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RESUMO

O transporte de peixes na aquicultura € uma atividade indispensavel ao
sistema de produgdo, no entanto este manejo promove reagdes adversas ao
peixe ocasionando o estresse. Este estudo teve como objetivo avaliar a
influéncia do o6leo essencial de Lippia alba sobre respostas ao estresse de
surubim (Pseudoplatystoma sp) submetidos ao transporte em sacos plasticos
durante 4 horas. O delineamento experimental foi inteiramente casualisado
(DIC) constituido de diferentes doses de Lippia alba (0, 4, 8, 12, 16 mgL™") com
trés repeticées. Foram utilizados 150 juvenis de surubim Pseudoplatystoma sp
com peso 58,6 + 9,2g e 17,3 £ 1,4 cm. Foram realizadas coletas de sangue nos
peixes de cada tratamento (n=9), antes do transporte, depois do transporte,
24h e 48h apods transporte, para avaliagdo dos parametros hematoldgicos,
eletroliticos (Na, K), glicemia e cortisol. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia (P<0,05) e as médias quando significativas foram
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Os resultados n&o apresentaram
efeitos na diminuicdo do estresse, apesar de ter diminuido a movimentacao dos
peixes durante o transporte. As concentragdes utilizadas de Lippia alba
promoveu aumento dos niveis de glicose plasmaticos nos surubins, entretanto,
o cortisol, equilibrio eletrolitico e os indices hematologicos, ndo foram
alterados, demonstrando que o uso de Lippia alba independente da dose atuou
como agente estressor.

Palavras-chave: hematologia, cortisol, fisiologia, estresse, glicose, transporte
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ABSTRACT.-

The transport of fish in aquaculture is an essential practice however this
management promotes adverse reactions of fish, stress. This study evaluated
the influence of essential oil of Lippia alba on stress responses of catfish
(Pseudoplatystoma sp) submitted to transport in plastic bags for 4 hours. The
experimental design was completely randomized (DIC) consisting of different
concentrations of Lippia alba (0, 4, 8, 12, 16 mg L-1) with three replications. 150
juvenile catfish Pseudoplatystoma sp were used. Mean body weight and length
were 58.6 £+ 9.2g and 17.3 + 1.4 cm. Blood samples were taken in fish at the
times: before shipping, after transport, 24h and 48h after transport in all
treatments (n = 9) for evaluation of hematological, electrolytic (Na, K), plasma
glucose and cortisol. The results were submitted to analysis of variance (P
<0.05) and mean when significant were compared by Tukey test (P <0.05). The
results showed no effect on the reduction of stress, although it decreased fish
handling during transport. The concentrations used of Lippia alba promoted
increased plasma glucose levels in surubins, however, cortisol, electrolyte
balance and blood indexes, have not changed, demonstrating that the use of
Lippia alba independent of dose served as stressor.

Keywords: hematology, cortisol, physiology, stress, glucose, transport
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1. INTRODUCAO

A piscicultura brasileira dispde de uma grande diversidade de espécies com
potencial para criagdo, entre elas destaca-se o surubim (Pseudoplatystoma sp), por
ser uma espécie muita apreciada pela qualidade organoléptica de sua carne assim
como na pesca esportiva. Contudo, esta espécie passa por varias intervencdes de
manejo durante seu desenvolvimento nas pisciculturas, que provocam estresse,
deixando-0 mais susceptivel a doengas aumentando as taxas de mortalidade
(BEELEN et al., 2003).

Nos sistemas de criagao intensiva de peixes, estes sao expostos a alteragao
da qualidade da agua, ao manejo excessivo, ao transporte e ao adensamento, o que
pode causar estresse, trazendo consequéncia no desempenho produtivo, imunidade
e resisténcia a patdogenos (WENDELAAR BONGA, 1997)

O estresse é condicao fisiolégica a qual o equilibrio de determinado
organismo com o ambiente é quebrado por fatores extrinsecos ou intrinsecos,
podendo ser denominado estressor. Quando os peixes estdo a frente a um agente
estressor eles através do metabolismo respondem em reagcbes em cadeia. No
entanto, essa resposta pode ser deletéria a saude, quando seus mecanismos sao
forcados além de seus limites normais (BARTON e IWAMA, 1991).

O transporte dos peixes envolve captura, confinamento, manuseio e
adensamento sendo indispensavel na aquicultura, mas, o conhecimento das
respostas ao estresse no transporte é primordial para as praticas de manejo,
podendo reduzir a mortalidade pdés-transporte. Sendo assim, 0 uso de anestésico
pode promover o efeito mitigador do estresse em peixes (WENDEMEYER, 1996)

Na literatura alguns estudiosos reportam que anestésicos tem sido utilizados
como auxilio na diminuigdo do estresse, ja que reduzem a atividade muscular e o
metabolismo dos peixes diminuindo a injuria fisica, consumo de oxigénio e excregao
de metabdlicos téxicos. Geralmente ocorre a diminui¢cado da liberagao de cortisol, que
tem papel preponderante na inibicdo do estresse. As mudangas fisiologicas
causadas pelo estresse sao importantes para a elaboragdo de programas de manejo
na aquicultura (LIMA et.al, 2006).

Os anestésicos sao muito utilizados na piscicultura para diminuir facilitar o

manejo e algumas vezes diminuir mortalidade. Diversos produtos quimicos s&o
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utilizados como anestésico em peixes, sendo 0s mais comuns: a tricaina metano
sulfato, a quinaldina e o 2-fenoxietanol. Contudo, estes anestésicos s&o de
complexa obtencgao e apresentam alto custo (FACANHA e GOMES, 2005).

Logo, justifica-se a necessidade de procurar alternativas seguras para
procedimentos de anestesia de peixes no Brasil, auxiliando as autoridades
responsaveis por este tipo de regulamentagédo. O uso do dleo essencial do género
Lippia alba Mill em peixes pode ser uma alternativa viavel frente ao alto custo e
dificuldades de obteng¢ao dos produtos quimicos utilizados na aquicultura, por existir
relatos de sua agdo como sedativo, podendo ser utilizado com segurancga tanto para
a indugéo anestésica, manejo e transporte de peixes.

2 Estresse

O ambiente aquatico, sobretudo os utilizados para piscicultura, sofrem
mudangas drasticas nos parametros quimicos tais como: pH, oxigénio dissolvido,
concentragdao elevada de amoénia (COSTA et al.,, 2004), presenga de poluentes
organicos e inorganicos (CARVALHO e FERNANDES, 2006), assim como nos
agentes fisicos como o manuseio, alta densidade populacional, captura,
confinamento e transporte (URBINATI et al.,2004), sendo considerados como fatores
estressantes podendo afetar o metabolismo e o crescimento dos peixes
(WENDEMEYER, 1996).

O estresse pode ser definido basicamente como um estimulo que provoca
esfor¢co do organismo para enfrentar situacbes ameagadoras ocasionando alteragéo
no equilibrio interno do peixe. De acordo com alguns autores (Silveira, Logato e
Pontes, 2009; Galhardo e Oliveira, 2006), podemos considerar o estresse como uma
condigdo em que o animal é impossibilitado de manter um estagio fisiolégico normal
devido a fatores chamados estressores. Assim, estresse € um conjunto de respostas
nao especificas do organismo a situagbes que desequilibram a sua homeostase,
envolvendo o Sistema Nervoso Autbnomo, provocando um conjunto de respostas
comportamentais e fisioldgicas como agdo compensatoria ou adaptativa habilitando
0 animal a superar as ameacgas do ambiente (WENDEELAR-BONGA, 1997).
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Os agentes estressores podem ser classificados como de curta ou longa
duracao, podendo proporcionar diferentes intensidades. A exposi¢ao curta a esses
agressores podem produzir nos peixes uma resposta adaptativa, que restabelece o
equilibrio do organismo, contudo, se estiverem sujeitos a agentes de estresse
prolongados, a resposta pode tornar-se nao-adaptativa, trazendo consequéncias
para saude e bem-estar dos peixes (SILVEIRA, LOGATO e PONTES, 2009).

