anestésico utilizado ndo deve ainda alterar as caracteristicas organolépticas do
filé do peixe, o0 que pode, inclusive, implicar na rejeicdo dos filés pelos consumidores,
inviabilizando a utilizagdo de determinado anestésico ou de determinada concentragéo
(RIBASet a., 2007; CUNHA et al., 2010)

Apesar dos conhecimentos acerca dos beneficios da utilizacdo de anestésicos em
piscicultura, ndo existe ainda legislacdo internaciona referente a utilizacdo de agentes
guimicos em peixes para 0 consumo humano, embora paises como os Estados Unidos e
Nova Zelandia ja tenham regulamentacdo quanto ao uso de anestésicos (VIDAL et al.,
2008). Desta forma, de maneira geral, podem-se seguir as recomendacdes do FDA
(Food and Drug administration), agéncia norte-americana que regulamenta o0s
anestésicos que podem ser utilizados nos peixes destinados ao consumo (COYLE et a.,
2004).

Tricaina metano sulfonato (MS-222), sulfato de quinaldina e 2-fenoxietanol séo
as principais substancias sintéticas utilizadas na anestesia de peixes, entretanto estas
substancias tém apresentado toxicidade e outros efeitos adversos (GOMES et al., 2001,
ROUBACH et a., 2005). Segundo Bittencourt et al., (2015), a resolucdo 1000 de 2012
do Conselho Federal de Medicina Veterinaria do Brasil autoriza a eutanasia de peixes
com 0 uso de barbitaricos, CO,, tricaina metano sulfonato (MS222), hidrocloreto de
benzocaina e 2-fenoxietanol. Porém, de maneira geral, o alto custo destas substancias e
as dificuldades de importagao inviabilizam a sua utilizagdo (ROUBACH et al., 2005). A
concentracdo de MS-222 para anestesiar um peixe, por exemplo, é cerca de dez vezes
mais custosa que uma concentracdo similar de benzocaina, que € um dos anestésicos
mais utilizados no Brasil (GOMES et dl., 2001).



Frente as dificuldades encontradas para aquisicdo dos anestésicos sintéticos,
percebe-se a necessidade de descoberta de novos produtos anestésicos que oferecam
custos reduzidos e seguranca para os peixes e manipuladores, estimulado pesquisas com
novos produtos, como é o caso de muitos Oleos essenciais derivados de plantas
(FACANHA e GOMES, 2005; GUENETTE et al., 2007).

OLEOSESSENCIAISANESTESICOS

Os dleos essenciais sGo compostos naturais, voléteis e complexos, formados por
hidrocarbonetos, alcodis e arométicos, caracterizados por um forte odor. S0 compostos
liquidos e limpidos, sintetizados durante o metabolismo secundario a partir de qualquer
parte da planta (BAKKALI et al., 2008; MACHADO e FERNANDES JUNIOR, 2011).

O eugenol e o mentol sdo anestésicos naturais produzidos no Brasil e
demonstraram ser eficientes em substituicdo a benzocaina (GONCALVES et a., 2008).
O eugenoal é o principio ativo do 6leo de cravo, substancia fendlica obtida da destilacéo
das folhas, caule e flores do cravo da india (Syzygium aromaticum) (MAZZAFERA,
2003). Seu potencia anestésico ja foi comprovado para diversas espécies de peixes
como a tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) (VIDAL et a., 2008; SIMOES et dl.,
2012), carpa comum (Ciprinus carpio) (HAJEK et a., 2006) e dourado (Salminus
brasiliensis) (HISANO et a., 2008). Ja o mentol € extraido de Oleos essenciais de
plantas do género Mentha (PATEL et a., 2007). E o seu potencial anestésico para
piscicultura ja foi avaliado em tildpia do Nilo (SIMOES e GOMES, 2009; TEIXEIRA
et a., 2012), pacu (Piaractus mesopotamicus) (GONCALVES et al., 2008), dourado
(PADUA et d., 2010).

O dleo essencial de Lippia alba é eficiente como anestésico e sedativo no
manejo e transporte de tilgpia do Nilo (HOHLENWERGER, 2015), jundiés (Rhamdia
guelen) (CUNHA et d., 2010; AZAMBUJA et d., 2011; BECKER et d., 2012) e
cavalo marinho (Hippocampus reidi) (CUNHA et a., 2011). O potencial sedativo do
0leo essencia de Hesperozygis ringens também foi avaliado para o jundia expostos por
longo periodo (6h) a baixas concentracdes (30 a 50 pL.L™) do anestésico (TONI et al.,
2015). Os 6leos essenciais de Cinnamomum camphora (500 pL.L™), Syzygium

aromaticum (27 pL.L™) e Mentha arvensis (70 pL.L™) foram eficientes na anestesia do
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peixe palhaco (Amphiprion ocellaris) (PEDRAZZANI e NETO, 2014), e foram
recomendados com base nos tempos de indugdo e recuperacdo anestésica.

Existem ainda outros 6leos essenciais que possuem um promissor efeito
anestésico e sedativo, como de Aloysia triphylla, o que representa mais uma alternativa

frente as dificul dades e restri¢cdes encontradas nos anestési cos convencionais.
OLEO ESSENCIAL DE Aloysia triphylla

A A. triphylla, popularmente conhecida como cidrdo ou erva Luiza, pertence a
familia Verbenaceae, pode atingir 3 metros de altura e é nativa da América do Sul,
sendo muito cultivada no sul do Brasil. E adstringente e aromética, rica em 6leo volétil,
gue age como sedativo brando. Suas folhas sdo utilizadas contra resfriados febris, como
estimulante, toénico, antiespasmodico e camante (LORENZI e MATOS, 2002
SCHWERZ et a., 2015), aém do uso culindrio. O principa constituinte do 6leo
essencia de A. triphylla (OEAT) é o citral, que é formado pelos isdmeros geranial e
neral (PARODI et d., 2012; PAULUS et a., 2013; PARODI et d., 2013; DANIEL et
a., 2014).

O uso do OEAT nas concentragdes de 100 a 800 pL.L™ mostrou-se eficiente na
inducdo anestésica (anestesia profunda) em jundias albinos e cinzas e nd ocasionou
mortalidade. Ainda neste estudo, a utilizacdo de 30 a 50 pL.L™* de OEAT na &gua de
transporte resultou em menores perdas ibnicas e reducdo dos danos fisioldgicos
ocasionados pelo transporte (PARODI et al., 2014). Em pos larvas de camardo branco
(L. vannamei) a sedacso com OEAT foi observada nas concentractes de 30 a40 pL.L™,
enquanto que para transporte recomenda-se 20 a 50 pL.L™ de OEAT, o que contribui
para a elevacéo da atividade da enzima catalase (PARODI et a., 2012). A utilizacgo de
40 pL.L™" de OEAT foi eficiente no transporte de jundi, em virtude da reducéo dos
niveis de cortisol plasmatico e excregdo de amobnia, o que reflete na condicéo de estresse
dos animais (ZEPPENFELD et a., 2014).

O OEAT apresentou resultados promissores como estimulo a capacidade
antioxidante e prevencdo da lipoperoxidacéo, além de uma menor liberacdo de cortisol
guando comparado a0 MS-222 para jundiés. Neste estudo os autores destacaram ainda

que a determinacdo de um bom anestésico envolve outras questdes além dos tempos de
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inducdo e recuperagdo, como por exemplo a influéncia deste anestésico sobre a
fisiologia dos animais relacionado a condicao de estresse (GRESSELER et al., 2014).
Jundi&s transportados (6 h) com 40 pL.L™ de OEAT como sedativo reduziram
seu metabolismo e apresentaram melhor bem-estar antes do abate. O uso do OEAT
contribuiu ainda na manutencdo do frescor do pescado e aumentou o periodo de
armazenamento sob refrigeracdo, o que evidencia a influéncia do OEAT sobre a
conservagao do peixe destinado aindustria de alimentos (DANIEL et a., 2014).

ESTRESSE EM PEIXES

A presenca de agentes estressores pode refletir em modificacdes transitorias da
regulacdo fisioldgica em peixes que, a depender do tipo, duracdo e severidade podem
ocorrer em trés fases. A primeirafase, em nivel neuroendécrino, envolve a percepcdo do
estressor e mobilizagdo dos sistemas bioldgicos envolvidos na resposta. A segunda é
mais generalizada, envolve muitos 6rgéos e tecidos, e € caracterizada pela resisténcia e
guste da condicdo corpora frente a necessidade de adaptacdo as condicoes
homeostéticas alteradas. Por fim, a terceira etapa é definida pela perda da capacidade
adaptativa e exaustdo dos sistemas biol6gicos (URBINATI et a., 2014).

A resposta priméria desencadeia um mecanismo cerebral de alarme que envolve
dois eixos distintos: 0 sistema adrenérgico e o eixo hipotdamo-hipofise. Segundos apds
apresenca do estressor, ocorre a ativacdo do sistema de estresse e consequente liberacéo
de catecolaminas, adrenalina e noradrenalina, das células cromafins. As catecolaminas
tém influéncia na ativagdo do sistema respiratério e circulatorio, aumentam a
distribuicdo de oxigénio e buscam atender a maior demanda energética corporal, além
de atuarem no figado por estimular a glicogendlise com consequente aumento dos
nivels glicémicos (ROSS e ROSS, 2008; URBINATI et d., 2014).

As catecolaminas, em virtude da sua influéncia sobre o sistema respiratério e
circulatério, elevam a pressdo sanguinea, os batimentos operculares e dilatam 0s vasos
sanguineos das branguias, com consequente aumento da perfusdo nas lamelas e maior
captacdo de oxigénio. Entretanto, o aumento da perfusdo nas lamelas aumenta a
permeabilidade branquial, que causa uma maior perda de ions por difusdo do sangue
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para 0 meio externo e entrada de dgua por osmose em peixes de dgua doce (FABBRI et
al., 1998; OBA et al., 2009).

Apo6s periodo de laténcia, ocorre a ativacdo do eixo hipotalamo-hipdfise com
consequente liberacdo de glicocorticoides, especiamente o cortisol, pelas células
interrenais. Este hormonio, juntamente com as catecolaminas, atuara noS mecani smos
de resposta secundaria frente ao estressor (URBINATI et al., 2014).

As respostas secundarias ao estresse sdo alteragdes fisioldgicas, metabdlicas e
ionorregulatorias, como hiperglicemia e hiperlactacemia, ocasionadas pela acdo das
catecolaminas e do cortisol, minutos a horas apos a situagdo estressante (OBA et al.,
2009). Os nivels plasmaticos de cortisol e glicose sdo os indicadores mais utilizados na
avaliacdo do estresse em peixes (GOMES et al., 2003).

O aumento dos niveis de glicose nos peixes estressados € primeiramente
ocasionado pela agdo das catecolaminas na quebra do glicogénio hepatico (glicogénese),
sendo utilizado como fonte primaria de energia para os individuos. Posteriormente, 0
cortisol exerce influéncia sobre a manutencdo dos nivels elevados de glicose e
recuperacdo do glicogénio hepatico, além de aumentar a capacidade gliconeogénica
suprindo a demanda de glicose por meio de substratos como o lactato e aminoéacidos
(URBINATI et al., 2014).

