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RESUMO

CRESCIMENTO, HEMATOLOGIA, METABOLISMO E PARAMETROS
OXIDATIVOS DE JUNDIAS ALIMENTADOS COM DIETAS CONTENDO FOLHA
DE Lippia alba

AUTOR: Samuel Marasca
ORIENTADOR: Rafael Lazzari

O uso de plantas como antioxidantes esta se tornando uma alternativa importante na industria
de alimentos e de producdo animal. A Lippia alba é uma planta nativa do Brasil que possui
compostos fendlicos e O6leos essenciais com elevada atividade antioxidante em sua
composigdo. Neste estudo, o objetivo foi avaliar a incluséo da folha de L. alba na dieta de
jundids (Rhamdia quelen) no crescimento, hematologia, metabolismo e parametros
oxidativos. Para isso, foi realizado um experimento com duragéo de 60 dias em um sistema de
recirculacdo de agua (20 tanques/250L) com filtragem bioldgica. Diariamente foram
realizadas andlises para controle dos pardmetros quimicos e fisicos da agua de criacao.
Utilizou-se 500 jundias (peso inicial= 6,22+0,77 g) que foram distribuidos nas unidades
experimentais em um delineamento experimental inteiramente casualisado (5 tratamentos e 4
repeticdes). A L. alba utilizada foi cultivada na UFSM, campus Frederico Westphalen - RS,
Brasil. Os tratamentos testados foram: controle (sem incluséo de folha); 0,5; 1; 1,5 e 2% de
inclusdo do p6 da folha de L. alba. Todas as dietas testadas tinham a mesma matriz de
composicdo, contendo 37,49% PB e 10,04% de lipidios. Os peixes foram alimentados até a
saciedade aparente, em trés refeicbes diarias. Ao final do experimento, foram aferidos
parametros zootécnicos e realizada a coleta de material bioldgico para avaliacdo dos
parametros hematoldgicos, metabolicos e oxidativos. Foi observada diminuicdo no
crescimento e piora nos parametros hematoldgicos dos peixes proporcional a inclusdo da
folha nas dietas. Nos maiores niveis de inclusdo da L. alba, ocorreram alteracGes metabolicas
ndo desejaveis, como aumento de alanina aminotransferase no plasma, indicando dano
hepatico. A presenca de L. alba nas dietas resultou em diminuigéo da peroxidacdo lipidica do
musculo e aumento dos tidis ndo proteicos nas branguias e no masculo. Isto indica que a
planta apresenta potencial antioxidante em jundias. Portanto, nos niveis testados, a adi¢cdo do
po da folha de L. alba nas dietas para juvenis de jundia ndo é recomendada.

Palavras-chave: Antinutrientes. Antioxidante natural. Compostos fenolicos. Estresse
oxidativo. Piscicultura. Rhamdia quelen.



ABSTRACT

GROWTH, HEMATOLOGY, METABOLISM AND OXIDATIVE PARAMETERS OF
THE SILVER CATFISH FED WITH DIETS CONTAINING Lippia alba LEAF

AUTHOR: SAMUEL MARASCA
ADVISOR: RAFAEL LAZZARI

The use of plants as antioxidants is becoming a very important alternative in the food industry
and animal production. The Lippia alba is a native plant to Brazil that posses phenolic
compounds and essential oils in composition. In this study, the aim was evaluating the
inclusion of the leaf from L. alba in the diet from silver catfish (Rhamdia quelen) regarding
growth, hematology, metabolism and oxidative parameters. For this, we conducted an
experiment lasting 60 days in a re-use water system (20 tanks/250L) with biological filtration.
Daily analyzes were performed for the control of chemical and physical parameters of the
rearing water. Was used 500 silver catfish (initial weight= 6.22+0.77 g) which were
distributed in the experimental units in a completely randomized experimental design (5
treatments and 4 repetitions). L. alba used was grown in UFSM, campus Frederico
Westphalen - RS, Brazil. The treatments were: control (no addition leaf); 0.5; 1; 1.5 and 2%
inclusion from L. alba leaf powder. All diets had the same composition matrix, containing:
37.49% PB and 10.04% lipidios. The fish were fed to apparent satiety, in three daily meals.
At the end of the experiment, they were measured performance parameters and carried out the
collection of biological material for evaluation of haematological, metabolic and oxidative
parameters. Decrease was observed in growth and smaller in hematological parameters of fish
proportional to the inclusion of the leaf in the diets. In higher levels of inclusion of L. alba,
occurs undesirable change in metabolis, as increased from alanine aminotransferase in the
plasma, indicating liver damage. The presence of L. alba in the diets result in a decreased
lipid peroxidation of the muscle and increased of non protein thiols in the gills and muscle.
This indicates that the plant has antioxidant potential to silver catfish. Therefore, at the levels
tested, the addition of L. alba leaf powder in diets for silver catfish juveniles is not
recommended.