Dependendo da severidade do estressor, o0 organismo se torna disfuncional e
pode impactar a fisiologia do animal. O objetivo da adaptacdo ao estresse € a
realocacgao de energia para as atividades do aumento da demanda energética, como
reproducdo e crescimento, e em direcdo a atividades que requerem intensificacédo
para restaurar a homeostase, tais como respiragdo, locomogao, balango
hidromineral e reparagéo de tecidos. Tal dindmica pode reduzir consideravelmente o
desempenho do peixe, tanto durante a fase de reestabelecimento frente a um
estresse agudo, quanto no estresse crénico (SCHRECK, 1981; SCHRECK, 1990;
KEBUS et al., 1992; PANKHURSK e KRAAK, 1997; MOMMSEN et al., 1999).

O estresse ocasiona uma série de respostas denominadas Sindrome Geral de
adaptacao sendo classificadas em trés estagios: o primeiro estagio € uma reagao de
alarme, caracterizada como uma resposta rapida (luta ou fuga) ocasionando
alteracdes fisiologicas inicial ao estimulo a fim de compensar o disturbio. O segundo
estagio é a fase de resisténcia, onde o organismo adapta ao disturbio a fim de
recuperar a homeostase. Se o estresse persistir a longo prazo o organismo entra no
terceiro estagio considerado como exaustdo, onde a adaptagdo ndo pode ser mais
possivel (ABREU e URBINATI, 2006; LIMA, et al., 2006; OLIVEIRA e GALHARDO,
2007; GONCALVES, et al., 2008).

3 Processos do estresse

A resposta ao estresse envolve a ativagdo de dois eixos neuroenddcrinos,
hipotalamo-hipdfise-interrenal (HHI), que libera os corticosteroides (cortisol e
cortisona) e o eixo hipotalamo, sistema nervoso simpatico - células cromafins (HSC),
que libera catecolaminas (adrenalina, noradrenalina) como produtos. As agdes

destes horménios em diversos o6rgaos alvos, que estdo sob multiplo controle
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endodcrino, podem ocasionar alteragdes bioquimicas e fisiolégicas denominadas
respostas secundarias ao estresse (OBA, MARIANO e ROMAGUEIRA, 2009).

As respostas fisiologicas de estresse sao estimuladas em sistema de cascata,
desencadeando respostas em defesa do organismo, através da ativagdo do
hipotalamo, assim como do efeito do horménio adrenocorticotréfico (ACTH),
considerado com principal regulador da produgéo e secrecdo de cortisol. O ACTH é
secretado na hipdfise pelo hipotalamo via horménio liberador de corticotropina
(CRH), mediado pelo hormbnio melandcito estimulante (MSH) e, possivelmente, por
endorfina. Este horménio € liberado na corrente sanguinea e quando chega as
células inter-renais (do rim cefalico), estimula a producao e liberacdo de horménios
corticosterdides e, uma vez na corrente sanguinea, o hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH) atinge o tecido inter-renal, promovendo a liberagcdo do cortisol
(WEENDELAR-BONGA, 1997).

De acordo com Popp, (2006), a resposta ao estresse abrange a intensificagao
do eixo hipotalamico-pituitario-adrenal, estimulando o tecido adreno-cortical a
sintetizar e secretar glicocorticdides em maior quantidade, sendo estimulado em
respostas ao estresse (PICKERING, 1993). As branquias, o intestino e o figado sao
orgaos alvo do cortisol em peixes, esses orgaos refletem as principais agdes do
cortisol, ou seja, balango hidromineral e metabolismo energético (OBA, MARIANO e
ROMAGUEIRA, 2009).

De acordo com Wedeelar Bonga (1997) em todos os grupos de vertebrados,
as catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) sao liberadas na circulagdo sob
condigbes que requerem um incremento no transporte de oxigénio do sangue e a
mobilizacdo de substratos energéticos Por outro lado em peixes, as células
cromafins sdo o 6rgdo homologo a medula adrenal dos mamiferos e sé&o a principal
fonte das catecolaminas circulantes, podendo ocorrer espalhadas ou em pequenos
ajuntamentos na porgao cranial do rim. Desse modo, diferente dos mamiferos, uma
quantidade significativa de catecolaminas circulantes, em particular de
noradrenalinas, advém de uma secre¢cdao dos nervos simpaticos, sendo esse
processo restrito aos peixes, podendo ser divididas em trés categorias, primarias,
secundarias e terciarias (SILVEIRA, LOGATO E PONTES, 2009).
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4 Tipos de resposta ao estresse

4.1 Resposta Primaria

Faz-se fundamental para o estudo de estresse do peixe sua distingado entre os
tipos de resposta primaria, secundaria e terciaria (Pickering, 1987; Pickering e
Pottinger, 1995; Barton, 2002).

A resposta primaria ou reagao de alarme, incluindo a reagado neuroenddcrina,
sdo hormonais, detectadas através dos O6rgaos sensoriais que chegam ao
hipotalamo estimulando a liberagdo de corticotropinas sendo caracterizada pelo
aumento dos hormodnios corticosteroides (cortisol), no sangue principalmente das
células inter-renais. A concentragdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina)
das células cromafins da medula supra-renal tem como funcao estimular a hidrélise
de reserva de glicogénio no figado, aumentando os batimentos cardiacos e os niveis
de glicose no sangue bem como a diminuigdo da proteina muscular (CARNEIRO e
URBINATE, 2001).

Na corrente sanguinea os niveis de catecolaminas se elevam rapidamente e
sdo distribuidos por todo o organismo, dando inicio aos efeitos secundarios
induzindo a varias alteragbes metabdlicas, incluindo os niveis de glicose, cortisol,
hematoldgicos (hematdcritos, eritrocitos e hemoglobinas) (MARIANO, 2006) e
osmorregulatorias (eletrélitos) (MAZEAUD e MAZEAUD, 1981).

Segundo Nolan, (2000) e Castro e Fernandes, (2009), a elevagao da perfusédo
branquial ocorre devido ao aumento das catecolaminas no sangue, ocasionando a
perda de ions para o meio externo, levando a um desequilibrio idnico. As
catecolaminas também estimulam a glicogendlise (conversdo de glicogénio em
glicose realizada no figado), levando a uma hiperglicemia, disponibilizando energia
para o organismo fugir ou se adaptar as novas condi¢bes ambientais, sendo
considerado que o estresse pode induzir o aumento de glicose plasmatica no
sangue em resposta a estimulos adversos (BARCELLOS et al.,2003).

O aumento da glicose, considerado hiperglicemia, esta relacionada ao
estresse sendo mediada principalmente pelos efeitos das catecolaminas (Barton e

Iwama, 1991) e da liberagédo de glicose hepatica, o principal carboidrato reserva do
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peixe. Existem evidéncias para o envolvimento de catecolaminas na mobilizagcado de
acidos graxos livres, que sdo importantes fontes de energia para o peixe (VAN DER
BOON et al., 1991; PICKERING e POTTINGER, 1995). A glicose plasmatica é
utilizada como um dos indicadores mais importantes, juntamente com o cortisol para
diagnosticar o estresse nos peixes (WEDEMEYER, 1996).

Para o corticosteroide (cortisol) estudos tem demonstrado que ele contribui
para a regulacédo das vias da gliconeogenese e glicogénese. Uma das fungdes do
cortisol durante o estresse € suprir a demanda energética dos peixes, no entanto,
deprime o sistema imunologico. Assim, embora os corticosterdides tenham acéo
antiinflamatoria, inibem o aumento da permeabilidade vascular e a migracdo de
leucdcitos para a regiao lesionada (BAGLIOLI, 2008).