Nos casos em que a condi¢do estressante perdure por muito tempo 0s peixes
podem apresentar alteracdes patol 6gicas, uma vez gque a energia tenha sido direcionada
para 6rgdos e funcdes envolvidas na sobrevivéncia, como a respiracdo e natacdo, o que
reduz o fornecimento de energia para outras atividades anabdlicas, como o crescimento
e reproducdo, caracterizando a resposta terciaria a0 estresse (OBA et a., 2009;
URBINATI et a., 2014).

A paraoxonase tem sido relacionada a protecdo do organismo a0 estresse
oxidativo, prevenindo danos ao sistema imune e a0 sistema cardiovascular, por estar
associada ao colesterol HDL, bem como a mecanismos bioquimicos e fisiologicos
(FOLLY et a. 2001; CORREIA e PERRY, 2010; MING et al., 2012).
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TILAPIA DONILO

A tildpia do Nilo pertence a familia dos ciclideos, € origindria da bacia do rio
Nilo, no leste da Africa e encontra-se amplamente difundida em paises de clima tropical
e subtropical (PINHEIRO et a., 2006). A espécie foi introduzida no Brasil em 1971,
por intermédio do Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS) nos
acudes do Nordeste, difundindo-se paratodo o pais (SIMOES et a., 2007).

O inicio do desenvolvimento da piscicultura no Brasil foi quase todo baseado em
conhecimentos técnicos e cientificos externos que os técnicos traduziam e adaptavam as
unidades governamentais de pesquisa ou em pisciculturas privadas. A existéncia desses
pacotes tecnoldgicos de producdo de espécies exdticas representou uma vantagem na
sua criagdo em relacdo a espécies nativas (BALDISSEROTTO e GOMES, 2010).

A producdo mundia de tilpia do Nilo tem aumentado em escala linear, sendo
superada apenas pelo cultivo de carpas em ambientes de gua doce. Entretanto, estima-
se que em algumas décadas ela assuma a lideranca devido ao aumento constante da sua
producdo em paises asiaticos, que detém mais de 80% da piscicultura mundia (FAO,
2014; MPA, 2014).

A disseminacdo da espécie estd relacionada com diversas caracteristicas
zootécnicas desgévels, como a precocidade, facilidade de reproducéo (GAMA, 2008),
qualidade e boa aceitacdo do filé (DE SOUZA e MARANHAO, 2001), resisténcia ao
manegjo e variagdes climéticas (FERREIRA et a., 2011), além de rusticidade e boa
conversao aimentar (RIGHETT]I et al., 2011).
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Oleo essencial de Aloysia triphylla na indugio anestésica, no mangjo e na andlise
sensoria detildpiado Nilo

RESUMO

A concentracdo ideal de qualquer anestésico utilizado no manejo de peixes pode ser
determinada com base nos tempos de inducéo e recuperagcdo anestésica, dentre outros
fatores. O trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia do 6leo essencia de Aloysia
triphylla (OEAT) como anestésico no manegjo de tilgpia do Nilo. Os juvenis de tilapia
do Nilo (n=72) foram imersos nas concentracdes de 0 (grupo controle), 10, 20, 30, 40,
80, 150, 300 e 450 pL.L™ de OEAT para avaliaco dos tempos de sedacdo, anestesia e
recuperacdo anestésica. Apos definicdo da dose anestésica de manejo, os juvenis foram
divididos em dois grupos: anestesiados (300 pL.L™ de OEAT) e ndo anestesiados.
Foram avaliados parametros plasmaticos de cortisol, glicose, paraoxonase e lactato, nos
tempos 0, 1 e 4 h apds 0 manejo. Para andlise sensorial, os filés dos dois grupos foram
oferecidos a 32 provadores para avaliac8o das caracteristicas organolépticas (sabor e
odor). Todas as concentracdes induziram os juvenis de tilapia do Nilo a sedacéo. As
concentracdes de 80 a 450 pL.L™* de OEAT foram eficientes na inducdo & anestesia.
Ocorreu reducdo significativa dos niveis plasméticos de cortisol 1 h apds o manegjo nos
individuos anestesiados com 300 pL.L™ de OEAT em relagdo ao grupo controle. E 4 h
ap0s 0 mango nenhum dos pardmetros plasméticos do grupo anestesiado diferiu
significativamente do grupo controle. N&o ocorreu alteracdo nas caracteristicas
organol épticas nos filés de til4pia submetidos & anestesia. A concentragdo de 300 pL.L™
do OEAT é recomendavel no manegjo de tilapia do Nilo por apresentar um bom tempo
de inducdo e recuperacdo anestésica, ocasionar reducdo dos niveis plasmaticos de

cortisol 1 h apos 0 manegjo e ndo influenciar o sabor e odor dosfilés.

Palavras- chave: Sedacdo, Anestesia, Estresse, Cortisol, Caracteristicas organol épticas.
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Essentia oil of Aloysia triphylla in anesthesia, handling and sensory evaluation of Nile
tilapia
ABSTRACT

The optimum concentration of any anesthetic used in the handling of fish can be
determined based on induction and recovery times, among other factors. The study
aimed to evaluate the effectiveness of essentia oil of Aloysia triphylla (EOAT) as an
anesthetic in the handling of Niletilapia. Nile tilapia juveniles (n=72) were immersed in
concentrations of 0 (control group), 10, 20, 30, 40, 80, 150, 300 and 450 pL.L™* EOAT
to assess sedation, anesthesia and anesthetic recovery times. After setting the dose of
anesthetic handling, juveniles were divided into two groups: anesthetized (300 pL.L™
EOAT) and not anesthetized. Parameters evaluated were plasma cortisol, glucose,
lactate and paraoxonase, at O, 1 and 4 h after the handling. For sensory analysis the
fillets from both groups were offered to 32 tasters and evaluated for organoleptic
characteristics (taste and odor). All concentrations induced the Nile tilapia juveniles
with sedation. The concentrations 80-450 pL.L™* EOAT were effective in inducing
anesthesia. There was a significant reduction in plasma cortisol levels 1 h after handling
in anesthetized individuals with 300 pL.L™* EOAT in the control group. And 4 h after
handling plasma parameters of anesthetized group has not changed significantly from
the control group. There was no change in organoleptic characteristics in tilapia fillets
undergoing anesthesia. The concentration of 300 uL.L™* EOAT is recommended in the
handling of Nile tilapia to present a good time of anesthetic induction and recovery,
causing reduction in plasma cortisol levels 1 h after handling and not affect the taste and
odor of fillets.

Key words: Sedation, Anesthesia, Stress, Cortisol, Organol eptic characteristics.
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INTRODUCAO

O manegjo de peixes em estacdes de piscicultura engloba diversas préticas como
a pesagem, coleta de gametas, marcacdo, diagnodstico, tratamento, transporte e outros.
Geralmente, é realizado de forma intensa e em curto periodo de tempo, necessitando da
utilizacdo de agentes anestésicos (KIESSLING et a. 2009). Em alguns casos, a
anestesia torna-se indispensavel em virtude da presenca de raios duros nas nadadeiras
que facilmente ocasionam ferimentos nos operadores, ou mesmo nos peixes, aém de
reduzir o estresse e proporcionar 0 minimo sofrimento aos animais (SIMOES e
GOMES, 2009).

As principais substancias sintéticas utilizadas na anestesia de peixes sdo tricaina
metano sulfonato (MS-222), sulfato de quinaldina e fenoxietanol. Em geral, estas
substancias tém apresentado toxicidade e outros efeitos adversos, além de serem
altamente custosas (GOMES et al. 2001; ROUBACH et al. 2005). Neste sentido, a
busca por novas substancias anestésicas é fundamental, em especia aquelas que néo
oferecam riscos aos manipuladores e aos peixes, tenham baixo custo e sgjam de facil
aquisicdo, como gerdmente é o caso de Oleos essenciais derivados de plantas
(GUENETTE et al. 2007).

O estresse ocasionado pelo manejo pode favorecer o aparecimento de patdégenos,
doencas e até mesmo ocasionar mortalidade (INOUE et al. 2003). Entretanto, 0s peixes
quando submetidos a algum agente estressor, passam por uma serie de alteraces
fisioldgicas, onde os niveis plasméticos de glicose, lactato e cortisol sdo considerados
bons indicadores ndo somente da condicdo destes animais, mas também dos seus
mecanismos de suprimento de demanda energética durante a situacdo de estresse
(URBINATI et a. 2014). Agentes anestésicos podem apresentar influéncia sobre a
capacidade respiratéria e os batimentos operculares em peixes, 0 que dificulta o
suprimento de oxigénio para as células, e estimula a utilizacdo do metabolismo
anaerébico como fonte energética, caracterizado pelo aumento dos nivels plasmaticos
de lactato (MOREIRA et al. 2010 a).

Aloysia triphylla (L'Herit.) Britton, popularmente conhecida como cidréo ou
erva luiza, pertence a familia Verbenacea, € nativa da América e possui em sua
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composicdo atos teores de Oleos volaels que apresentam propriedades arométicas e
sedativas (SCHWERZ et a. 2015). O uso do dleo essenciad de A. triphylla (OEAT)
como anestésico ja foi estudado para o camardo (Litopenaeus vannamei) (PARODI et
a. 2012) e jundia (Rhamdia quelen) (PARODI et a. 2014; ZEPPENFELD et a. 2014),
aém de ser mais eficiente na reducdo do estresse e protegdo oxidativa que o MS-222
para o jundia (GRESSELER et al. 2014). Contudo nenhum estudo foi conduzido para

tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia de OEAT parainducéo anestésica
em tilapia do Nilo e seu efeito durante o estresse de manejo, considerando composi¢éo
quimica do OEAT, sobrevivéncia, tempos de sedacdo e anestesia, parametros
plasméticos (glicose, cortisol, lactato e paraoxonase) e influéncia nas caracteristicas

organol épticas do filé dos exemplares de tilapia do Nilo.

MATERIAL E METODOS

Oleo essencial de A. triphylla

Folhas de A. triphylla (L’HER.) BRITTON foram cultivadas em Frederico
Westphalen, RS, Brasil. O material testemunha encontra-se depositado no Herbério de
Biologia da Universidade Federal de Santa Maria sob o nimero SMDB 11169.

A extracdo do Oleo essencial foi redlizada a partir das folhas frescas da planta
por destilagcéo a vapor por 2 h utilizando um aparelho do tipo Clevenger modificado.
Neste método, o destilado é recolhido num tubo de vidro graduado e a fase aquosa é
automaticamente reutilizada no baléo de destilacéo (BRITISH PHARMACOPOEIA,
2007). As amostras de OEAT foram mantidas em - 4 °C em frascos de vidro ambar até a
realizagdo da andlise quimica por GC-MS, segundo Heldwein et a. (2012), e ensaios
biol 6gicos.