Keywords: Antinutrients. Natural antioxidant. Phenolic compounds. Oxidative stress.
Pisciculture. Rhamdia quelen.
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1 INTRODUCAO GERAL

A piscicultura é a atividade agropecudria de maior crescimento relativo em nosso pais
nos ultimos anos e segundo informacgdes da FAO, o Brasil podera se tornar um dos maiores
produtores mundiais de pescado até 2030, ano em que a producdo pesqueira nacional teria
condicGes de atingir 20 milhdes de toneladas (MPA, 2014). Além disso, o Brasil, juntamente
com Peru, Chile, China e México, sdo apontados como 0s principais paises onde havera
aumento consideravel no consumo per capita de pescado (FAO, 2016).

Devido a grande extensdo e diversidade climatica encontrada no Brasil, varias
espécies de peixe tém sido estudadas para aproveitamento em aquicultura. Dentre as espécies
nativas, destaca-se o jundid (Rhamdia guelen) com um total produzido de 1.747,3 toneladas
em 2011 (MPA 2011). Esta espécie possui habito alimentar onivoro e na natureza alimenta-se
com uma grande variedade de alimentos, de acordo com a disponibilidade dos mesmos
(BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2004; GOMIERO et al., 2007), aceitando bem,
racdes formuladas com os mais diversos ingredientes.

Assim como as demais espécies de peixes, 0 jundid em seu ambiente de cultivo
encontra-se sujeito a constantes fatores inerentes a aquicultura, como a manipulagéo,
transporte, reproducdo induzida, baixa qualidade da &gua e alta densidade de estocagem, que
podem levar ao estresse, resultando em baixas taxas de crescimento e de eficiéncia alimentar
(SMALL, 2003). Estes fatores também podem desencadear a situacdes de estresse oxidativo,
levando a perdas irreparaveis na producéo.

A utilizacdo de plantas ou seus extratos em dietas para peixes € uma pratica que vem
demonstrando resultados promissores quanto a sua utilizagdo nos ultimos anos, muito pelo
fato de possuirem substancias quimicas em sua composicdo que podem ser benéficas aos
animais, atuando como antioxidantes ou promotores de crescimento. Exemplo disso, € 0 uso
do oleo essencial de orégano (Origanum heracleoticum) na dieta de juvenis de Ictalurus
punctatus, no qual ocorre uma melhora no crescimento, na capacidade antioxidante e na
resisténcia a doencas causadas por patdgenos, quando na presenca do extrato (ZHENG et al.,
2009).

A Lippia alba é um subarbusto nativo de quase todas as regides do Brasil e possui
ampla variedade de usos tradicionais e atividades farmacoldgicas em humanos. Entre outras
atividades destaca-se 0 uso como: analgésico, anti-inflamatério, antipirético, sedativo,
antiespasmadico, antimicrobiano, antiviral, tratamento de diarreia e disenteria, doengas

cutaneas e doencas respiratorias (PASCUAL et al., 2001).
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Na piscicultura, a utilizagdo do 06leo essencial da L. alba vem sendo bastante estudado
nos ultimos anos, para os mais diversos usos, podendo ser utilizado como anestésico
(CUNHA et al., 2010), como sedativo para o transporte (AZAMBUJA et al., 2011; BECKER
et al., 2012), para atrasar a peroxidacéo lipidica durante o armazenamento de filés (VEECK et
al., 2013) e como antioxidante (SACCOL et al., 2013).