Os trés 6rgaos mais afetados pelo cortisol sdo: as branquias, intestino e
figado, pois refletem sobre os horménios que controlam do balan¢o hidromineral e
do metabolismo energético nos peixes. Sua atuagdo ocorre nos receptores
intracelulares, os mineralocorticoides e glicocorticéides. Sua atuagdo sobre os
mineralocorticdides esta relacionada a regulacdo osmotica e ibnica estimulando a
diferenciagao de células de cloreto nas branquias e elevando a atividade da bomba
de sédio-potassio, que tem como principal fungcao o transporte ativo dos ions sédio e
cloreto. Em sua fungdo como glicocorticoide, o cortisol estimula a glicogendlise e a
gliconeogenese, contribuindo para a perda de peso no estresse cronico,
influenciando no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios (FILHO e
FIORUCCI, 2005).

Durante o estresse, o cortisol tem a fungdo de suprir a demanda energética,
no entanto, pode afetar a imunidade do peixe. O efeito catabdlico do cortisol no
estresse cronico é considerado responsavel pelo crescimento do peixe, estimulando
a liberacdo do horménio de crescimento (GH), sendo secretado pela glandula
pituitaria, sendo inibida pelos peixes em condi¢des de estresse (PICKERING, 1993).

Devido a exposicdo a agentes estressores, uma das respostas mais
perceptiveis do peixe € a cessagao da alimentagado, influenciada por efeitos
catabolicos das catecolaminas e corticosterdides sobre as reservas energéticas,
resultando na diminuicdo do crescimento nos peixes estressados. Essa reducao
acontece devido ao cortisol exercer funcdo inibitéria sobre a sintese protéica
podendo ser utilizado como indicador de crescimento somatico (OBA, MARIANO,
ROMAGUEIRA, 2009).
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Vale ressaltar que quando o peixe € exposto a agentes estressores
repetidamente ou cronicamente, o nivel de cortisol se mantém elevado durante
varios dias ou até mesmo semanas, levando uma redug¢do em numero ou na
sensibilidade dos receptores de cortisol nos tecidos dos peixes, apresentando

consequéncia frente a outros agentes estressores (JOBLING, 1994).

4.2 Resposta Secundaria

A resposta secundaria é considerada uma fase de resisténcia ou adaptagao
do peixe, frente ao aumento dos niveis de catecolaminas e corticosterdides,
incluindo varias alteragées na taxa de circulagdo de outros hormdnios (pituitaria e
tiredide), reconversdo de neurotransmissores cerebrais, elevacdo da taxa
cardiorrespiratoria e mobilizagdo de energia (CARNEIRO, 2001).

Os efeitos metabdlicos incluem hiperglicemia, hiperlactacemia, depleg¢ao das
reservas glicogénicas, lipdlise e inibicdo da sintese protéica. Um aumento do
catabolismo de proteinas musculares e alteracbes nos niveis plasmaticos de
aminoacidos, acidos graxos livres, colesterol, deplecdo das reservas de acido
ascorbico, principalmente no tecido inter-renal podem ocorrer na resposta
secundaria (PICKERING, 1993; PICKERING e POTTINGER, 1995; MILLIGAN,
2003).

As catecolaminas podem causar disturbios osmorregulatérios resultantes da
diurese e perda de eletrdlitos sanguineos, bem como mudangas hematoldgicas,
tanto nos glébulos vermelhos, quanto nos gldbulos brancos podendo resultar em
leucopenia, ocasionar a hemodiluicdo ou hemoconcentracdo sobre o sistema
cardiovascular, aumentar o fluxo sanguineo, a perfusdo braquial, assim como a
capacidade de transportar oxigénio no sangue (McDONALD e MILLIGAN, 1997). No
entanto, o cortisol estimula o transporte ibnico presente nas branquias € nos rins
elevando os niveis de eletrdlitos no meio hipotonico e hipertdnico (CECH et
al.,1996).

Os fluidos corporais devem ser monitorados o tempo todo, sendo dificil
identificar o momento exato em que o efeito causado por um estimulo pode afetar a

condigao normal do peixe, no entanto, os efeitos na regulagdo osmatica e eletrolitica
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sdo aparentes e a saude do peixe apresenta comprometida (McDONALD e

MILLIGAN, 1997).
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(1997).

4.3 Resposta Terciaria

A resposta terciaria se caracteriza como uma fase de exaustdo, quando os

agentes estressores se tornam crdnicos, comprometendo o desempenho, causando
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mudangas no comportamento e susceptibilidade a doengas, alterando o sistema
imunologico dos peixes, podendo levar a morte (COSTA et al.,2004).

5 Sistema Imune, Células e Fungdes em peixes.

O sistema imunologico dos peixes é dividido em inato (ndo especifico) e
adaptativo (especifico). O sistema inato fornece a primeira linha de defesa, que
consiste em impedir que os microrganismos tenham acesso aos organismos
hospedeiro podendo elimina-los ou bloquea-los, prevenindo uma infecgdo. Ja o
mecanismo adaptativo depende da atividade dos linfocitos T e B, atuando na
producao de imunoglobulinas especificas, atividade citotoxica e imunomodulagao
viam citocinas, sendo eficientes contra infeccdo (MCGUINESS, et al., 2003;
MEDZIHITOV, 2007)

Existem diferentes células de leucécitos descritos em peixes teledsteos sendo
caracterizadas morfologicamente como: neutrofilos, mondcitos, células B,
eosindfilos, plasmacitos, células T e células “natural killer” (WHITE, 2007).

Pesquisas tém demonstrado que todos os tipos de leucdcitos contribuem para
a defesa do hospedeiro, podendo demonstrar trés papeis importantes: os dois
primeiros sdo os neutrofilos, juntamente com os mondcitos e macrofagos que atuam
digerindo as bactérias, restos celulares. Estas células sdo consideradas células
fagociticas, realizando varias outras fungbes coletivamente na reagédo protetora
conhecida como resposta imunoldgica (PARSLOW, 2004; BARTON, et al, 2000).

Os fagocitos s&o as células primordiais do mecanismo celular ndo especifico,
sendo que, as células fagociticas dos peixes sdo capazes de matar as bactérias por
gerarem anion de peroxido, peréxido de hidrogénio e radicais livres (BRANDAO et.
al., 2006).

As analises hematoldgicas séo utilizadas na avaliagdo da saude de peixes,
podendo detectar mudancgas fisioldgicas ocorridas apds fatores de estresse como
alteracdo na qualidade da agua, manejo e transporte (BALDISSEROTO et. al.,
2008). O perfil hematolégico é de extrema importéncia no diagnostico de doengas
em peixes, frente a agentes estressores. Desse modo, as respostas fisiologicas
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podem ser avaliadas por meio de indicadores como cortisol, lactato, glicose e
hematdcrito durante o transporte (BRANDAO et. al., 2006).

6 Transporte

O transporte de peixe € uma pratica comum nas pisciculturas, expondo os
peixes a diversos fatores adversos, ocasionando alteragdes metabdlicas, hormonais,
ibnicas e hematoldgicas, caracterizando o estresse (WURTS, 1995). Se medidas
adequadas e algumas precaugdes forem tomadas como os parametros do controle
da qualidade da agua (oxigénio dissolvido, temperatura, pH, amdnia, diéxido de
carbono) (Emata, 2000; Ross e Ross, 2008) e uma densidade apropriada de peixes
acondicionados, pode-se reduzir a mortalidade de peixes durante o transporte
(CARNEIRO e URBINATI, 2002).