Animais

Os juvenis de tilapia do Nilo linhagem GIFT, invertidos sexualmente, foram
obtidos via Estacéo de Piscicultura de Bebedouro - CODEVASF, Petrolina, PE, Brasil.
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Os peixes foram mantidos em tangque de alvenaria e aimentados 2 vezes ao dia com
dieta comercial (320 g.Kg™* PB e 3500 kcal de energia digestivel). Os parametros de
qualidade da 4gua: temperatura (24,12 °C), pH (6,22), condutividade (0,78 mS.cm™) e
oxigénio dissolvido (7,88 pL.L™") foram monitorados através de uma sonda
multiparémetros HORIBA U-50. A aimentaggo foi interrompida 24 h antes do inicio
dos experimentos. A metodologia deste experimento foi aprovada pela Comisséo de
Eticano Uso de Animais da Universidade Federal da Bahia (n. 19/2014).

Inducéo e recuperagdo anestésica

Foram utilizados 72 juvenis com peso de 16,05 + 5,14 g e comprimento total de
9,62 = 1,16 cm. O experimento foi conduzido na Estacdo de Piscicultura de Bebedouro
— CODEVASF, Petrolina, PE, Brasil.

Os testes de inducéo anestésica foram realizados em aquérios de 2 L, nos quais
foram adicionadas diferentes concentragbes de OEAT: 10, 20, 30, 40, 80, 150, 300 e
450 pL.L™, primeiramente diluidos em etanol P.A.. Como controle os peixes foram
submetidos a 4050 pL.L™ de etanol P.A. equivalente & quantidade utilizada na diluicéo
da maior concentracdo do OEAT (450 pL.L™). Também foi realizado um controle
apenas com agua.

Foram utilizados 8 juvenis para cada concentracéo testada (8 concentragdes)
além de 8 individuos no grupo controle (4050 pL.L™ de etanol) (n=72). Em cada
aquario foram colocados dois peixes por vez, ab mesmo tempo, visando avaliacdo do
tempo de sedac&o e anestesia no periodo méximo de 30 min, conforme Small (2003).
Apés este periodo, os juvenis foram transferidos para aquérios (12 L) livres de
anestésico onde foi avaliado o tempo de recuperacdo anestésica. Os peixes foram
considerados recuperados quando apresentaram natagdo e comportamentos idénticos de
quando observados nos tanques de manuntencdo. As avaliagdes foram realizadas

sempre pel 0s mesmos observadores.

Manejo e Biometria
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Foram utilizados 48 juvenis de tilpia do Nilo (107,31 + 18,70 g e 18,52 + 1,25
cm). Deste total, 24 animais foram individual mente anestesiados em aquario de 5 L com
300 pL.L™* de OEAT (concentracdo escolhida com base no experimento de inducéo e
recuperacdo, ver Resultados).

Os peixes anestesiados foram submetidos a biometria (com exposicdo ao ar
durante 1 minuto, conforme procedimentos de rotina em pisciculturas). Apos o mango,
foi realizada coleta de sangue da veia caudal de 8 juvenis (tempo zero). Os 16
individuos restantes foram transferidos para 2 tanques de 250 L (8 individuos/tanque).
Amostras de sangue de 8 individuos de um dos tanques foram redlizadas 1 h apds a
anestesia e de outros 8 juvenis de outro tanque, 4 h apos anestesia. O grupo controle
(sem a adicdo do OEAT) foi submetido aos mesmos procedimentos do grupo teste
(adaptado de Cunha et a. 2010).

Andlises Plasméticas

Amostras de sangue (1 mL) foram coletadas a partir de seringas heparinizadas,
transferidas para micro tubos e centrifugadas a 3000 rpm por 10 min para obtencdo do
plasma. O materia foi mantido sob refrigeracéo constante e posteriormente enviado ao
Laboratdrio de Extensdo em Andlises Clinicas do Instituto de Farmacia da UFBA, onde

foram determinados niveis plasmaticos de cortisol, glicose, lactato e paraoxonase.

Para determinacdo do cortisol plasmatico foi utilizado Kit Vidas® Cortisol S, em
um equipamento mini-VIDAS, em um teste automatizado para determinagéo
quantitativa de cortisol em soro, plasma ou urina, a partir da técnica ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay) adaptado de Cruz et al. (2015).

Os niveis de glicose plasmatica foram determinados pelo método enzimatico a
partir da glicose oxidase (GOD) / glicose peroxidase (POD), método colorimétrico
utilizando equipamento BT 3000 (500 testes/hora; Wiener |lab®, Rosario, Argentina).
Neste mesmo equipamento foi realizada andlise do lactato (Lactate, Wiener lab®,
Rosario, Argentina).

A paraoxonase plasmatica foi avaliada através da medicdo de p-nitrofenol de
acordo com o método descrito por Senti et al. (2003). O resultado foi obtido através da

multiplicacdo da variagdo média da absorbancia por um fator. Fator = volume total da
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reacdo (TRV) (mL) / €405 x valor da amostra (SV) (mL) x espessura da cubeta (cm),

-1805
5

em que €40 mL™* cm™. Portanto, a paraoxonase plasmética = factor x A abs /

minuto.

Andlise sensorial

Os animais do grupo 0 h (tempo zero) foram mortos por seccdo da medula logo
apos a coleta de sangue e, entdo foram retirados os filés para andlise sensoria. Foi
realizada uma comparagdo, em relacdo as suas caracteristicas organol épticas de sabor e
odor, entre 0 grupo controle e 0 grupo exposto a 300 pL.L™* de OEAT (ver tépico
anterior “Manejo”).

A andlise sensoria foi adaptada de Costell (2002). Os filés foram cozidos em
forno microondas (3 g/ 0,5 min) e oferecidas a 32 provadores ndo treinados. As
amostras foram codificadas aleatoriamente e oferecidas juntamente com um controle
oculto (comparacdo blind) para entdo serem avaliadas quanto aos atributos de sabor e
odor. O grau de diferenca de sabor e odor, em relacéo ao controle, foi avaliado através
de uma escala de sete pontos, em que 1 = muito melhor que o controle; 2 =
moderadamente melhor que o controle; 3 = levemente melhor que o controle; 4 = igual
ao controle; 5 = levemente pior que o controle; 6 = moderadamente pior que o controle

€, 7 = muito pior que o controle.

Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média £+ SEM e foram submetidos ao
teste de Levene para verificar a homocedasticidade das variancias. A normalidade dos
dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Para o teste de sedagdo, inducédo e
recuperacdo anestésica foi reaizada andlise de Kruskal-Wallis e testes de Mann-
Whitney. Os niveis plasméticos de cortisol, lactato, glicose e paraoxonase foram
analisados por analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido de teste post-hoc de
Tukey. Para os dados de andlise sensorial foi redlizada analise de variancia de uma via,
seguido pelo teste t de Student. Para estas analises foi utilizado o Software Statistica

(versdo 7.0), com nivel minimo de significancia de 95% (P < 0,05).
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RESULTADOS

Composicdo quimicado OEAT

Os componentes magjoritarios do OEAT foram gerania (28,97%) e nera
(16,12%), cujo total representou 45,09% dos constituintes totais (= 49,9% do total
identificado) (Tabela l).

Tabela 1 — Composi¢do quimica do 0leo essencial de Aloysia triphylla. TR: Tempo de

retencéo; IRC: indice de Retengdo Calculado; IRL: indice de Retencdo da
Literatura (NIST, 2008; ADAMS, 2009).

N TR Composto IRC IRL %
1 10,399 o-pinene 931 933 0,36
2 12,762  hepten-2-one<6-methyl-5> 990 986 151
3 14,224 limonene 1027 1028 2,70
4 14,362 eucayptol 1031 1030 3,04
5 15,07 B-Z-ocimene 1049 1048 2,52
6 17,096 linal ool 1100 1100 1,47
7 18,547 N&o identificado 1139 2,23
8 18,943 N&o identificado 1150 0,67
9 19,535 N&o identificado 1166 2,07
10 19,94 rosefuranepoxide 1177 1177 1,37
11 20,202 N&o identificado 1184 3,87
12 21,811 linalyl formate 1229 1216 3,99
13 22,255 neral 1242 1238 16,12
14 22,736 Z-geraniol 1256 1256 3,47
15 23,29 gerania 1272 1270 28,97

16 26,447 nerol acetate 1366 1365 0,35
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17 26,785 B-cubebene 1376 1386 0,32
18 27,054 geranylacetate 1385 1381 1,59
19 28,186 B-caryophyllene 1420 1418 8,50
20 29,253 o-caryophyllene 1455 1454 1,71
21 30,15 a-curcumenene 1484 1485 3,79
22 30,582 bicyclogermacrene 1498 1500 1,19
23 31,035 B-curcumenene 1513 1516 0,91
24 31,375 o-cadinene 1525 1524 0,80
25 32,531 N&o identificado 1564 0,76
26 32,967 spathulenol 1579 1576 1,99
27 33,138 caryophyllene oxide 1585 1583 1,83
28 34,76 T-cadinol 1643 1642 1,87

Total Identificado 90,35

Inducdo erecuperacao anestésica

Todos os exemplares de tilapia do Nilo expostos ao OEAT se recuperaram e nao
foi observada mortalidade. Os peixes submetidos apenas ao etanol ndo apresentaram
qualquer modificacdo no comportamento, bem como efeito de sedacdo e anestesia.

Todas as concentragdes do OEAT avaliadas neste experimento (10 a450 pL.L ™)
induziram a sedagdo dos juvenis de tildpia do Nilo, entretanto, ndo foi observadarelagdo
entre as concentracfes do OEAT e o tempo de sedagcdo (Tabela 2). Além disso, nas
concentragdes que 0s peixes alcancaram apenas a sedacdo, o tempo de recuperacéo foi
inferior a 30 segundos.

Neste estudo, a anestesia foi alcancada nas concentrages acima de 80 pL.L™ de
OEAT e observou-se que o0 aumento da concentragcdo do OEAT implicou na redugdo do
tempo para inducéo anestésica (Tabela 2). Relacdo inversa foi observada para o tempo

de recuperacdo anestésica, em que o0 tempo de recuperacdo foi maior nos peixes
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submetidos as maiores concentracbes de OEAT. N&o foi observada diferenca
significativa para os tempos de sedacdo e recuperacdo anestésica. Para os tempos de
anestesia as concentragdes de 300 e 450 pL.L™ apresentaram tempos estatisticamente
menores em relacéo aos demais e ndo diferiram entre si (Tabela 2).

Tabela 2 - Tempos de sedagdo, anestesia e recuperacado anestésica em juvenis de tilapia
do Nilo sob diferentes concentracdes do 6leo essencial de Aloysia triphylla (uL.L™).

Estagios de acordo com Small (2003). Os dados sdo expressos em média+ SEM (n=8).

Concentragéo Indugéo (S) .
1 iy . . . Recuperagéo (s)
(uL.L™) Estagio 2 (Sedacao) Estégio 3 (Anestesia)
10 45,42 + 12,112 - -
20 36,00 + 9,26 - -
30 55,33 + 4,51° - -
40 36,50 + 9,69° - -
80 41,00 + 7,46° 511,86 + 102,63" 149,67 + 15,66%
150 44,00 + 4,45° 328,00 + 52,68" 159,25 + 24,452
300 39,75+ 5,23% 170,37 + 21,15° 186,14 + 15,45%
450 30,50 + 2,717 163,00 + 9,19¢ 197,50 + 15,842
Equaces N y= 5122,_79 -090x y= 14(22),_29 +0,13x
R°=0,80 R=0,97

L etras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre as concentragdes pelos
testes Tukey e Mann-Whitney.