Neste contexto, o estudo da influéncia da inclusdo do pé da folha de L. alba como
aditivo na dieta de jundids torna-se interessante a fim de verificar possiveis ganhos no

crescimento, hematologia, metabolismo e nos parametros oxidativos desses animais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a inclusdo da folha de Lippia alba na dieta de jundids (Rhamdia quelen) em

relacdo ao crescimento, hematologia, metabolismo e parametros oxidativos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Verificar o efeito da dieta suplementada com folha de L. alba nos parametros de
crescimento em juvenis de jundias;

« Estudar alteracfes hematoldgicas e metabdlicas de jundids submetidos a alimentacdo
com dietas contendo folha de L. alba;

« Analisar as alteracGes no balanco de dxido-reducdo ocasionadas pela alimentacdo dos
jundias com dietas suplementadas com folha de L. alba;

 Definir a necessidade de um nivel de inclusdo de folha de L. alba como aditivo em

dietas para o jundia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 JUNDIA (Rhamdia quelen)

Inimeras séo as vantagens de cultivar espécies de peixes nativas quando comparadas
as exoticas, entre elas, estdo os fatos das nativas encontrar-se bem adaptadas ao clima regional
e de modo geral ser bem aceitas pelo mercado consumidor (ZANIBONI-FILHO, 2000).

Espécie de ampla ocorréncia, nativa da América do Sul e muito encontrada nos rios do
interior do Rio Grande do Sul, o jundid (Rhamdia quelen) é um peixe teledsteo, da ordem
Siluriformes e da familia Heptapteridae (BARCELLOS et al., 2003). Caracteriza-se por
resistir bem ao frio e por crescer rapido no verdo, suportando amplitudes térmicas de 15 a
34°C (BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2004; GOMES et al., 2000), sendo uma
espécie nativa bastante interessante para sistemas de producao nas regides de clima temperado
e subtropical (BARCELLOS et al., 2003).

O hébito alimentar do jundia é onivoro com tendéncia a piscivoro e preferéncia por
peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais e detritos organicos (BALDISSEROTTO;
RADUNZ-NETO; BARCELLOS, 2010). Apresenta boa produtividade em cativeiro e carne
praticamente desprovida de espinhos intramusculares (CARNEIRO; MIKQOS, 2005). O
crescimento dos alevinos também € rapido, no qual atingem 5 cm de comprimento padrdo
com apenas 30 dias de idade (GOMES et al., 2000).

3.2 USO DE PLANTAS NA AQUICULTURA E Lippia alba

Em razéo do enorme crescimento da producgéo de peixes, é cada vez mais importante
que o bem-estar desses animais em seus ambientes de cultivo seja monitorado. Para isso, €
necessario entender as respostas celulares, teciduais e organicas dos peixes quando
alimentados com ragdes variadas, farmacos e suplementos alimentares (FIUZA et al., 2011).

O Brasil contém cerca de 23% das espécies vegetais existentes em todo o planeta,
sendo considerado o pais que apresenta a biodiversidade mais rica do mundo. Muitas dessas
plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos com diversas propriedades e podem
ser utilizados como promotores de crescimento na piscicultura (MAKKAR et al., 2007).

Estratégias profilaticas focadas na nutricdo para otimizar o desempenho e melhorar a
salde e a eficiéncia nutricional dos animais tém sido estudadas pelos mais diversos motivos.

Destaca-se dentre essas estratégias, 0 uso de produtos naturais na dieta, no qual esses atuem
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como promotores de crescimento melhorando o desempenho e a saide do animal, devido a
acdo de controle dos patdgenos pela atividade antimicrobiana, & atividade antioxidante, a
melhora na digestdo por meio do estimulo da atividade enzimatica e da absorcdo de
nitrogénio, além de outros efeitos (OETTING et al., 2006; SANTOS et al., 2009).