A toleréncia dos peixes durante o transporte esta relacionada a habilidade dos
peixes em adaptar-se a situagdes adversas, incluindo a captura, manuseio,
carregamento e transporte, tornando o peixe susceptivel a doengas (CARNEIRO,
2001).

De acordo com TAKAHASHI (2000), o transporte de peixe € inevitavel, no
entanto, existem protocolos a serem seguidos para reduzir o estresse. Alguns
elementos contribuem na diminuicdo do estresse durante o transporte, como a
utilizagcao de anestésicos (INOUE, 2004).

7 Anestésicos para peixes derivados de plantas

Os anestésicos sao utilizados na piscicultura com objetivo de facilitar o
manejo e diminuir a mortalidade dos peixes. Diversos produtos quimicos sao
utilizados como anestésicos em peixes, sendo a tricaina metanosulfato, a quinaldina
e o 2-fenoxietanol (GIMBO, 2008).

Algumas substancias quimicas podem causar perda de muco, irritagdo da
brénquia e danos da cornea, como € o caso da benzocaina (ethyil-paminobenzoato)
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e o fenoxietanol (Inoue et. al., 2003) e podem ocasionar danos aos manipuladores e
ao meio ambiente. No entanto, a busca por anestésicos de origem natural é
estudada com intuito de viabilizar o manejo, diminuicdo da toxidade aos
manipuladores, enfim eficacia e praticidade no uso (AZIBA, BASS e ELEGBE, 1999)

A escolha do anestésico a ser utilizado no manejo e transporte na piscicultura
deve seguir as seguintes recomendagdes: permitir duragado razoavel de exposi¢ao;
produzir anestesia em trés minutos ou menos e recuperagdo em menos que Cinco;
nao apresentar toxicidade aos peixes durante o tratamento; nao apresentar
problema de seguranga para mamiferos; produzir pouco residuo, apos periodo de
depuragao de uma hora ou menos e ter custo acessivel (ROSS; ROSS, 2008).

A espécie Lippia Alba é conhecida como erva cidreira, incluindo
aproximadamente 200 espécies de pequenos arbustos, medindo até dois metros de
altura, com ramos finos de tonalidade branca, folhas variaveis e flores pequenas
reunidas em inflorescéncias capituliformes pertencente a familia Verbanecea
(MATOS, 2000). Sua produgao de biomassa e Oleo essencial é autentica e
apresenta importancia farmacolégica, sendo utilizado nos programas de fitoterapia.
A espécie é amplamente utilizada no Brasil devido as qualidades sedativas,
espasmolitica suave, analgésica, ansiolitica e levemente expectorante (MATTOS et.
al., 2007).

O nome popular “cidreira”, € empregado no Brasil com intuito de mencionar
espécies aromaticas de varias familias boténicas, entre elas a Lippia alba. Os
aromas estdo incluidos devido aos constituintes quimicos como as misturas
complexas de sustancias volateis lipofilicas. A composicdo e concentracido dos
constituintes do 6leo essencial é o resultado dos muitos processos metabdlicos que
ocorrem na planta (MATTOS et al., 2007), os quais podem variar em fungdo das
relagbes ecologicas da espécie com o meio, mudando continuamente com o tempo
e o0 espacgo (CASTRO et al., 2004).

Varios fatores ambientais podem influenciar o cultivo e a composicéo do dleo,
devido a uma enorme variabilidade em relagdo a composi¢cao quimica dentro da
espécie. Hennebelle et al. (2008) observaram ocorréncia de sete componentes
(quimiotipos) na espécie da erva-cidreira, cuja variabilidade foi identificada a partir
do diagndstico dos constituintes majoritarios do éleo essencial.

Dentre os metabdlitos secundarios da Lippia alba estdo os flavonoides,

taninos, terpendides, fenilpropanodides, geniposideos (iridoides), saponinas
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triterpénicas, agucares, resinas e mucilagens. Enquanto entre os componentes do
Oleo essencial estdo os monoterpendides e os sesquiterpendides (AGUIAR e
COSTA, 2005).

Devido ao seu potencial farmacoldgico, pode ser classificada em diferentes
quimiotipos |, Il e lll, apresentando variagbes morfolégicas encontradas de acordo
com a distribuicdo geografica. Alguns estudos demonstram que, quando expostos ao
mesmo ambiente, os quimiotipos conservam suas diferengas quimicas e
morfolégicas que em grande parte € controlada geneticamente (VAL et al., 2006).

O dleo essencial de Lippia alba tem como componentes majoritarios o citral, a
carvona e o linalol, constituintes estes que s&do empregados como analgésico,
sedativo e ansiolitico, assim como mucolitico e antimicrobiano (PASCUAL et al.,
2001; LORENZI, 2002).

Com base nessas informagdes, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
influéncia sobre as respostas fisiolégicas de surubim (Pseudoplatystoma sp)

submetidos ao transporte do 6leo essencial de Lippia alba Mill.
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8 HIPOTESE

O dleo essencial de Lippia alba Mill pode diminuir as respostas de estresse de

alevinos de surubim (Pseudoplastystoma sp) submetidos ao transporte.
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9 OBJETIVOS

9.1 Objetivo Geral

Avaliar a agao de diferentes concentragdes do 6leo essencial de Lippia alba

Mill no transporte de alevinos de surubim (Pseudoplastystoma sp).

9.2 Objetivo Especifico

e Verificar a concentracdo necessaria de 6leo essencial de Lippia alba
Mill no transporte de alevinos de surubim (Pseudoplastystoma sp);

e Verificar o efeito do éleo essencial de Lippia alba Mill sobre perfil
hematoldgico;

e Verificar o efeito do 6leo essencial de Lippia alba Mill sobre o perfil
bioquimico;

e Verificar o efeito do 6leo essencial de Lippia alba Mill sobre o perfil

ibnico;
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CAPITULO UNICO

Influéncia do dleo essencial de Lippia alba sobre respostas ao estresse de surubim
(Pseudoplatystoma sp) submetidos ao transportel
Essential oil of Lippia alba influence on stress responses of catfish ( Pseudoplatystoma sp )
submitted to transport

Vanessa Menegatti Marcondes?, Tarcila Silva Castro?, Edsandra Chagass,Juliana Rosa Carrijo
Mauad3, Marcia Regina Russo3

ABSTRACT.- Vanessa Menegatti Marcondes, Tarcila Silva Castro , Edsandra C. Chagas, Marcia R.
Russo 2014. [Essential oil of Lippia alba influence on stress responses of catfish (
Pseudoplatystoma sp ) submitted to transport] Influéncia do 6leo essencial de Lippia alba
sobre respostas ao estresse de surubim (Pseudoplatystoma sp) submetidos ao transporte
Pesquisa  Veterindria  Brasileira  00(0):00-00.  Universidade Federal da Grande
Dourados,Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais., Rodovia Dourados - Itahum, Km 12,
CEP: 79804-970 - Dourados, MS - Brasil - Caixa-postal: 533,
vanessamenegattimarcondes@yahoo.com.br.

The transport of fish in aquaculture is an essential practice however this management promotes adverse
reactions of fish, stress. This study evaluated the influence of essential oil of Lippia alba on stress
responses of catfish (Pseudoplatystoma sp) submitted to transport in plastic bags for 4 hours. The
experimental design was completely randomized (DIC) consisting of different concentrations of Lippia
alba (0, 4, 8, 12, 16 mg L-1) with three replications. 150 juvenile catfish Pseudoplatystoma sp were used.
Mean body weight and length were 58.6 + 9.2g and 17.3 + 1.4 cm. Blood samples were taken in fish at the
times: before shipping, after transport, 24h and 48h after transport in all treatments (n = 9) for evaluation
of hematological, electrolytic (Na, K), plasma glucose and cortisol. The results were submitted to analysis
of variance (P <0.05) and mean when significant were compared by Tukey test (P <0.05). The results
showed no effect on the reduction of stress, although it decreased fish handling during transport. The
concentrations used of Lippia alba promoted increased plasma glucose levels in surubins, however,
cortisol, electrolyte balance and blood indexes, have not changed, demonstrating that the use of Lippia
alba independent of dose served as stressor.