Onde y = tempo (s) e x = concentracao de 6leo essencial de Aloysia triphylla (uL.L™).
* Auséncia de regressao

Manegjo e Biometria

Os juvenis de tildpia do Nilo do grupo controle apresentaram niveis de cortisol
plasmético significativamente maiores tanto em relacdo ao grupo anestesiado (300
uL.L™* de OEAT) 1 h apés o mango (P < 0,05), quanto em relacdo aos demais
individuos do grupo controle em 0 e 4 h apds o mangjo (P < 0,05). Nos individuos
anestesiados, os niveis de cortisol plasmaticos foram significativamente maiores 4 h
apos 0 estresse de mangjo do que nos tempos anteriores (0 e 1h) (P < 0,05), ndo

diferindo do grupo controle neste tempo (Fig. 1 A).
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Exemplares de tilapia do Nilo submetidos a anestesia com OEAT apresentaram
niveis de glicose plasmética significativamente maiores no tempo de 1 h ndo s6 em
relacdo aos exemplares do grupo controle no mesmo tempo, mas também em relacéo
aos exemplares anestesiados nos tempos de 0 e 4 h apds o mangjo (P < 0,05) (Fig. 1 B).
N&o foi observada influéncia do OEAT sob os niveis plasméticos de paraoxonase
(Figural C).

Individuos anestesiados no tempo O h apresentaram valores significativamente
maiores de lactato plasmatico em relacdo ndo sO ao grupo controle para 0 mesmo
tempo, mas também em relacdo aos exemplares anestesiados nos tempos de 1 e 4 h apds
0 estresse de mangjo (P> 0,05) (Fig. 1 D).

Figura 1 - Efeito do leo essencial de Aloysia triphylla (300 uL.L™) sobre os niveis
plasméticos de cortisol (A), glicose (B), paraoxonase (C) e lactato (D) em
juvenis de tilgpia do Nilo ap6s 0, 1 e 4 h de exposicdo ao manegjo (1 min).
Os dados séo expressos em média+ SEM (n=8). Letras maiUsculas distintas
indicam diferenca significativa em um mesmo tempo. Letras minusculas
distintas indicam diferenca significativa nos diferentes tempos para um
mesmo tratamento (com ou sem anestésico) (P < 0,05).
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Avaliacao sensorial

A utilizagdo do OEAT (300 uL.L™) nainducdo & anestesia em til4pia do Nilo
ndo apresentou diferenca significativa para o sabor (3,70 £ 0,30) e o odor (4,20 + 0,35)
dos filés em relagdo ao grupo controle (4,09 + 0,32 e 4,38 + 0,37 para sabor e odor,
respectivamente).

DISCUSSAO
Composicao quimicado OEAT

O citral é um monoterpeno formado pela mistura dos isdbmeros gerania e neral
(NUNES ¢t d., 2005), justamente os dois components mais abundantes do OEAT deste
estudo. Além disso, ja foi reportado como o principal componente quimico do OEAT
em estudos prévios (DE FIGUEIREDO et al., 2004; PARODI et al., 2012; PAULUS et
al., 2013; PARODI et a., 2013; DANIEL et a.,2014), assm como de outros 6leos
essenciais, aexemplo do capim lim&o (Cymbopogon citratus) (BASSOLE et a., 2011) e
ervacidreira(Lippiaalba) (SILVA et d., 2006).

As propriedades funcionais dos 0leos essenciais sdo atribuidas aos principais
constituintes da sua composicdo quimica e a interacdo entre esses constituintes
(sinergismo ou antagonismo) devem ser bem estudadas com intuito de conhecer o red
potencial destes Oleos como sedativos e anestésicos (FRUTUOSO et a., 2013;
BENOVIT et a., 2015). O citral ja demonstrou efeito sedativo em jundias (DANIEL et
al., 2014), anestésico em camardo (PARODI et al., 2012), além de ser relacionado com
acao tranquilizante, antiespasmodica, sedativa, indutora de reducdo da pressdo e da
frequéncia cardiaca em ratos (Rattus norvegicus) (DO VALE et al., 2002; MOREIRA et
al., 2010 b). A este monoterpeno atribui-se ainda atividade antibacteriana (PARODI et
al., 2013) e mehoria das qualidades quimicas e sensoriais do jundia durante
armazenamento em gelo (DANIEL et a., 2014).
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Inducéo e recuperagdo anestésica

A auséncia de efeito anestésico pelo etanol como tratamento controle em
experimentos de inducéo e recuperacdo anestésicos ja foi reportada em estudos prévios
em robalo (Dicentrarchus labrax), dourada (Sparus aurata), jundia (PARODI et al.,
2014; GRESSELER et al., 2014) etil4piado Nilo (HOHLENWERGER, 2015).

Diferentemente do presente estudo, onde os tempos de sedacdo foram similares
nas diferentes concentracOes testadas, 0 aumento da concentracdo do OEAT (20 a 800
uL.L™") reduziu o tempo de sedacd em jundia (PARODI et al., 2014). Este
comportamento também foi observado por Hohlenwerger (2015) no uso do 6leo
essencial de L. alba (10 a500 pL.L™) em tildpiado Nilo. Além disso, outros agentes ja
foram reportados como sedativos em tilapia do Nilo, como o 6leo de cravo (2 e5mg.L”
1) e benzocaina (20 e 40 mg.L™) (OLIVEIRA et a., 2009) contudo, 0s autores ndo
informam se existiu uma relagdo entre o tempo de sedac&o e as concentragoes testadas.

Parodi et al. (2014) verificaram que 0 OEAT possui uma ampla faixa de
concentracdo eficaz (100 a 800 pL.L™) para anestesia em jundia cinza e albino, assim
como observado para tildpia do Nilo (80 a 450 pL.L™) no presente estudo. Com base
nos tempos de anestesia (74 a 186,2 segundos) e de recuperacéo (143,1 a 393,2
segundos), a concentragdo ideal do eugenol para indugdo anestésica da tildpia do Nilo
variaentre 75 e 120 uL.L™ (VIDAL et al., 2008; MOREIRA et a., 2010 a; DELBON e
RANZANI PAIVA, 2012). Ainda para esta espécie, Méello et a. (2012) recomendam a
utilizacdo de 0,9 mL.L™ de 2-fenoxietanol e 125 mg.L™ de mentol por apresentarem
tempo de anestesia e recuperacdo de aproximadamente 100 e 300 segundos,
respectivamente. Outros anestésicos também sdo reportados para a tilapia do Nilo,
dentre eles: MS — 222 (100 a 200 pL.L™Y); quinaldina (25 a 50 pL.L™) e benzocaina (25
a 100 pL.L™) (COYLE et a., 2004), entretanto os autores ndo definiram as melhores
concentragdes baseados nos tempo de anestesia e recuperacao.

Em consonancia ao presente estudo, Parodi et al. (2014) informaram que o
aumento da concentracéo do OEAT reduziu o tempo de anestesia em jundia e aumentou
0 tempo de recuperagdo anestésica. Adicionalmente, Delbon e Ranzani Paiva (2012) e
Hohlenwerger (2015) com eugenol (40 a 120 mg.L™) e leo essencial de L. alba (200 a
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500 pL.L™), respectivamente, também verificaran que o aumento da concentracéo
reduziu o tempo de inducdo anestésica em exemplares de tilgpia do Nilo.

Em estudo realizado com OEAT (135 e 180 pL.L™) e MS-222 (150 e 300 pL.L
) em jundia Gresseler et a. (2014) relataram um maior tempo de recuperacdo
anestésica (superior a 350 segundos) nos individuos anestesiados com o OEAT, e
atribuiram esta caracteristica a afinidade do 6leo essencial ao tecido adiposo dos
animais, o que retarda a eliminagdo através das branquias, o que também explicaria 0s
maiores tempos de recuperacdo anestésica nas maiores concentragcbes de OEAT dos
exemplares de tilapia do Nilo anestesiados com OEAT do presente estudo.

Um agente anestésico ideal deve induzir a anestesia profunda em um periodo de
60 a 180 segundos e o tempo de recuperacdo ser inferior a 300 segundos (MARKING e
MEYER, 1985), aém de ocasionar o minimo de hiperatividade e estresse ao animal
(BAGHERI e IMANPOOR, 2011). Neste contexto, 0 OEAT enquadra-se como um
anestésico idea para a tilapia do Nilo nas maiores concentracfes avaliadas neste
experimento (300 e 450 pL.L™). Considerando que o uso de agentes anestésicos deve
ser redlizado com a minima concentragdo eficiente evitando desperdicio e maiores
gastos econdmicos (SOUZA et al., 2012), a concentragdo recomendada para 0 manejo
detilapiado Nilo éde 300 uL.L™" de OEAT.

Analises plasméticas no manejo

Os nivels plasméticos de cortisol quantificados em tilapia do Nilo ndo
estressadas, em estudos prévios variaram entre 16,43 e 65,67 ng.mL™* (VOLPATO e
BARRETO, 2001; BISWAS et al., 2004; BARRETO e VOLPATO, 2006), similar a0

encontrado no presente estudo nos tempos 0 e 4 h apds o0 manegjo.

Similar a este estudo, 0 OEAT (135 e 180 mg.L ™) (GRESSELER et al., 2014) e
6leo essencial de L. alba (300 mg.L™) (CUNHA et d., 2010 a) reduziram aliberacdo de
cortisol plasmético em jundias apds o mangjo pelos periodos de 30 e 60 segundos,
respectivamente. A ndo liberacdo do cortisol estaria relacionada a um blogueio de
transmiss@o de informagdes sensoriais para o hipotdlamo, e consequentemente inibindo
uma série de modificagdes hormonais que caracterizam o estresse (IVERSEN et d.,

2003). Estas respostas fisiol0gicas em defesa do organismo sdo estimuladas em sistema
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de cascata e estéo relacionadas principalmente a liberagdo de cortisol e catecolaminas,
influenciando posteriormente nos mecanismos de suprimento energético requerido pelo
individuo frente ao agente estressor (DINIZ e HONORATO, 2012).

Barcellos et a. (1999) observaram elevacdo dos niveis de cortisol plasmético 1 h
apos 0 mangjo em exemplares de tilapia do Nilo ndo anestesiados em relagdo aos
exemplares expostos a 200 pL.L™* de MS-222, corroborando com o presente estudo.
Entretanto, 4 h apds 0 mango os niveis plasmaticos de cortisol dos individuos ndo
anestesiados ainda foram maiores do que o grupo submetido a anestesia, 0 que diferiu

do presente estudo.