Vaérios estudos sdo realizados buscando um aumento da produtividade das espécies
cultivadas, sendo o uso de extratos vegetais como aditivos promotores de crescimento em
dietas para peixes um fato ainda mais recente, porém, com resultados positivos sendo
encontrados por pesquisadores em todo 0 mundo (SANTOS et al., 2009).

Um exemplo é o estudo realizado com juvenis de Ictalurus punctatus, onde ocorreu
maior crescimento, melhora na capacidade antioxidante e maior resisténcia a doencas
causadas por patdgenos, quando estes peixes foram alimentados com o 6leo essencial de
orégano (Origanum heracleoticum) (ZHENG et al., 2009). Em Oreochromis niloticus
alimentados com dietas contendo alho (Allium sativum) em po, também ocorreu melhor
desempenho em comparagao ao tratamento controle (SHALABY et al., 2006).

Espécies de Lippia vém sendo exploradas na medicina veterinaria, microbiologia,
parasitologia, zootecnia e na aquicultura, devido ao seu potencial e facilidade de producéo
agrondmica em escala (SOARES; TAVARES-DIAS, 2013) e uma planta que estd sendo
bastante pesquisada atualmente na piscicultura é a Lippia alba (Mill.) N. E. Brown
(Verbenaceae), popularmente conhecida como erva cidreira e largamente utilizada na
medicina popular como analgésica, febrifuga, anti-inflamatéria, antigripal e nas afecc¢des
hepéaticas (AGUIAR et al., 2008). Isso se deve provavelmente pelos seus constituintes ativos,
que s@o os seguintes: compostos fenolicos (flavondides e feniletandides), iridoides, taninos,
saponinas triterpénicas, resinas, mucilagens e o6leo essencial (HEINRICH et al., 1992;
SLOWING BARILLAS, 1992).

A L. alba é um subarbusto aromatico, cujo aroma esta relacionado aos constituintes
predominantes nos 6leos essenciais, que podem variar qualitativamente e quantitativamente,
em funcdo de diversos fatores, como: estacGes do ano, época de floragéo, idade da planta,
quantidade de agua circulante, fatores geogréficos e climaticos (CORREA, 1992; TAVARES
et al., 2005).

A utilizacdo do OE de L. alba, em dietas para juvenis de jundiads foi testada em 5
niveis (0-controle; 0,25; 0,5; 1 e 2 mL de OE/kg de dieta) durante 60 dias, onde 0 uso destes
niveis nao influenciaram os pardmetros de crescimento e de sangue, porém alteraram alguns
parametros metabodlicos e melhoraram a capacidade antioxidante dos animais (SACCOL et

al., 2013). Em outro estudo parecido, porem com apenas 20 dias, foram testados os niveis de
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0-controle; 0,25 e 0,5 mL de OE de L. alba/kg de racdo, também em dietas para jundias, onde
o nivel de 0,25 mostrou-se mais adequado do que o 0,5, pelo fato do ultimo nivel apresentar
aumento da enzima ALT no figado, indicando um possivel dano hepatico quando na
utilizacdo de doses mais elevadas do OE de L. alba nas dietas (SOUZA et al., 2015).

O OE de L. alba é recomendado para a realizacdo do tranporte de peixes, sendo que a
utilizacdo desse extrato nas concentracGes entre 10 a 20 pL/L sdo os mais eficazes e
recomendados, pois reduzem a amonia total e a perda de ions, entre outros fatores (BECKER
et al., 2016). Utilizando 10 pL/L também atua como antioxidante nos breves periodos de
hipoxia e hiperoxia que ocorrem durante o transporte, melhorando o bem-estar dos animais e
a qualidade da carne para o consumo humano (AZAMBUJA el al., 2011). O OE de L. alba
tamben é indicado como sedativo para peixes, nas concentracdes de 5 a 20 mg/L para R.
guelen (CUNHA el al., 2010) e de 10 a 20 pL/L para Hippocampus reidi (CUNHA et al.,
2011) e como anestésico, nas concentraces de 100 a 500 mg/L para R. quelen (CUNHA el
al., 2010) e de 50 a 450 pL/L para H. reidi (CUNHA et al., 2011).