INDEX TERMS: hematology, cortisol, physiology, stress, glucose, transport

RESUMO: 0 transporte de peixes na aquicultura é uma atividade indispensavel ao sistema de produgio,
no entanto este manejo promove reagoes adversas ao peixe ocasionando o estresse. Este estudo teve como
objetivo avaliar a influéncia do 6leo essencial de Lippia alba sobre respostas ao estresse de surubim
(Pseudoplatystoma sp) submetidos ao transporte em sacos plasticos durante 4 horas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualisado (DIC) constituido de diferentes doses de Lippia alba (0, 4, 8, 12,
16 mgL1) com trés repeti¢cdes. Foram utilizados 150 juvenis de surubim Pseudoplatystoma sp com peso
58,6 £9,2g e 17,3 + 1,4 cm. Foram realizadas coletas de sangue nos peixes de cada tratamento (n=9), antes
do transporte, depois do transporte, 24h e 48h apés transporte, para avaliacio dos parametros
hematolégicos, eletroliticos (Na, K), glicemia e cortisol. Os resultados foram submetidos a andlise de
variancia (P<0,05) e as médias quando significativas foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Os
resultados ndo apresentaram efeitos na diminui¢cdo do estresse, apesar de ter diminuido a movimentag¢ao
dos peixes durante o transporte. As concentra¢des utilizadas de Lippia alba promoveu aumento dos niveis
de glicose plasmaticos nos surubins, entretanto, o cortisol, equilibrio eletrolitico e os indices
hematolégicos, ndo foram alterados, demonstrando que o uso de Lippia alba independente da dose atuou
como agente estressor.
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TERMO DE INDEXA(;AO: hematologia, cortisol, fisiologia, estresse, glicose, transporte
INTRODUCAO

Os peixes do género Pseudoplatystoma compreendem os maiores peixes da familia Pimelodidae
sdo encontrados nas principais bacias hidrograficas sul-americanas, como a Amazdnica, a do Prata e do
Paraguai (Buitrago-Suarez e Burr, 2007). Dentre as espécies utilizadas na piscicultura, destaca-se o
surubim pelo seu valor de mercado (Sanchez et al.,, 2014). No entanto, devido seu habito carnivoro ha
limitagdes de fases iniciais pelo canibalismo elevado. Especificamente no Estado de Mato Grosso do Sul, a
producdo desses bagres esta representada pelo chamado surubim hibrido, fruto do cruzamento de fémeas
do cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) com machos do pintado (Pseudoplatystoma corruscans)
(Crepaldi et al., 2006; Silva et al. 2013). Embora haja poucos estudos a respeito de suas vantagens em
relacdo as espécies puras, tem sido os bagres mais produzidos no Estado.

0 sistema de producdo intensiva gera situagdes de estresse, as quais podem afetar o bem-estar e o
sistema imunolégico, ocasionando doencas e comprometendo a sobrevivéncia, (Inoue & Moraes, 2006). As
respostas de estresse dividem-se em trés estagios: primaria, secundaria e terciaria. As respostas primarias
sdo as hormonais (catecolaminas e cortisol) as secundarias sdo as mudang¢as em parametros como glicose
e fons no sangue e parametros hematolégicos, e as terciarias estio relacionadas ao comprometimento do
desenvolvimento e reproducdo, as mudancas no desempenho e o aumento da susceptibilidade a doengas
(Wendelaar Bonga, 1997).

Das diversas praticas de manejo efetuadas durante o cultivo, o transporte, quando realizado de
maneira inadequada, pode promover mudanc¢as na homeostasia dos peixes reduzindo a sobrevivéncia
pos-transporte, ocasionando doengas e mortalidade dos peixes (Inoue et al., 2010). Sendo o manejo
inevitavel no processo produtivo, o transporte envolve o uso de sacos plasticos de alta densidade,
expondo os peixes a uma série de estimulos que desencadeiam respostas fisiolégicas de adaptacio. Este
sistema tem suas limitag¢des, tais como um finito suprimento de oxigénio e o acimulo de amdnia e didxido
de carbono (Golombieski et al, 2003; Carneiro et al, 2009; Becker et al., 2012). Por essa razdo, os
piscicultores adicionam oxigénio puro aos sacos plasticos antes do transporte, o que pode causar
variagdes nos niveis de oxigénio dissolvido, deple¢do da taxa metabdlica, provocando rearranjo do fluxo
sanguineo e levando os peixes a usarem métodos mais eficazes de producdo de energia (Nilsson e
Renshaw, 2004). Desta forma, o uso de anestésicos parece facilitar e diminuir os efeitos estressantes do
transporte, ja que os peixes movimentam-se menos nas embalagens e consumiram menos oxigénio e
excretariam menos, diminuindo as chances de insucesso (Simdes et al., 2012).

0 uso de anestésicos no manejo de peixes deve promover, se utilizado em concentragdes
adequadas, a anestesia (imobiliza¢do) ou sedacao eficiente, assim como a recuperacao dos animais. Pois,
caso os peixes sejam expostos aos anestésicos em concentracbes muito elevadas e por tempo muito
prolongado, o anestésico pode ser ainda mais prejudicial que a auséncia do uso de qualquer produto. Ou
seja, o proprio anestésico pode causar mortalidade (Iwama e Ackerman, 1994). Assim, o efeito dos
anestésicos como redutor de estresse em peixes é controverso, uma vez que respostas ao proprio
anestésico tém sido observadas em peixes expostos a Tricaina Metano Sulfonato (MS 222), 6leo de cravo,
metomidato, benzocaina, gas carbonico e fenoxietanol (Iversen et al., 2003; Pirhonen e Schreck, 2003;
Wagner et al., 2003).

No Brasil sdo utilizados diversos anestésicos quimicos no manejo de peixes tais como: a tricaina
metano sulfato (MS-222), sulfato de quinaldina, benzocaina entre outros. No entanto, estes anestésicos
podem ocasionar efeitos colaterais nos peixes, como perda de muco, irritacio das branquias e olhos
(Inoue; Santos Neto; Moraes, 2003.), com isso, anestésicos naturais, extraidos de plantas, podem ser
utilizados na substituicao destes produtos por serem menos residuais e agressivos, além de apresentarem
baixa toxicidade (Inoue, et al., 2011).

A erva-cidreira [Lippia alba (Mill.) N. E. Brown] é uma planta de importancia farmacolégica, com
ampla utilizacdo nos programas de fitoterapia. A espécie é largamente utilizada no Brasil devido as
propriedades calmante, espasmolitica suave, analgésica, sedativa, ansiolitica e levemente expectorante em
seres humanos. Em vista disto, foi estudado o efeito do 6leo essencial de Lippia alba (Mill) NE
(Verbenaceae) como anestésico em jundiads (Rhamdia quelem) (Cunha et al., 2010; Heldwein et al,, 2012) e
cavalo-marinho delgado Hippocampus reidi na 4gua de transporte. Seus resultados demonstraram eficacia
na diminuicdo dos niveis de cortisol e glicose plasmaticos apds o transporte e estresse de manejo. (Cunha,
etal, 2011).