A elevagcdo dos niveis de glicose ndo estd, necessariamente, relacionada a
elevacdo do cortisol, embora o cortisol possa levar a hiperglicemia em virtude da sintese
de glicose no figado a partir de aminoacidos e acidos graxos (gliconeogénese)
(MARTINS et a. 2000; URBINATI et a. 2014). A anestesa do saméo
(Oncorhynchus tshawytscha) por 6leo de cravo e da dourada por MS-222, 2-
fenoxietanol, sulfato de quinaldina e benzocaina ocasionaram val ores significativamente
maiores no teor de glicose plasméatica em relagdo ao grupo controle 1 h apds anestesia
(CHO e HEATH, 2000; ORTUNO et al., 2002), corroborando com o presente trabal ho.

Em estudos prévios, os niveis de glicose plasmética para a tildpia do Nilo ndo
estressadas variaram entre 30 a 72 mg.dL™ (DERIGGI et a., 2006; ARENAL et al.,
2012; VERAS et dl., 2013). Os valores plasméticos de glicose dos exemplares de tilapia
do Nilo deste estudo se encontram dentro desta faixa, exceto para o tempo de 1 h apos o
manejo nos exemplares anestesiados com 300 pL.L™ de OEAT. Deriggi et a. (2006)
observaram elevagdo da glicose plasmética de tildpias do Nilo anestesiadas com eugenol
(20 €80 mg.L™%) apds o manejo. Ainda neste estudo, ndo ocorreu diferenca significativa
entre o0s niveis plasmaticos de glicose 6 h apds 0 mangjo, evidenciando que apés este
periodo, a glicose tenha retornado aos niveis observados no grupo controle, o que
também foi observado no presente estudo, entretanto em um periodo menor (4 h).

Paraoxonase € importante para protecdo do organismo contra O estresse
oxidativo e previne danos ao sistema imune (Correia e Perry, 2010; Ming et a., 2012).
Folly et a. (2001), em estudo com pacu (Piaractus mesopotamicus), verificou a

associagdo da paraoxonase com o colesterol HDL, assm como a mecanismos
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bioquimicos e fisiol 6gicos relacionados a protegdo do sistema cardiovascular. Karatas e
Kocaman (2014) avaliaram a suscetibilidade da truta comum (Salvelinus fontinalis) a
danos oxidativos ap0s o procedimento de manegjo e verificaram que atos niveis
plasméticos de paraoxonase (13,9 a 17,8 U.mL™) podem ser importantes na prevencéo
de danos aos tecidos e células. Em nosso estudo, 0 OEAT (300 pL.L™) ndo implicou em
mecani Smos protetores relacionados a paraoxonase plasmética nos exemplares de tilgpia

do Nilo anestesiados ou ndo.

O lactato é considerado uma das substancias gliconeogénicas mais importantes
para 0s peixes, tornando-se fonte de glicose sanguinea para estes individuos
(SILVEIRA et a., 2009). Os niveis mais elevados de lactato no tempo O h nos
exemplares anestesiados possivelmente se refletiram nos valores de glicose
significativamente maiores em relacdo ao grupo controle 1 h apos o estresse de mangjo.
Adicionamente, a utilizagdo de anestésicos pode reduzir a capacidade respiratoria do
peixe e ocasionar uma demanda energética superior que a sustentéavel pelo metabolismo
aerobio, resultando em elevacéo dos niveis plasmaticos de lactato por via anaerdbica
(IVERSEN et a., 2003). Isso pode ter ocorrido neste estudo logo apds a exposicao ao
OEAT (tempo O h). Elevagdo dos niveis plasmaticos de lactato relacionado ao
comprometimento da capacidade respiratoria pela acdo de anestésico também foi
reportada por Toni et a. (2015) na avaliagdo do 6leo essencia de Hesperozygis ringens
(30 €50 pL.L™) em jundiés, corroborando com o presente estudo.

Uma hiperglicemia relacionada a elevacdo dos nivels de lactato plasmatico
também foi reportada em exemplares de tambaqui (Colossoma macropomum)
anestesiados com eugenol (60 pL.L™) no tempo 0 h pds manejo (Inoue et al. 2011). Por
outro lado, Inoue et a. (2004), observaram reducéo dos niveis da lactato em matrixa
(Brycon cephalus) anestesiados com benzocaina (60 pL.L™) e fenoxietanol (600 pL.L™)
no tempo O h apds 0 mango, demonstrando que a elevacdo do lactato plasmatico
depende da espécie, anestésico e dosagem utilizada.

Andlise sensorial

A manutencdo da qualidade organol éptica do filé de peixe é um fator de extrema

importancia na escolha e recomendacéo de um anestésico eficaz. Inclusive, a presenca
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de residuos anestésicos pode implicar na rejei¢do do filé pelos consumidores (Ribas et
al., 2007), o que ndo ocorreu no presente estudo segundo os resultados das avaliagOes de
sabor e odor. Cunha et a. (2010 a) verificaram esta rejeicdo com a utilizacdo do
eugenol (50 uL.L™), que influenciou negativamente o sabor do filé de jundia. Por outro
lado, similar a0 presente estudo, Cunha et al. (2010 b) demonstraram que o Gleo
essencial de L. alba na concentragso de 300 mg. L™* ndo alterou o odor e o sabor do filé
dejundia

Além disso, Daniel et al. (2014) demonstraram que a utilizacdo do OEAT (40
uL.L™) durante o transporte, antes do abate de jundi& implicou no atraso de perda de
frescor e aumento da vida de armazenamento em gelo, além de melhorar o bem estar do
animal, o que demonstra o potencial do OEAT na manutencéo da qualidade do pescado.

CONCLUSOES

O OEAT é eficaz como sedativo e anestésico para juvenis de tilgpia do Nilo. A
dosagem de 300 pL.L™" do OEAT no manejo é recomendada por apresentar tempo
satisfatorio de anestesia e recuperagdo anestésica, além de reduzir os nivels de cortisol
plasmético 1 h apés 0 mangjo, sem aterar as caracteristicas organolépticas (sabor e
odor) do filé.
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Oleo essencial de Aloysia triphylla no transporte de tilapia do Nilo: frequéncia
ventilatoria, qualidade da &gua, par@metros idnicos e plasméticos.

RESUMO
O uso de sedativos no transporte de peixes reduz a taxa metabdlica e o estresse dos
individuos, além de contribuir na manutencdo da qualidade de &gua. O trabaho teve
como objetivo avaliar 0 0leo essencia de Aloysia triphylla (OEAT) como sedativo no
transporte de tilgpia do Nilo. Os juvenis de tildpia do Nilo (n=180) foram divididos em
trés tratamentos (3 repeticdes cada): 0 (controle), 20 e 30 pL.L™* de OEAT adicionados
as embalagens de transporte (15 individuos por embalagem) por 8 horas. Avaliou-se a
qualidade de &gua (oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade, pH, alcalinidade,
dureza, amonia total, amonia N30 ionizada e nitrito), ions da agua (ClI", Na" e K*) e
parametros plasmaticos (cortisol, glicose, paraoxonase e lactato). Em outro experimento
(n=24) avdiou-se a frequéncia ventilatéria (FV) para as mesmas concentrages de
OEAT. N&o foi observada nenhuma mortalidade nos individuos submetidos ao
transporte. Em todos os tratamentos apos o transporte ocorreu reducdo do oxigénio
dissolvido e aumento da temperatura, ambnia ndo ionizada e efluxo de ions K*. A
adicdo do OEAT reduziu pH e efluxo de fons Na' e a utilizacgo de 30 pL.L™* de OEAT
reduziu condutividade, alcalinidade e efluxo de ions CI° em relagdo aos demais
tratamentos apés o transporte. O OEAT ndo aterou os niveis de cortisol e paraoxonase
plasméticos, entretanto a utilizacdo de 30 pL.L™ de OEAT ocasionou a reducdo dos
niveis plasmaticos de glicose e lactato em relagdo ao grupo controle apds o transporte.
O uso do OEAT implicou na reducdo da FV da tilgpia do Nilo. Recomenda-se a
utilizacdo de 30 pL.L™* de OEAT como sedativo no transporte por 8 h de tilapiado Nilo,
em virtude da sua influéncia sobre a manutencéo da qualidade de &gua, reducdo da

perda de ions, do estresseeda FV.

Palavras- chave: Sedagdo, Estresse, Cortisol, Frequéncia ventilatoria, fons.
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Aloysia triphylla essential oil in the Nile tilapia transport water: ventilation rate, water
quality, ion and plasma parameters.

ABSTRACT

The use of sedatives in the transport of fish reduces the metabolic rate and stress of
individuals and contribute in maintaining water quality. The study aimed to evaluate the
essential oil Aloysia triphylla (EOAT) for sedation transport Nile tilapia. Juvenile Nile
tilapia (n=180) were divided into four treatments (3 replicates each): O (control), 20 and
30 yL.L™* EOAT added to transport packaging (15 individuals per package) for 8 hours.
We evaluated the quality of water (dissolved oxygen, temperature, conductivity, pH,
alkalinity, hardness, total ammonia, non-ionized ammonia and nitrite), water ions (Cl’,
Na" and K*) and plasma parameters (cortisol, glucose , lactate and paraoxonase). In
another experiment (n=24) evauated the frequency ventilation (FV) for the same
concentration of EOAT. There was no any mortality in juveniles undergoing transport.
In al treatments after transport was reduced dissolved oxygen and increased
temperature, non-ionized ammonia and efflux of K* ions. The addition of EOAT
reduced the pH and efflux of Na* ions and the use of 30 pL.L™* EOAT reduced
conductivity, alkalinity and efflux of ClI” ions compared to other treatments after
transport. The EOAT did not alter the plasma levels of cortisol and paraoxonase,
however the use of 30 pL.L™ EOAT caused a reduction in plasma levels of glucose and
lactate compared to the control group after transport. The use of EOAT involved in
reducing FV of Nile tilapia. It is recommended to use 30 pL.L™* EOAT for sedation
transport by 8 h of Nile tilapia, because of its influence on the maintenance of water
quality, reduction of loss of ions, stressand FV.

Key words. Sedation, Stress, Cortisol, Frequency ventilation, lons.
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INTRODUCAO

O transporte € uma etapa inevitavel no processo produtivo de peixes (GOMES et
al., 2002). Durante esta etapa, os individuos sdo afetados por uma série de agentes ou
fatores estressantes, como captura, superpopulagdo, mudangas bruscas de temperatura,
manuseio, barulho excessivo e 0 proprio estresse do transporte, que podem inclusive
predispor os peixes a patologias pos estocagem devido a imunossupressao ou ocasionar
a morte de todo o lote de peixes (WENDELAAR BONGA, 1997; OLIVEIRA et a.,
2009).

Segundo Carneiro e Urbinati (2001), o transporte deve ser realizado com
cuidado para que os peixes apresentem as melhores condicdes fisiol 6gicas possivels até
chegarem a0 seu destino. Como mecanismo de adaptacdo a0 estresse, 0S peixes
respondem através de uma sé&rie de mudancas nos indicadores fisiologicos, como
cortisol e glicose plasméticos, bem como perda de ions (WANDELAAR-BONGA,
1997; URBINATI et a., 2014). Neste sentido, o uso de anestésicos na agua de
transporte pode reduzir o estresse ou danos fisicos, reduzir a atividade metabdlica dos
peixes (BOLASINA, 2006), bem como contribuir na manutencdo da qualidade da &gua
pela reducéo do consumo de oxigénio e da excrecdo de ambnia (WURTS, 1995). A
utilizacdo de anestésicos na &gua influencia também a eficiéncia respiratéria dos
individuos, com consequente interferéncia nos mecanismos de suprimento de demanda
energética, podendo inclusive estimular a via anaerébica em virtude do
comprometimento dos batimentos operculares (INOUE et al., 2011; URBINATI et 4.,
2014).