Outros estudos envolvendo a L. alba na piscicultura sdo em relacdo a peroxidacao
lipidica, onde esta pode ser retardada durante o armazenamento de filés de jundias (VEECK et
al., 2013) e de carpa hingara (VEECK et al., 2015) quando na presenca do OE da planta em
questdo e apesar da baixa atividade in vitro contra Aeromonas sp, o OE de L. alba quando
adicionado a &gua, em concentragdes ndo muito altas, promove a sobrevivéncia em peixes
infectados com esse genéro de bactéria (SUTILI et al., 2015).

Na literatura encontram-se varios estudos referentes ao uso da L. alba na piscicultura,
inclusive com a espécie R. quelen. Porém, em todos foi utilizado o OE dessa planta, ndo tendo

nenhum experimento que testasse a eficacia da folha de L. alba na forma bruta.

3.3 HEMATOLOGIA, METABOLISMO E ESTRESSE OXIDATIVO EM PEIXES

Atualmente o conceito de alimentos funcionais tem sido aplicado na industria
alimenticia dos peixes, onde busca-se ndo apenas atender as exigéncias nutricionais, mas que
as dietas também melhorem as condic¢des de saude dos mesmos (IBRAHEM et al., 2010). As
enfermidades, de modo geral, estdo relacionadas as alteragdes do hemograma nos animais
(TAVARES-DIAS et al., 2002), sendo que este tambem contribui para a compreensdo da
fisiologia comparativa, relacdo filogenética, condicdo alimentar entre outros pardmetros
ecologicos (LARSSON et al., 1976). Alem disso, a hematologia é uma ferramenta importante

para monitorar condi¢des de bem estar (LAZZARI et al., 2011).
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Determinar valores hematoldgicos ideais para as espécies de peixe é bastante
complicado, pois estes podem ser alterados significativamente por influéncia de véarios
fatores, como por exemplo: estado nutricional, maturacdo gonadal, sexo e variacdo genética
(KORI-SIAKPERE, 1985). Além de que, diferencas na metodologia de coleta do sangue,
quanto ao tipo de anticoagulante utilizado, também podem atuar como fonte de variacdo de
resultados hematologicos em peixes (TAVARES-DIAS et al., 2002). Apesar da importancia
do estudo da hematologia, existem poucas referéncias sobre o estado de saude dos peixes
usando essas metodologias (DAL'BO et al., 2015). Nesse sentido, tornam-se importantes e
necessarios os estudos sobre a hematologia em diferentes condic¢fes nutricionais.

Rhamdia quelen cultivados em tanques de terra e com peso médio de 44g,
apresentaram 0s seguintes parametros hematoldgicos: numero total de eritrécitos entre
1,55x10° e 2,92x10° uL, hemoglobina entre 4,95 e 9,09 g/dL, hematdcrito de 17 a 34%, VCM
(volume corpuscular médio) de 87,82 a 219,35fL e CHCM (concentracdo de hemoglobina
corpuscular média) entre 20,24 e 35,91g/dL (TAVARES-DIAS et al., 2002).

Ja Dal'B6 et al. (2015) em estudos com objetivo de determinar valores hematoldgicos
de Rhamdia quelen, mantidos em aquéarios de 300 litros em um sistema de recirculacdo de

agua e controle de temperatura, obtiveram os valores apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Variaveis eritrocitarias de Rhamdia quelen mantidos sob condi¢des controladas
durante um periodo de 30 dias.

) Hematocrito Hemoglobina Eritrocitos VCM  CHCM
PHAMENO (o) (g/dLY Wy M %)
Média 33 7,55 2,11 161,0 23,0
Minimo 24 5,38 14 104,4 20,4
Maximo 43 9,57 3,6 212,3 25,4

Fonte: Adaptado de Dal'Bo et al. (2015).