Apesar da difusdo do uso de saco plastico para o transporte de peixes, as mudangas na qualidade
de agua associadas ao tempo de permanéncia neste recipiente podem promover alteragdes fisiologicas
deletérias levando ao peixe a 6bito. Com isso a utilizagdo de substancias mitigadoras de efeito de estresse
pode ser uma alternativa para o transporte de peixe. Neste cendrio destaca-se a 6leo essencial de Lippia
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Alba pelo seu baixo custo, facil acesso e baixa toxicidade (Azambuja et al, 2011; Cunha et al, 2011; Becker
etal, 2012).

Com base nestas informacdes, o objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas fisiologicas de
alevinos do surubim hibrido (Pseudoplatystoma sp) submetidos ao transporte com diferentes
concentragdes de 6leo essencial de Lippia alba Mill.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Piscicultura da Embrapa Agropecuaria
Oeste - Dourados-MS. Foram utilizados 150 juvenis de surubim hibrido (Pseudoplatystoma sp) com peso
58,6 £ 9,2g e comprimento 17,3 * 1,4 cm, adquiridos em uma piscicultura comercial na cidade de Terenos-
MS. O 6leo essencial de Lippia alba foi cedido pelo Laboratério de Plantas Medicinais da Embrapa
Amazdnia Ocidental.

Antes do transporte os peixes permaneceram em jejum vinte e quatro horas. Para o
acondicionamento dos peixes foram utilizados 15 sacos plasticos de alta densidade com capacidade de
60L supridos com 20L de agua, e posteriormente colocados 10 peixes em cada saco e adicionadas solug¢des
de Lippia alba, sendo quatro tratamentos e um grupo controle: 0, 4, 8, 12 e 16 mg L. Os sacos foram
identificados de acordo com a solugido adicionada, sendo 3 sacos (triplicata) adicionados a mesma
concentra¢do da solucdo de Lippia alba. Foi adicionado oxigénio puro e os sacos foram imediatamente
lacrados. A solugdo de Lippia alba foi preparada de acordo com as diferentes doses e a densidade do 6leo
de 1g/mlL, sendo 5 mL diluidos em 100 mL de etanol absoluto resultando numa solucdo “mae” contendo
aproximadamente 50 mg de 6leo para cada ml de etanol - 50 mg L)

O transporte foi realizado em rodovia durante 4 horas. Durante o experimento foram realizadas
quatro coletas de sangue: na piscicultura antes do transporte (AT),; ap6s 04h horas de transporte (logo
apds a abertura do saco de transporte); 24h e 48h apés o transporte (DT).

Logo apds o término do transporte, os peixes foram acondicionados em caixas d’agua de 350
litros e aeragdo constante para a realizacdo dos testes de cada concentragdo. Os tanques experimentais
foram numerados aleatoriamente em quatro tratamentos com trés repeticdes cada, sendo: concentragao
0, estresse de transporte sem nenhum 6leo diluido na 4gua 1) estresse de transporte sob concentracdo 4
mg L1; 2) estresse de transporte sob concentragdo 8 mg L1; 3) estresse de transporte sob concentracio
12 mg L1 e 4) estresse de transporte sob concentracdo 16 mg L . Ao longo do experimento foram
realizadas quatro coletas de 9 animais de cada tratamento: a) antes do transporte, b) ap6s 4 h de
transporte c) apés 24 h e d) ap6s 48 h.

Para as medidas dos parametros bioquimicos em cada tratamento foram coletados 3 peixes por
caixa, sendo esses sacrificados de forma instantianea por depressao cerebral (Canadian Council on Animal
Care - CCAC, 2003). A cada tempo de coleta (AT; DT; 24 h e 48H) foram coletadas amostras de sangue
mediante a pungio de vasos caudais com o auxilio de seringas de 3 ml e agulha 25x0,7, sem a presenca de
anticoagulante, nos momentos antes do transporte (AT), depois do transporte (DT; logo apds a abertura
do saco de transporte) e 24 e 48 horas depois do transporte (24DT e 48DT); O sangue foi centrifugado a
12000g por 3 minutos para obtenc¢do de soro.

Das amostras de soro foram avaliadas a glicose plasmatica pelo método enzimatico (Tavares-Dias
e Moraes, 2004), utilizando-se o reagente comercial Glicose PAP Liquiform cat. 84 da Labtest
Diagnoéstica®, Lagoa Santa- MG; o cortisol, pela técnica de Quimiluminescéncias (Eduards, 1999) e os
niveis eletroliticos através de aparelho automatizado fons Eletrélitos WE-300 (Fernandes e Kubota,
2001).

Os parametros hematoldgicos determinados foram: hematécrito (Ht), a concentracdo de
hemoglobina (Hb) e o ndmero de eritrécitos. Para determinagdo do ntimero de eritrécitos foi utilizado o
hemocitdometro (cdmara de Neubauer), com diluicio em pipetas de Thomas. O liquido de Hayen foi
utilizado como diluente para contagem de eritrdcitos. A determinacdo do hematécrito foi obtida
utilizando-se uma centrifuga de microhematdcrito (Fanem modelo 210 IEC®) e a leitura feita em cartio a
do fabricante, de acordo com Mello (2005). A concentracdo de hemoglobina foi determinada pelo método
de cianometahemoglobina, empregando-se o liquido de Drabkin (Doles®) e a leitura realizada em
espectrofotdmetro (Espectrophotometer digital UV-VIS,Coleman 395-D®). As constantes corpusculares,
como o volume corpuscular médio (VCM), a hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram calculadas utilizando-se os resultados determinados na
série vermelha, conforme Birgel (1982) e Mello(2005).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey para comparagao das médias, com adogao do nivel de confianca (p<0,05)



37

(Graph Pad Instat Version 3.0, win 95/NT, 1997). A andlise de variancia foi feita a partir das medidas
repetidas no tempo para verificagdo das respostas metabdlicas do surubim ao longo do experimento.

Durante os ensaios foram monitorados os parametros de qualidade de 4gua antes do transporte e
apos o transporte (4 horas), sendo a temperatura, oxigénio dissolvido, potencial hidrogenionico (pH),
condutividade elétrica, com o multiparametro US50 HORIBA, e a amonia total pelo método de endofenol
(alfa Kit), pelo método descrito por Golterman et. al, 1978.

RESULTADOS

Nao foram observadas mortalidade dos peixes em qualquer tratamento ao longo do transporte e
pos transporte. Apds o periodo de transporte os niveis de cortisol ndo foram alterados entre as diferentes
concentra¢des de tratamento (Figura 2A). Apés 04h de transporte, a concentracdo basal de glicose
plasmatica em torno de 58 mg/dL, aumentou para 70 mg/dL em todos os grupos amostrados, com retorno
aos valores basais apds 24h e 48h (Figura 3B e 4B). O cortisol plasmatico nos peixes submetidos a 04h de
transporte aumentou de aproximadamente 3,3 pg/dL (antes do transporte) para 6,5 pg/Dl ap6s 4 horas
de transporte, independentemente da presenca de Lippia alba. (Figura 2A). Apds 24h e 48h nao houve
alteracdo de cortisol, mantendo-se semelhantes ao controle (Figura 3A e 44A).

Nao foram observadas altera¢des nos parametros eletroliticos e nos indices hematolégicos dos
alevinos de surubim submetidos a diferentes doses de 6leo da Lippia alba no transporte, mostrando
resultados semelhantes aos do controle (Quadro 1).

A temperatura da dgua variou pouco durante o experimento, sendo a média de 25,8+0,12C. Os
teores de aménia 11,4+6,3mg/L, oxigénio dissolvido 12,9+3,2 mg/L e pH 5,9+0,2 apresentaram elevados
apos 4 horas de transporte, independente da presenca de Lippia alba Mill. (Quadro 2).