Dentre as caracteristicas importantes de um bom anestésico, destacam-se
disponibilidade, custo, eficacia, facilidade de manipulacdo e seguranca para 0 usuario
(CHO e HEATH, 2000). A necessidade de descoberta de novos anestésicos que
oferegcam custos reduzidos e seguranca para 0s peixes tem estimulado pesquisas com
novos produtos (GUENETTE et al., 2007), como € o caso de muitos 6leos essenciais
derivados de plantas. A sedacdo € o estagio de anestesia recomendavel para o transporte
de peixes por longas distancias, em virtude da reducdo da reacdo a estimulos externos,
diminuicdo da taxa metabdlica e manutencdo do equilibrio, entretanto, caso o peixe sgja
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fortemente sedado, eles podem perder o equilibrio, cessar a natagcdo e morrer por asfixia
(COOKE et al., 2004; CUNHA et d., 2011).

Aloysia triphylla pertence a familia Verbenacea e é conhecida popularmente
como erva luisa (CRESTANI et a., 2012). A utilizacdo de suas folhas € amplamente
difundida em virtude de seu efeito antiespasmodico, antipirético, sedativo e camante
(CARNAT et al., 1999; SANTOS GOMES et al., 2005).

O O6leo essencia de A. triphylla (OEAT) ja demonstrou ser eficiente no
transporte de jundids (Rhamdia quelen) abino e cinza (PARODI et a., 2014) e pos
larvas de camardo branco (Litopenaeus vannamei) (PARODI et al., 2012). Mas ndo
existem estudos sobre sua eficicia no transporte de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus).

O objetivo deste trabalho foi determinar a efetividade do OEAT na agua de
transporte (8 h) de tilapia do Nilo, com base em dados de sobrevivéncia, qualidade da
agua, pardmetros ionicos da agua (Cl', Na" e K™) e determinagfes plasméticas (glicose,

cortisol, lactato e paraoxonase), bem como seu efeito sobre a frequéncia ventilatoria.

MATERIAL E METODOS

Oleo essencial de Aloisya triphylla

Folhas de A. triphylla (L’HER.) BRITTON foram cultivadas em Frederico
Westphalen, RS, Brasil. O material testemunha encontra-se depositado no Herbério de
Biologia da Universidade Federa de Santa Maria sob 0 nimero SMDB 11169.

A extracdo do Oleo essencial foi realizada a partir das folhas frescas da planta
por destilagcéo a vapor por 2 h utilizando um aparelho do tipo Clevenger modificado.
Neste método, o destilado é recolhido num tubo de vidro graduado e a fase aquosa é
automaticamente reutilizada no baldo de destilago (British Pharmacopoeia, 2007). As
amostras de OE foram mantidas em - 4 °C em frascos de vidro ambar até arealizacéo da
andlise quimica por GC-MS, segundo Heldwein et al. (2012) (Tabela 1), e ensaios

biolégicos.
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Animais

Os juvenis de tildpia do Nilo, linhagem GIFT, invertidos sexualmente, peso
meédio de 92,66 + 28,76 g e comprimento total de 17,33 £ 1,66 cm foram obtidos via
Estacéo de Piscicultura de Bebedouro - CODEVASF, Petrolina, PE, Brasil. Os peixes
foram mantidos em tanque de alvenaria e eram alimentados 2 vezes ao dia com racéo
comercia (320 g.Kg' PB e 3500 kca de energia digestivel). Os parametros de
qualidade da agua durante o periodo de manutencéo para temperatura (24,12 + 0,30 °C),
pH (6,22 £ 0,07), condutividade (0,78 £ 0,04 mS.cm-1) e oxigénio dissolvido (7,88
0,56 pL.L-1) foram monitorados através de uma sonda multiparémetros HORIBA U-50.
A aimentacdo foi interrompida 24 h antes do inicio dos experimentos. O estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federa da Bahia
(n. 19/2014).

Qualidade da agua e par ametrosionicos

Parametros de temperatura, pH, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica,
amonia total e ndo ionizada, nitrito, alcalinidade, dureza total e fons ClI", Na'e K da
&gua foram verificados no inicio e no término do transporte. O pH foi monitorado com
um pHmetro (Hanna Combo — HI 98130). O oxigénio dissolvido e a temperatura foram
medidos com oximetro (Politerm - POL 60) e a condutividade elétrica a partir de um
condutivimetro portétil (Phtek — CD310). Os valores de nitrito, alcalinidade e dureza
total foram verificados por Kit de qualidade da &gua (Alfakit, Floriandpolis - SC). A
amonia total foi medida pelo método colorimétrico e leitura em espectrofotdmetro
(PhotoLab® S12) e ando ionizadafoi calculada de acordo com COLT (2002). Os niveis
de Na", K™ foram determinados por espectrofotometria (Espectro Blue, modelo FME), e
os niveis de CI” por cromatografia de ions (Dionex®, ICS 1000).

Transporte

O transporte iniciou-se as 8 h da manha a partir da Estacéo de Piscicultura de
Bebedouro (Petrolina — PB) e os exemplares de tildpia do Nilo permaneceram em
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situacdo de transporte pelo periodo de 8 horas em carro fechado. Os peixes foram
acondicionados em embal agens plésticas com capacidade para 30 L, fechadas com tiras
elasticas, sendo 10 L de agua e o restante completado com oxigénio. A densidade
utilizada foi de 12 peixes/embalagem. Os peixes foram divididos em trés tratamentos (3
repeticdes cada): controle, 20 e 30 uL.L™* de OEAT, ambos primeiramente diluidos em
etanol P.A. (n=120, 12 individuos de cada embalagem de transporte + 12 individuos
antes do transporte).

As concentractes foram determinadas com base em estudos prévios realizados
com OEAT em pos larva de camardo branco e jundia (PARODI et d., 2012; 2014;
ZEPPENFELD et a., 2014). Além disso, um estudo piloto foi realizado e demonstrou-
Se que 0s peixes atingem apenas um estagio de sedacéo leve dentro do periodo de 8 h.
Além disso, ap0s 0 experimento os peixes foram acondicionados em tanques de 250 L e

avaliado a mortalidade ap0s 72 horas.

Andlises Plasmaticas

Ao término do transporte, amostras de sangue (1 mL) de 12 individuos por
embalagem foram coletadas a partir de seringas heparinizadas, transferidas para micro
tubos e centrifugadas a 3000 rpm por 10 min para obtencdo do plasma. Outros 12 peixes
foram ainda utilizados para avaliar os parametros plasmaticos antes do transporte. O
material foi mantido sob refrigeracéo constante e posteriormente enviado ao Laboratério
de Extensdo em Andlises Clinicas do Instituto de Farmécia da UFBA, onde foram
determinados niveis plasmaticos de cortisol, glicose, lactato e paraoxonase.

Para determinacdo do cortisol plasmatico foi utilizado Kit Vidas® Cortisol S, em
um equipamento mini-VIDAS, em um teste automatizado para determinagéo
quantitativa de cortisol em soro, plasma ou urina, a partir da técnica ELFA (Enzyme
Linked Fluorescent Assay) adaptado de Cruz et a. (2015).

Os niveis de glicose plasmatica foram determinados pelo método enzimatico a
partir da glicose oxidase (GOD) / glicose peroxidase (POD), método colorimétrico
utilizando equipamento BT 3000 (500 testes/hora; Wiener |ab®, Rosario, Argentina).
Neste mesmo equipamento foi realizada andlise do lactato (Lactate, Wiener lab®,

Rosario, Argentina).
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A paraoxonase plasmatica foi avaliada através da medicdo de p-nitrofenol de
acordo com o método descrito por Senti et al. (2003). O resultado foi obtido através da
multiplicacdo da variacdo média da absorbancia por um fator. Fator = volume total da
reacdo (TRV) (mL) / €405 x valor da amostra (SV) (mL) x espessura da cubeta (cm),

-1805
5

em que €40 mL™ cm™. Portanto, a paraoxonase plasmética = factor x A abs /

minuto.

Frequéncia Ventilatéria

A frequéncia ventilatoria (FV) por minuto foi estimada a partir da contagem de
20 sucessivos movimentos operculares ou bucais, medindo o tempo transcorrido com
crondmetro (adaptada de ALVARENGA e VOLPATO, 1995). Qito peixes que ndo
foram submetidos ao transporte foram usados por tratamento (1 individuo por aquario)
sob as mesmas concentragcbes de EOAT usadas nos tratamentos de transporte. Os
tempos de avaliagéo da FV foram: 0; 0,5; 1; 2; 3, 4, 5, 6, 7 e 8 h. Ap0s 0 experimento os
peixes foram acondicionados em tanques de 250 L e avaliado a mortalidade apds 72

horas.

Andlise Estatistica

Todos os dados foram expressos como média £+ SEM e foram submetidos ao
teste de Levene para verificar a homocedasticidade das variancias. A normalidade dos
dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Dados exibiram variancias homogéneas e
0s niveis plasméticos de cortisol, lactato, glicose e paraoxonase, a FV, os parametros de
qualidade da &gua e os niveis iénicos (Cl”, Na'e K*) foram analisados por andlise de
variancia (ANOVA) de uma via seguido de teste post-hoc de Tukey. Para estas andlises
foi utilizado o Software Statistica (versdo 7.0), com nivel minimo de significancia de
95% (P < 0,05).

RESULTADOS

As concentracOes do OEAT n&o ocasionaram mortalidade, bem como qual quer

outro comportamento anormal dos juvenis nos experimentos deste estudo.
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Par ametros de qualidade de 4gua

O oxigénio dissolvido e a temperatura ndo foram significativamente diferentes
entre os tratamentos apds o transporte, mas foram significativamente menores e
maiores, respectivamente, que os valores mensurados na agua antes do transporte (P <
0,05) (Tabelal).

Tabela 1 - Parémetros de qualidade de agua antes e apos o transporte com adi¢do do
Oleo essencial de Aloysia triphylla para juvenis de tildpia do Nilo. Valores
expressos em Média £ SEM. Letras distintas indicam diferenca significativa
entre os tratamentos (P < 0,05). Oxigénio dissolvido expresso em mg.L™,
temperatura em °C, condutividade em mS.cm™, nitrito e aménia total em
mg.L™ N- NO,, aménia n&o ionizada em pg.L™ de N-NHs, acalinidade e
durezaem mg.L™* CaCOs.