Em estudos com juvenis de R. quelen alimentados durante 60 dias com dietas
contendo adicdo de niveis do 6leo essencial de L. alba, ndo houve alteracfes nas variaveis
eritrocitarias. Sendo que estes apresentaram um hematécrito com valores entre 36,32 e 38,30
%, hemoglobina com valores entre 4,77 e 5,41 g/dL e CHCM com valores entre 12,21 e 14,20
g/dL. Nesse mesmo estudo, ocorreram portanto, algumas alteracdes metabdlicas nos animais.

Onde a adicdo do OE de L. alba nas dietas, resultou em uma diminuicao da glicose do figado
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e aumento simultaneo do glicogénio e lactato nesse mesmo orgédo. A glicose do plasma néo
foi alterada com a adicdo do OE de L. alba nas dietas (SACCOL et al., 2013).

As respostas de estresse sdo divididas em trés categorias: primaria, secundaria e
terciaria. As respostas primarias sdo as hormonais, as secundarias sdo mudancas nos
parametros fisiologicos e bioquimicos e as terciarias sdo o comprometimento no desempenho,
mudangas no comportamento e aumento da suscetibilidade a doencas (MOMMSEN et al.,
1999). A glicose do sangue ou do plasma € um parametro de facil mensuracdo e um bom
indicador para resposta secundaria de estresse (WELLS; PANKHURST, 1999), tornando o
estudo do metabolismo importante na piscicultura.

O oxigénio € necessario para muitas reacdes metabdlicas de suporte a vida. O oxigénio
e seus intermediarios, no entanto, podem reagir com os componentes celulares, com resultante
degradacdo ou inativacdo de moléculas essenciais (CHOW, 1979). O oxigénio € bastante
toxico devido a sua natureza quimica, sendo um bom agente oxidante, que se reduz ao receber
elétrons podendo formar intermediérios reativos, também conhecidos por Espécies Reativas
de Oxigénio (EROs), como o anion superéxido (O2), o peroxido de hidrogénio (H20,),
radical hidroxil (OH") e o oxigénio singlete (10,) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Quando ha& um desequilibrio entre a concentracdo das EROs e a geracdo do sistema de
defesa antioxidante, o quadro é denominado como estresse oxidativo, podendo levar a injarias
e até mesmo a morte celular (MARTI’NEZ-ALVAREZ et al., 2005; PAVANATO; LLESUY,
2008).

O processo adaptativo de defesa atua na prevencao, eliminacdo das espécies ativas de
oxigénio formadas e no reparo de moléculas modificadas pelas EROs (SIES, 1991),
consideradas como pro-oxidantes. Ja antioxidantes, sdo quaisquer substancias que, presentes
em baixas concentragdes comparadas ao substrato oxidavel, retardam ou mesmo impedem a
oxidacdo do substrato (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999). A eliminacdo das EROs é
realizada por mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos.

O sistema de defesa enzimatico, é representado principalmente pelas enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx) e glutationa-
redutase (GR) e minimiza os danos causados pelo estresse oxidativo (BONNEFOY et al.,
2002). No qual, a SOD catalisa a transformacdo de duas moléculas de anion superoxido até
perdxido de hidrogénio e oxigénio molecular (O;), a CAT reduz o perdxido de hidrogénio até
agua e oxigénio molecular e a GST apresenta papel protetor contra danos oxidativos, por
conjugar produtos da oxidacdo de lipidios como aldeidos e hidroperoxidos a glutationa
(HUXTABLE, 1992).
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O sistema de defesa ndo enzimatico corresponde a moléculas que protegem os alvos
biolégicos da oxidacdo, sendo moléculas do proprio organismo, exdgenas, sintéticas ou
naturais. Este sistema atua na supressdo da formacgédo de radicais livres, por quelacdo de
metais ou inibicdo de enzimas geradoras destes radicais, e na eliminacdo ou desativacdo dos
radicais (RIBEIRO et al., 2005). O sistema de defesa ndo enzimatico é representado pela
glutationa (GSH), pelas vitaminas A, C e E, pelos compostos polifendlicos e pelos compostos
de baixo peso molecular (como os carotendides), que atuam como varredores de radicais
livres, quelantes de minerais e bloqueadores de EROs (SPADA,; SILVA, 2004).