DISCUSSAO

Geralmente, anestésicos causam uma depressdo do centro sistema nervoso pela interrup¢do do
potencial de acdo dos axdnios, liberagcdo de neurotransmissores, a excitabilidade da membrana ou uma
combinac¢do de todas estas a¢des (Ross e Ross, 2008). No entanto, no presente estudo, o uso de 6leo
essencial de Lippia alba Mill, independente da concentracdo, aumentou os niveis de glicose plasmaticos e
manteve normal os niveis de cortisol nos alevinos de surubim. As reagdes fisioldgicas ao estresse podem
perder seu valor adaptativo e tornar-se disfuncional, acarretando danos permanentes a sua saude e bem-
estar (Davis, 2006). Tal dinamica pode reduzir consideravelmente a capacidade de desempenho do peixe
tanto durante a fase de reestabelecimento tanto frente a um estresse agudo quanto ao estresse crénico
(Mommsen et al,, 1999).

Apoés a percepg¢do de um estimulo adverso pelo sistema nervoso central, catecolaminas e cortisol
sdo liberados na corrente sanguinea. Estudos em estresse de peixes associam o aumento das
concentragdes do cortisol em resposta a estimulos adversos (Barton, 1997), estabelecendo-se assim a
importancia do eixo hipotadlamo-pituitaria-inter-renal na dindmica e controle das alteragdes fisiologicas
do estresse, o qual os peixes experimentam frente a diversos fatores adversos (Mommsen et al., 1999).
Mazeaud et al. (1977) classificou as respostas de estresse em primarias, secundarias e terciarias, sendo as
primadrias os efeitos que ocorrem no sistema enddcrino, e as secunddrias as alteracdes metabdlicas e
osmorregulatérias. Dessa forma, os peixes ao perceberem diferentes estressores através do sistema
nervoso central desencadeiam as reacgoes fisiolégicas ao estresse, primeiramente em nivel hormonal pela
liberacdo na corrente sanguinea das catecolaminas (aumentando a frequéncia cardiaca e respiratéria) e
do cortisol pelas células cromafins e inter-renais, respectivamente. Logo, as relacdes entre os efeitos
fisiolégicos de determinado estressor e o aumento da concentragdo do cortisol plasmatico quantificam a
intensidade do estresse, que estudado em conjunto com as respostas secundarias como a hiperglicemia, é
interpretada como a solicitacdo de energia extra pelo organismo (principalmente por glicogenoélise das
reservas musculares e hepaticas), para que o possa se adaptar a determinada condi¢do adversa (Hattingh,
1976).

A concentracgido de cortisol plasmatico tem como caracteristicas em peixes que sofrem estresse
cronico a elevagdo dos seus niveis podem permanecer elevada por longos periodos, no entanto em
situacdes de estresse agudo os valores basais retornam em aproximadamente 6 horas (Wendeelar-Bonga,
1997). Estudos demonstraram que a resposta de juvenis de surubim Pseudoplatystoma sp. a estressores
agudos o cortisol é atingido em 30 minutos apds o desafio (Barry et al,, 1993; Head e Malison, 2000). Estes
resultados sugerem que o surubim é uma das espécies de peixe que apresenta maior resisténcia ao
estresse (Lima et al,, 2006). No entanto, observou-se que no presente trabalho ndo houve alteragido nos
niveis de cortisol, o que sugere que os niveis de catecolaminas podem nao ter sido alterados pelo estresse
quando na presenca do 6leo de Lippia alba.
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Segundo Inoue et al. (2011) a transferéncia dos peixes de local provoca estimulos adversos
suficientes para iniciar as respostas metabélicas ao estresse, resultando em aumento da glicose do plasma.
Esses aumentos sdo interpretados de forma que o cérebro detecte um ou mais estimulos adversos, sendo
dois eixos metabdlicos ativados: CPI (cérebro-pituitaria-inter-renais) e CSC (cérebro, células simpaticas de
cromafins).

A glicemia, uma das respostas fisiolégicas mais utilizadas como indicador de estresse em peixes, foi
elevada, caracterizando estresse durante o transporte, para atender a demanda metabolica e elevar o
metabolismo energético em situacdes de fuga ou adaptacdo da espécie a condicdo estressante (Sanches,
2014). A glicose é armazenada como glicogénio hepatico com a finalidade de promover energia para o
metabolismo. A concentragdo da glicose nos peixes varia no decorrer do dia devido ao regime alimentar e
por mudangas climaticas e de manejo. O metabolismo de glicogénio nos peixes esta relacionado as
necessidades de glicose atendidas, principalmente por meio da gliconeogénese (a partir de substratos
como lactato, piruvato e aminodacidos). As reservas de glicogénio encontram-se no figado e nos musculos
dos peixes e sdo mobilizadas para atender as necessidades energéticas, que aumentam principalmente sob
condi¢cdes estressantes, seja no ambiente natural, altas densidade de estocagem, manejos, captura e
transporte (Barton, 1997). A hiperglicemia esta relacionada ao estresse e mediada pelos efeitos das
catecolaminas e da liberacdo de glicogénio hepatico e muscular, na tentativa de prover energia extra para
o organismo. E possivel inferir que as concentracées de Lippia alba utilizada no transporte se mostraram
ineficientes na glicose plasmatica durante e apds 04 horas de transporte, restabelecendo 24 e 48h a
homeostase inicial do estudo, de acordo com grupo controle que também passou pelo mesmo manejo nao
apresentando elevacao da glicose plasmatica (Weendelar Bonga, 1997).

Efeitos no balanco eletrolitico sdo também evidéncias das respostas secundarias do estresse, visto
que por acdo de estressores os peixes apresentam circulagdo sanguinea e batimentos operculares
alterados (por acdo das catecolaminas). Assim, a relacdo de contato sangue-agua nas branquias muda, de
forma que os peixes ndo encontram condigdes fisiologicas ideais para manter o seu equilibrio i6nico com o
ambiente por difusdo. As mudangas osmo-regulatérias sdo principalmente notadas através das variacdes
nos teores plasmaticos de fons sddio e potdssio (McDonald e Milligan, 1997). No presente estudo nio
houve alteracdo dos parametros eletroliticos antes do transporte, apds horas de transporte, 24h e 48h,
sendo que as alteracdes idnicas estdo relacionadas a elevagdo dos niveis de cortisol que juntamente com
hormonios hipofiseal e extrahipofiseal controlam a atividade osmorregulatéoria em peixes, o que nao
ocorreu, pois, os niveis de cortisol ndo alteraram durante todo o estudo.

Os parametros hematolégicos em peixes sdo susceptiveis as altera¢des de acordo com mudancas
do ambiente aquatico, podendo propiciar patologias e comprometimento na saude (Tavares e Moraes,
2004). Nao foram observadas altera¢des significativas nos parametros hematolégicos nos peixes
analisados. Os resultados sugerem maior resisténcia dos individuos jovens do surubim hibrido ao estresse
de transporte, ou condi¢bes estressantes, ja que nido foi observada ocorréncia de hemoconcentragdo ou
hemodiluicdo, que pode ser decorrente do aumento do consumo de oxigénio, na tentativa de suprir o
aumento da demanda energética e/ou de liberacdo de eritrécitos pelo bago. Por outro lado, as mudangas
nas respostas hematoldgicas de estresse, normalmente ndo sdo observadas em exposicoes agudas, e sim
nas exposicdes cronicas devido a disfuncdo osmorregulatéria (Morales et al, 2005). Os resultados
apresentados indicaram o estresse agudo, pois ndo houve alteracdo nos indices hematoldgicos,
eletroliticos e cortisol plasmatico, por outro lado, Inoue et al. (2003) destaca que é necessario o peixe
perder totalmente a percepgdo para que o cortisol ndo aparega como resposta ao estresse atingido o
estagio II e III de grau anestesia, o que ndo foi observado no presente estudo. Possivelmente, todas as
concentracoes de Lippia alba adicionadas a dgua de transporte (4, 8, 12 e 16 mg L1), foram elevadas,
embora ndo tenha atenuado as respostas cortisolémicas e consequentemente a concentracdo dos
metabdlitos que o acompanham para atender a demanda energética aumentada. Desse modo, para esta
condicdo nao houve reducao do estresse durante o transporte. Resultados semelhantes foram verificados
com anestésico benzocaina, apresentando pouco efeito preventivo ao estresse no transporte de juvenis de
matrinxa (Brycon cephalus), ndo diminuindo o estresse durante o transporte (Carneiro e Urbinati, (2001)
e Inoue et al,, (2005).