ApoOs o transporte
Antes do 20pL.Lt 30pL.L™

Par ametros transporte Controle A. triphylla A. triphylla
Oxigénio Dissolvido 6,83+ 0,09° 363+0,17° 370+0,11° 333+0,28
Temperatura 259+0,06° 30,3+0,17%° 30,0+0,03%® 30,6+0,13%
Condutividade 74+010° 455+069° 429+081% 31,3+1,59°
pH 6,57 +0,08° 6,08+020° 570+0,04° 586+0,02°
Alcalinidade 36,67 +333° 86,67+667° 7633+333% 5333+333
Dureza 40,00 + 0,00 40,00+ 0,00° 40,00+ 0,00° 40,00 + 0,00%
AméniaTotal 0,04+001° 091+0,09° 145+0,08° 1,06+0,16®
Amodniandoionizada 0,09+ 0,01° 089+007° 058+0,05 0,64+ 0,06
Nitrito 0,015+ 0,008 0,025+ 0,008 0,025+ 0,00° 0,025 + 0,002

A condutividade foi significativamente inferior no tratamento antes do transporte
em relacdo aos tratamentos apds o transporte. Além disso, o uso de 30 uL.L™* de OEAT
reduziu significativamente a condutividade em relacéo ao controle e a 20 pL.L™ de
OEAT (P < 0,05) (Tabelal).

O pH demonstrou que todas as aguas foram &cidas, entretanto, os tratamentos 20
e 30 pL.L™* de OEAT apresentaram valores significativamente inferiores aos demais (P
< 0,05). Para alcalinidade, os tratamentos controle e 20 pL.L™ de OEAT apresentaram
valores estatisticamente maiores que os tratamentos antes do transporte e 30 uL.L™ de
OEAT (P<0,05) (Tabelal).
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A amonia total foi significativamente menor antes do transporte em relagdo aos
tratamentos apds o transporte. O uso de 20 pL.L™* OEAT elevou os niveis de ambnia
total em relacdo ao tratamento controle. Os niveis de amoénia ndo ionizada foram
menores no tratamento antes do transporte em relacdo aos tratamentos apds o transporte
(P<0,05) (Tabelal).

Par ametr os idbnicos

Antes do transporte, verificaram-se valores significativamente menores dos ions
Cl', Na" e K" em relagdo aos tratamentos ap6s o transporte (P < 0,05). Apds o
transporte, para o fon Cl” a concentracdo de 30 pL.L™ de OEAT foi estatisticamente
inferior a0 e 20 pL.L™ de OEAT e para o fon Na' as concentragdes de 20 e 30 pL.L™
de OEAT foram estatisticamente inferiores a o tratamento controle (P < 0,05) (Figura
1).

Figura 1 — Efeito do Oleo essencia de Aloysia triphylla sobre os pardmetros i6nicos
(CI', Na" e K*) da &gua antes e ap0s o transporte (8 h) de juvenis de til&pia
do Nilo. Os dados sfo expressos em média = SEM. Letras distintas indicam
diferenca significativa entre os tratamentos (P < 0,05).
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Par ametr os plasmaticos

Os niveis de cortisol plasmatico de juvenis de tilgpia do Nilo antes do transporte

foram menores do que os tratamentos controle e 30 PL.L™* de OEAT (P < 0,05) (Figura

2A).

Figura 2 — Efeito de diferentes concentragdes de 6leo essencial de Aloysia triphylla

sobre os niveis plasméticos de cortisol (A), glicose (B), paraoxonase (C) e
lactato (D) em juvenis de tilapia do Nilo submetidos ao transporte (8 h). Os
dados sdo expressos em média + SEM. Letras distintas indicam diferenca
significativa entre os tratamentos (P < 0,05).
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Os niveis de glicose plasmética do tratamento controle foram estatisticamente
maiores do que 0s peixes ndo transportados e os transportados com 30 puL.L™ de OEAT.
Além disso, os niveis de glicose plasmética dos peixes transportados com 20 pL.L™

também foram significativamente superiores do que o tratamento 30 pL.L™* de OEAT

(Figura 2B).
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N&o foi observada nenhuma diferenca significativa entre os tratamentos quanto
aos niveis plasmaticos de paraoxonase de tildpia do Nilo (Figura 2 C). Os niveis de
lactato do plasma foram estatisticamente maiores nos peixes transportados com 20
uL.L™ de OEAT em relagdo aos demais tratamentos (P < 0,05) (Figura 2 D).

Frequéncia ventilatéria

De maneira geral, a exposicdo dos exemplares a 20 e 30 pL.L™* de OEAT
reduziu a FV em relacdo ao controle. Para os tratamentos com OEAT (20 ou 30 pL.L™)
observou-se que o efeito sedativo do OEAT sobre a reducéo da FV pode perdurar por
até 8 h. Com o uso de 20 pL.L™ de OEAT foi observado aumento da FV apés 8 h de
exposicdo ao OEAT em relacdo aos tempos de 2 a 4 h. Ja com o uso de 30 pL.L™ foi
observado uma maior FV entre 6 a 8 h ap0s exposicéo a0 OEAT em relagdo ao tempo
dela3h (P<0,05). (Tabela2). E no tratamento controle observou-se uma maior FV
entre 7 e 8 h em relacéo a 1 h apos exposicdo ao OEAT (P < 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia Ventilatoria de juvenis de tilapia do Nilo expostos a diferentes
concentragdes de 0leo essencia de Aloysia tiphylla (8 h). Valores expressos
em Média+ SEM. Letras maiusculas distintas nas linhas indicam diferenca
significativa entre os tratamentos no mesmo tempo (P < 0,05). Letras

minUsculas distintas nas colunas indicam diferenca significativa entre os
tempos no mesmo tratamento (P < 0,05).

Tratamentos
Tempo de 20pL.L*t 30pL.L™?
exposicao (h) Controle A. triphylla A. triphylla
0 68,89 + 2,90"° 67,42 + 2,672 76,52 + 3,18"?
0,5 87,64 + 4,85"® 48,27 + 3,115 48,28 + 1,37°%
1 77,92 + 3,57 40,71 + 3,15 40,08 + 2,24°°
2 88,86 + 3,33"® 33,33+ 2,15°¢ 36,65 + 2,47°°
3 84,85 + 4,04/ 34,93 + 1,925¢ 39,24 + 2,03%¢
4 82,78 + 2,42°%¢ 35,98 + 1,25°¢ 48,06 + 2,59°
5 91,83 + 3,86"® 36,84 + 1,355 49,66 + 1,75
6 90,94 + 5,32 40,78 + 1,83 57,57 + 2,08%°
7 95,91 + 3,69 47,85 + 2,30% 57,75 + 2,39%°
8 98,08 + 3,982 52,76 + 2,07°%® 60,79 + 6,58°®
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DISCUSSAO

Qualidade de 4gua

O consumo do oxigénio dissolvido pelos peixes para respiracdo € uma das
principais causas da reducdo do nivel de oxigénio da dgua ap0s o transporte, o que esta
diretamente relacionado ao metabolismo destes animais (URBINATI et al., 2014). Em
consonancia ao presente estudo, Parodi et a. (2014), avaliando o uso do OEAT no
transporte (5 h) de jundias cinza e albino, também observaram reducéo dos niveis de
oxigénio dissolvido apos o transporte. Entretanto, os nivels de oxigénio encontrados no
presente trabalho apds o transporte (3,33 a 3,70 mg.L™) mantiveram-se acima dos niveis
letal (1 mg. L) e de hipéxia (2 mg. L™), caracteristico para a maioria das espécies de
peixes (BALDISEROTTO et al., 2014).

A temperatura da agua antes do transporte foi menor em virtude das condicoes
ambientais da realizagdo do experimento, com temperatura ambiente mais amena tipica
das primeiras horas da manha. Adicionalmente, as temperaturas da agua antes e apos o
transporte (25,9 a 30,6° C) mantiveram-se dentro da faixa de conforto térmico para a
tilpiado Nilo (entre 24 e 33° C) (BARAS et al., 2000).

A condutividade da &gua tem estreita relacdo com os ions organicos dissolvidos
nela e apresentou-se dentro dos padrdes recomendados para a aguicultura (inferior a100
mS.cm™) (SA, 2012). O incremento da condutividade apés o transporte foi ocasionado
pelaliberacdo de ions (Na', Cl e K*). E areduc&o da condutividade na concentragio de
30 pL.L™* de OEAT esta diretamente relacionado com a menor liberacdo de fon Cl pra
esta concentracdo. Similar a este estudo, 0 aumento da condutividade da agua também
foi relacionado a0 aumento da excregdo de ions mediante situacdo de estresse de
transporte em dourado (Salminus brasiliensis) (ADAMANTE et a., 2008).

Os valores do pH da agua mantiveram-se dentro ou proximos aos valores de
conforto para a espécie (6 a8,5) (TENORIO et al., 2012). A utilizagdo de 18 mg.L ™ de
0leo de cravo como sedativo na agua de transporte (24 h) de tilapia do Nilo também
ocasionou uma reducdo do pH em relacdo ao controle (SIMOES et a., 2011),
corroborando com o presente estudo.

Assim como nesse estudo, o aumento dos niveis de acainidade apds o
transporte também foram relatados por Parodi et al. (2014), utilizando 30 e 40 pL.L™ de
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OEAT no transporte (5 h) de jundids albino e cinza, e segundo estes autores, tal
aumento pode estar relacionado com a regurgitacdo do alimento pelos peixes, e
consequente incremento de calcério calcitico (presente na composicao da ragdo) a agua
de transporte. Em estudos com 6leo essencial de Lippia alba (10 e 20 pL.L™), eugenol
(1,5e3,0 uL.L™) (BECKER et al., 2012) e extrato metandlico de Condalia buxifolia (5
e 10 pL.L™Y) (SALBEGO et a., 2015) no transporte de jundias por 4 e 6 h ,
respectivamente, também foram observados incrementos dos nivels de alcalinidade
relacionados a regurgitacdo de aimento. Estes trabalhos ainda relacionaram a
regurgitacdo a elevagdo da dureza da égua apds o transporte. No presente estudo,
contudo, ndo foram observados restos de alimentos nas embalagens de transporte em
virtude do periodo de 24 h de jggum antes do transporte recomendado para a tilapia do
Nilo (OLIVEIRA et al., 2009; MELLO et al., 2012) e, provavelmente, 0 aumento da
acalinidade tenha ocorrido pela excregdo de ions vias branquias ou fezes. Além disso, a
auséncia de regurgitacéo verificada no presente estudo pode explicar a manutencéo dos
nivels de dureza da agua apos 8 h de transporte.

De maneira geral, a utilizagdo de OEAT (30 e 40 pL.L™) (PARODI et al., 2014;
DANIEL et a., 2014; ZEPPENFELD et al., 2014), extrato metandlico de C. buxifolia (5
e 10 pL.L™) (SALBEGO et a., 2015), éleo essencial de L. alba (10 e 20 pL.L™Y) e
eugenol (1,5 e 3,0 uL.L™) (BECKER et a., 2012) no transporte de jundiés implicaram
na elevacdo dos niveis de ambnia ndo ionizada do tratamento antes do transporte em
relacdo a depois do transporte, corroborando com o presente estudo, além de ndo ser
observada ainda diferenca significativa entre os tratamentos apos o transporte. Nestes
trabalhos foi ainda observada reducédo da amonia total em virtude da utilizacdo dos
anestésicos, diferentemente do presente estudo, em que o uso de 20 pL.L™" de OEAT
elevou aamoniatotal em comparagao ao tratamento controle.