O uso de plantas e ervas aromaticas como antioxidantes em alimentos processados esta
se tornando cada vez mais importante na inddstria de alimentos como uma alternativa aos
antioxidantes sintéticos (MADSEN; BERTELSEN, 1995). Essa alternativa se estabelece
devido as plantas sintetizarem compostos antioxidantes, como produtos secundarios, que sdo
principalmente compostos fendlicos e servem como mecanismos de defesa para neutralizar as
EROs, a fim de evitar o dano oxidativo. Muitos compostos fendlicos oriundos de plantas
apresentam-se como antioxidantes mais poderosos que as vitaminas E e C (VINSON et al.,
1995; SHIKANGA et al., 2010). A atividade antioxidante dos compostos fenolicos esta
relacionada a diferentes mecanismos, tais como a eliminacdo de radicais livres, doacdo de
hidrogénio, supressdo do oxigénio singlete, quelacdo de ions metélicos e atuagdo como um
substrato para os radicais, tais como radicais superoxido e hidroxil (NIC'IFOROVIC” et al.,
2010).
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RESUMO

Foi realizado um experimento para avaliar o crescimento, hematologia, metabolismo e
parametros oxidativos de jundias alimentados com dietas contendo folha de Lippia alba.
Utilizou-se 500 jundias (6,22+0,77 g) em sistema de recirculacdo de agua (20 tanques/250L).
O delineamento experimental foi inteiramente casualisado com 5 tratamentos e 4 repeticGes
(25 peixes/tangue). A L. alba utilizada foi cultivada na UFSM, campus Frederico Westphalen
- RS, Brasil. Os tratamentos testados foram: controle (sem inclusdo de folha); 0,5; 1; 1,5 e 2%
de inclusdo do p6 da folha de L. alba. Todas as dietas testadas tinham a mesma matriz de
composicédo, contendo 37,49% PB e 10,04% de lipidios. Os peixes foram alimentados até a
saciedade aparente, em trés refeicbes diarias. Ao final do experimento, foram aferidos
parametros zootécnicos e realizada a coleta de material biologico para avaliacdo dos
parametros hematoldgicos, metabolicos e oxidativos. Foi observada diminuicdo no
crescimento e piora nos parametros hematoldgicos dos peixes proporcional a inclusdo da
folha nas dietas. Nos maiores niveis de inclusdo da L. alba, ocorreram alteracdes metabolicas
ndo desejaveis como aumento de alanina aminotransferase no plasma, indicando dano
hepético. Entretanto, a presenca de L. alba nas dietas resultou em diminuicdo da peroxidacdo
lipidica no musculo e aumento dos tidis ndo proteicos nas branquias e no masculo. Isto indica
que a planta apresenta potencial antioxidante em peixes. Portanto, nos niveis testados, a

adicdo do po da folha de L. alba nas dietas para juvenis de jundia ndo é recomendada.

INTRODUCAO

O uso de plantas como antioxidantes esta se tornando uma alternativa bastante
importante na industria de alimentos e de producdo animal. Essa propriedade se estabelece
devido as plantas sintetizarem componentes antioxidantes como produtos secundarios, sendo
estes principalmente caracterizados como compostos fenolicos e terpendides, servindo como
mecanismos de defesa para neutralizar as espécies reativas de oxigénio (EROs), a fim de
evitar o dano oxidativo (Bakkali et al., 2008). Muitos compostos fendlicos oriundos de
plantas, podem ser antioxidantes mais efetivos que as vitaminas E e C (Vinson et al., 1995;
Shikanga et al., 2010).

A Lippia alba é uma planta nativa do Brasil que apresenta bom potencial agronémico,
por conta do seu facil cultivo, rusticidade e rapido desenvolvimento (Yamamoto et al., 2008).

Somadas a essas qualidades, também contém quantidades considerdveis de compostos
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fendlicos em sua composicdo (Chies et al., 2013; Morais et al., 2013). Além disso, esta planta
possui em sua constituicdo Oleos essenciais (OES) que apresentam elevada atividade
antioxidante in vitro (Stashenko et al., 2004).