Para cavalo marinho (Hippocampus) e jundia (Rhamdia quelen) o 6leo de Lippia alba foi eficaz na
agua de transporte, inibindo a elevacao do cortisol plasmatico e glicose apds o estresse de manejo, sendo
seu uso sugerido para as espécies (Cunha, et al,2010). No entanto, neste estudo foram utilizadas doses
menores (15 pL/L) durante o manejo, o que nido ocorreu no presente trabalho. Possivelmente diferencas
individuais da espécie, além da maior dosagem utilizada podem ter levado aos resultados encontrados.

Em relacdo aos resultados das variaveis fisico-quimicas da agua, a alta taxa de adensamento nas
embalagens foi o fator que predispds ao aumento de aménia na dgua do transporte, pois os peixes para
manter seus niveis adequados de excrecdo nitrogenada por difusdo, devido a alteragées dos batimentos



39

operculares e da circulagio sanguinea, mudam a relacdo entre o sangue e a agua nas branquias,
ocasionando um déficit de oxigénio nos peixes, excretando assim a amonia para atender a demanda
energética. A diminuicdo do pH, foi observada devido ao efeito do gas carbonico liberado pela respiragao
dos animais durante o transporte, o que pode ter sido ocasionado pelo tempo de transporte em que o
animal permaneceu na dgua sem renovacdo. Os teores altos de oxigénio dissolvido foram devidos a inje¢do
de oxigénio puro nas embalagens do transporte, aparentemente ndo prejudiciais aos peixes. E provavel
que o uso do anestésico tenha contribuido com um menor consumo de oxigénio, o que manteve os valores
ainda mais altos de oxigénio nesses grupos (Inoue et al.,2010).

0 uso de anestésico de Lippia alba se mostrou ineficiente na reducdo de glicose durante e apés o
transporte, sendo provavel que as concentrac¢des de Lippia alba utilizadas neste trabalho, nio tenha sido
suficiente para prevenir os distirbios ocasionados pelo estresse de transporte.

CONCLUSAO
A utilizacdo de 6leo de Lippia alba no transporte de alevinos do surubim Pseudoplatystoma sp ndo
apresentou efeito benéfico ao estresse, portanto ndo sendo recomendado seu uso nas concentracoes
avaliadas.

0 estudo foi aprovado pela comissdo de bioética e foi realizado de acordo com as normas técnicas de
biosseguranca e ética. Processo 003/2014 CEUA/UFGD.
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Legendas das figuras

Fig. 2 - Cortisol (A) e glicose (B) (média + DP) em Pseudoplatystoma sp apds 4 horas de
transporte com Oleo essencial de Lippia alba Mill. Valores com letras distintas
reportam diferenca estatistica pelo teste de tukey (P>00,5)

A B

3 a a
o =]
g_ = I a a
z a

3 a g I I I
E =
g9 % b
=g Z
- g a { _g 3
~Z T 2
T, E a ]
- ~F

a a =
E J ?
E 5
= &
S S
S =

B
0 4 8 12 l6mgL-1 Controle
0 4 8 12 l6mgL-1  controle

Fig. 3- Cortisol (A) e glicose (B) (média + DP) em Pseudoplatystoma sp apds recuperacao
de 24 horas ao transporte com 6leo essencial de Lippia alba Mill.
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Fig. 4- Cortisol (A) e glicose plasmatica (B) (média + DP) em Pseudoplatystoma sp apés
recuperacdo de 48 horas ao transporte com 0leo essencial de Lippia alba Mill.
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Quadro 1- Eletrdlitos e indices hematolégicos de surubim apds serem submetidos ao transporte.

mg L1 Lippia Alba

4 8 12 16 mg L1 Controle
Eletroélitos
Na+  140,4 * 24 1400 * 3,5 1423 * 3,2 1435 * 21 1441 * 21 1401 * 23
K+ 26 £ 07 24*03 23*04 3707 26%*0724 *03
Hemograma
RDC 27 * 03 23 * 04 28%* 04 3202 33*0125 *07
Hto 411 * 15 367 * 42 369 * 25 377 * 33 363 * 32 41,1 * 16
Hb 122 * 1,1 116 * 16 11,3 * 14 115 * 1,0 11,1 * 08 120 * 1,0
VCM 894 * 07 892 * 08 896 * 07 894 * 07 894 * 0,7 892 * 08
HCM 271 * 35 286 * 27 264 * 14 276 * 23 271 * 35 286 * 27
CHCM 30,1 * 40 31,7 * 30 293 * 15 306 * 1,7 30,7 ¥ 25 31,7 * 30

Quadro 2. Variaveis fisicas e quimicas da agua apds 4h de transporte em sacos plasticos sob
influéncia da Lippia alba Mill

TeC 0.D (mg/1) pH NH4 (mg/1)
Tratamentos
Controle 26,0 £ 0,2 79 + 0,32 74 £ 0,022 04 £ 0,022
0 mg/L L.alba 258 + 02 119 = 40> 59 = 0,2b 12,0 * 3,9b
4 mg/L L.alba 258 + 02 142 +* 13b 59 & 0,2b 14,2 £ 1,3b
8 mg/L L. alba 257 + 01 143 * 13b 59 * 0,2b 14,2 * 1,3b
12 mg/L L. alba 257 + 01 162 * 2,7¢ 59 = 0,2b 16,2 * 2,7¢
16 mg/ L L. alba 257 + 01 162 * 27¢ 59 * 0,2b 16,2 * 2,7¢

Dados apresentados com suas médias + desvio padrao. Controle verificado antes do transporte;
e mais valores ap6s 4h de transporte. 0mg/L, 4mg/L, 8 mg/L, 12 mg/L e 16 mg/L correspondem
as concentracgdes de Lippia alba Mill utilizadas na dgua de transporte. T °C= temperatura; 0.D. =
oxigénio dissolvido; NH4 = amonia. Letras sobrescritas diferentes significam diferengas (P<0,05)

entre 0s grupos.
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11 CONCLUSAO GERA

O sucesso na aquicultura, principalmente na criagdo de peixes, estd intimamente
ligado a avangos cientificos desenvolvidos na biologia, no manejo ambiental e no ciclo de
producao. O desenvolvimento e crescimento dos peixes podem ser afetados por uma série de
fatores tais como: doengas oportunistas, problemas fisiologicos e deficiéncia no sistema
imunolégico, sendo atribuida as praticas de manejo inadequadas as principais causas de
estresse, fator esse que, embora comum, seja dificil de controlar e que pode afetar o
desempenho produtivo pelo aumento da susceptibilidade a doengas.

O ¢6leo essencial de Lippia Alba foi utilizado neste estudo com a finalidade de ser uma
alternativa vidvel como substancia anestésica no transporte de peixes, por existir estudos que
comprovem sua eficacia em outras espécies como o cavalo marinho e jundia. No entanto, as
concentragdes utilizadas de Lippia alba nao foram eficazes na redugdo do estresse no
transporte de alevinos do surubim neste estudo, conforme os resultados apresentados, nao

sendo recomendado seu uso nas concentracdes avaliadas.
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