A amonia ndo ionizada é a forma toxica para os peixes, e a sua concentragdo na
agua esta relacionada principalmente ao pH e a temperatura e, em ambos 0S casos 0
aumento de um dos pardmetros implica no aumento da proporcdo de amoénia néao
ionizada (SA et a., 2012). No presente estudo, os menores valores de pH nos
tratamentos 20 e 30 pL.L™ de OEAT contribuem para reducéo da proporcdo da forma
toxica da amébnia, entretanto 0 aumento da temperatura apds o transporte resultou em

maiores niveis de amdnia ndo ionizada em todos os tratamentos apOs o transporte.
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Ainda assim, os niveis de aménia ndo ionizada (0,58 a 0,89 pL.L™) estdo seguramente
abaixo dos niveis letais para peixes (acima de 500 pL.L™) (SA et d., 2012).

Para os nivels de nitrito na agua de transporte de jundia albino e cinza, Parodi et
a. (2014) também ndo encontraram diferenca significativa entre os tratamentos
influenciado pela utilizacdo do OEAT (30 a 50 pL.L™), corroborando com o presente
estudo. Por outro lado, embora a utilizacio de 6leo essencial de L. alba (10 e 20 pL.L ™)
no transporte por 8 h de tilgpia do Nilo ndo influenciou os niveis de nitrito entre os
tratamentos apds o transporte, tais niveis antes do transporte foram estatisticamente
menores (HOHLENWERGER, 2015).

Par ametr os idbnicos

Frente a uma situacdo de estresse, como no transporte em peixes, ocorre um
aumento da liberagdo de catecolaminas e consequentemente ha um aumento no fluxo
sanguineo e permeabilidade branquial, 0 que, nos peixes de agua doce implica em
perdas de fons sanguineos para 0 meio, especialmente Cl” e Na™ (URBINATI et al.,
2014). Ta efluxo de ions do sangue para a &gua ocorreu no presente estudo para os ions
Cl', Na" e K em todos os tratamentos ap6s o transporte, mas foi menor nos tratamentos
com 20 (Na") e 30 pL.L™* de OEAT (Cl e Na"), o que demonstra o potencial do OEAT
na reducéo de perda de ions decorrente do estresse. Similarmente, 0 OEAT (30 e 40
uL.L™) jafoi relacionado & reducdo da perda de fons (Na, CI” e K*) e consequente
diminuicdo do estresse no transporte de jundias (5 a 6 h) (PARODI et a., 2014;
ZEPPENFELD et a., 2014).

A menor perda de ions Cl” e Na' também foi reportada mediante a utilizago de
eugenol (1,0 e2,5 pL.L™) e extrato metandlico de C. buxifolia (5, 10, 25 e 50 uL.L™) no
transporte de jundias por 6 e 12 h (BECKER et a., 2014; SALBEGO et d., 2015).
Entretanto, para o transporte (6 a 24 h) de til4pia do Nilo, o eugenol (9 e 18 mg.L™) néo
€ recomendado, em virtude de induzir um maior distirbio ionorregulatério e
mortalidade (SIMOES et ., 2011).
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Par ametr os plasmaticos

O uso do OEAT (30 e 40 pL.L™) demonstrou-se efetivo na reducéo do cortisol
plasmético apds o transporte (6 h) em jundids (ZEPPENFELD et al., 2014). Entretanto,
este efeito ndo foi verificado no presente estudo, assim como descrito por Hohlenwerger
(2015) com o uso do 6leo essencial de L. alba (10 e 20 pL.L™) no transporte (8 h) de
tilgpia do Nilo e por Sabego et a. (2015) ao avaliar o extrato metandlico de C.
buxifolia como sedativo no transporte de jundias, o que reforca a idéia de que as
respostas fisiologicas relacionadas ao estresse podem variar de acordo com a espécie
(BARTON, 2002).

Além do cortisol, outros parametros plasmaticos, como glicose e lactato também
fornecem uma boa resposta da condicéo fisioldgica destes animais frente a0 estresse
(MARTINEZ-PORCHAS, 2009). Os menores niveis plasméticos de glicose e lactato
encontrados neste estudo para 30 pL.L™ de OEAT em relagéo a0 grupo controle e 20
uL.L™? de OEAT, respectivamente, caracterizam, portanto, um menor estresse nos
juvenis deste tratamento.

Similarmente, a reducdo da hiperglicemia ja foi reportada em estudos prévios
com transporte, como descrito para o 6leo essencial de Hesperozygis ringens (30 pL.L"
) emjundias (6 h) (TONI et al., 2015) e leo essencial de L. alba (10 e 20 puL.L™) (8 h)
em tilgpia do Nilo (HOHLENWERGER, 2015), o que pode contribuir em reduzir a
mobilidade dos individuos durante o transporte (HOHLENWERGER, 2015).

Elevacdo da glicose plasmatica relacionada ao estresse apds o transporte ja foi
reportada em vérias espécies, como matrinxa (Brycon cephalus) (URBINATI et al.,
2004), pirarucu (Arapaima gigas) (GOMES et al., 2003 a) e tambaqui (GOMES €t al.,
2003 b) (por 4, 6 e 10 de transporte, respectivamente). A glicose plasmética € um
importante parametro de avaliagcdo de estresse em peixes e pode, inclusive, ser mais
evidente do que o cortisol na avaliagdo da condicdo fisiol0gica destes animais frente ao
estresse ocasionado pelo transporte (TAKAHASHI et al., 2006). O uso de 30 pL.L™* de
OEAT contribui, portanto, na reducdo dos niveis plasmaticos de glicose e evidenciam
um menor requerimento energeético nos animais submetidos ao anestésico em virtude da
sedacdo alcangada com esta concentragdo. Por outro lado, o uso do eugenol (2 e 3 mg.
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LY no transporte (72 h) de tildpia azul (Oreochromis Aureus) resultou em maiores
niveis de glicose plasmatica apos o transporte (AKAR, 2011).

Os niveis plasméaticos de lactato também fornecem uma idéia da demanda
energética dos peixes em situagao de estresse (URBINATI et al., 2014). Elevacdo dos
nivels plasméticos de lactato também ja foi relacionada ao estresse pds transporte (12 h)
em carpas (DOBSIKOVA et al., 2009). O uso do eugenol (5 mg. L™) reduz os niveis
plasméticos de lactato em matrinxd apds o transporte (4 h) e esta relacionado a
diminuicdo do fornecimento de oxigénio para as células em virtude da acdo do
anestésico sobre a respiracdo e atividade muscular dos individuos (INOUE et al., 2005).
Neste sentido, 0s menores niveis plasméticos de lactato na concentragdo de 30 pL.L™
em relaco a 20 pL.L™ de OEAT demonstram a eficécia deste anestésico na mitigagéo
dos efeitos adversos observados em situacao de estresse na maior concentracéo avaliada
no presente estudo.

A paraoxonase esta relacionada a protecdo ao estresse oxidativo e consequente
danos aos tecidos e células dos individuos (CORREIA e PERRY, 2010; KARATAS e
KOCAMAN, 2014). Isto indica que neste estudo a exposicdo ao OEAT ndo alterou o
mecanismo de protecdo de estresse oxidativo em exemplares de tilgpia do Nilo, o que
também foi observado por Hohlenwerger (2015) avaliando o 6leo essencial de L. alba
(10 e 20 pL.L™) em til&piado Nilo durante o transporte (8h).

Frequéncia Ventilatéria

A FV é uma importante ferramenta na avaliaco do estresse de tilgpia do Nilo.
Em situacéo de auséncia de estresse os batimentos operculares variaram entre 96 e 109
batimentosmin? e valores acima desta faixa indicam estresse (BARRETO e
VOLPATO, 2004). Neste estudo, a utilizagdo de 20 e 30 pL.L™ de OEAT por 8 h
manteviveram 0s batimentos operculares da tilapia do Nilo abaixo de 61
batimentos.min™, evidenciando o estado de sedaco dos animais.

A relacéo entre utilizagdo de anestésicos e reducdo da FV ja foi reportada em
til4pia do Nilo apds anestesia com eugenol (60 a300 mg.L ™) (MOREIRA et al., 2010) e
6leo essencial de L. alba (10 e 20 pL.L™) (HOHLENWERGER, 2015). Similarmente, o

uso de anestésicos como o éleo essencial de L. alba (10 e 20 pL.L™) e eugenol (1,5 e 3
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uL.L™) no transporte de jundia (4 h) (BECKER et al., 2012) e o cloridrato de lidocaina
(5 a 20 ppm) no transporte de linguado (Pleuronectes americanus) (5 h) (PARK et dl.,
2009) reduziram os batimentos operculares e, consequentemente, a atividade metabdlica
dos individuos. Park et a. (2009) ainda relacionaram a reducdo dos batimentos
operculares com a diminuicdo do consumo de oxigénio durante o transporte, o que
também foi verificado no presente estudo. Em contrapartida, o uso do 6leo essencia de
H. ringens (30 e 50 pL.L™) ndo reduziu a FV em jundias quando comparados ao grupo
controle (TONI et a., 2015).

Adicionalmente, Becker et al. (2012) relacionou a menor perda de fons (Na', CI°
e K™) no uso de dleo essencial de L. alba no transporte de jundias por 4 h com a reduc&o
da FV e consequente diminuicéo dos batimentos operculares, o que resultou em menor
fluxo de agua através das branquias. Isto esta de acordo com o verificado no presente
estudo, onde 30 pL.L™ de OEAT no transporte de tildpia do Nilo foi eficaz em reduzir a
perdadeionseaFV.

CONCLUSOES

O OEAT é eficaz como sedativo no transporte de tildpia do Nilo. A dosagem de
30 pL.L™* é recomendada em virtude de contribuir na manutencéo da qualidade da &gua
de transporte, reduzir as perdas idnicas de CI” e Na', inibir a elevagio de niveis

plasméticos de glicose e lactato e reduzir aFV dos individuos.
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CONSIDERACOESFINAISE IMPLICACOES

O uso do OEAT no sistema produtivo de tilapia do Nilo, em especia para mangjo
e transporte, demonstrou bons resultados na mitigacdo do estresse. O OEAT como
anestésico e sedativo demonstrou resultados satisfatérios comparados a outros produtos
utilizados para a mesma finalidade, evidenciando o potencial desta substéncia e seus

efeitos benéficos durante as etapas produtivas.

Os resultados do presente estudo contribuem para o0 desenvolvimento de novas
tecnologias e praticas relacionadas a tilapicultura, em virtude da importancia da espécie
para a piscicultura aliado aos novos conhecimentos a cerca da reducéo de estresse com o
uso do OEAT.

Portanto, uma vez comprovada a eficacia do OEAT, recomenda-se a utilizacdo de
300 pL.L™ de OEAT para anestesia em atividades de manipulacdo e 30 pL.L™ de
OEAT como sedativo adicionado a &gua de transporte paratilapia do Nilo.