Os OEs da L. alba quando adicionados na dieta de Rhamdia quelen, apresentam boa
capacidade antioxidante para esses animais, principalmente pela acdo do linalol (Saccol et al.,
2013). A utilizacdo dos OEs também sdo efetivos na inducdo da sedacdo e anestesia para a
espécie Rhamdia quelen (Cunha et al., 2010) e Hippocampus reidi (Cunha et al., 2011),
resultando em beneficios quando utilizado no transporte de peixes (Becker et al., 2016;
Azambuja et al., 2011). Ainda, pode ser util para retardar a peroxidagdo lipidica durante o
armazenamento dos filés de Rhamdia quelen (Veeck et al., 2013) e Cyprinus carpio (Veeck et
al., 2015).

O jundia (Rhamdia quelen) é um peixe nativo brasileiro e é encontrada desde o centro
da Argentina até o sul do México (Gomes et al., 2000). Esta espécie apresenta bons indices de
crescimento, razoavel resisténcia ao manejo, boa eficiéncia alimentar e facilidade de
reproducdo e larvicultura (Radiinz Neto e Borba, 2012). Além disso, € um peixe que apresenta
carne saborosa e de boa aceitacdo do mercado consumidor (Lazzari et al., 2006), sendo
portanto, uma espécie bastante indicada para producéo.

A maioria das pesquisas existentes com L. alba para peixes, utiliza o 6leo essencial
(OE) da planta. No entanto, ainda ndo ha trabalhos envolvendo a inclusdo da folha na forma
bruta em dietas para peixes nativos. A inclusdo da folha em dietas para peixes, se justifica
pela maior praticidade de coleta de material, economia na extracdo do Gleo e facilidade de
incorporacdo nas dietas. Além disso, a folha contem compostos que ndo estdo presentes no
OE, sendo que os mesmos podem ser benéficos aos peixes quando incluidos nas dietas.
Portanto, neste estudo foi avaliado crescimento, hematologia, metabolismo e parametros

oxidativos de jundias alimentados com dietas contendo niveis da folha de L. alba na forma de

po.

MATERIAL E METODOS

Local e instalagbes
O ensaio experimental foi conduzido durante 60 dias (13 de fevereiro a 13 de abril de
2015) no Laboratério de Piscicultura da Universidade Federal de Santa Maria - Campus de
Palmeira das Missbes (UFSM-PM), localizado a 27°53'58" de latitude sul, -53°18'49" de

longitude oeste e a 639 m de altitude. Foram utilizados 20 tanques (250 L) de polipropileno
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(cinco tratamentos com quatro repeti¢es) em um sistema de recirculacdo de agua e filtragem
bioldgica com capacidade total de 9.500 L. A &gua que abastecia o sistema foi proveniente de

um pogco artesiano do proprio campus.

Dietas Experimentais

A composicdo e formulagéo das dietas utilizadas no experimento foram adaptadas de
Lazzari et al. (2008). A dieta controle continha: farinha de carne e 0ssos (37,65%), farelo de
soja (30%), milho moido (13,85%), farelo de trigo (10%), 6leo de canola (3,5%), sal (1%),
fosfato bicélcico (1%) e mistura vitaminica e mineral (1% (niveis de garantia por quilograma
do produto— &cido félico: 2.400 mg; acido nicotinico: 48 g; &cido pantoténico: 24 g; biotina:
96 mg; vit. A: 2.400.000 Ul; vit. D3: 400.000 Ul; vit. E: 24.000 UI; vit. B1: 9.600 mg; vit.
B2: 9.600 mg; vit. B6: 9.600 UI; vit. B12: 9.600 mcg; vit. K3: 4.800 mg; vit. C: 96 g; ferro:
100 g; cobre: 6.000 mg; manganés: 40 g; zinco: 6.000 mg; cobalto: 20 mg; iodo: 200 mg e
selénio: 200 mg). Na dieta basal foram adicionados 4 niveis de pé da folha de L. alba (0,5; 1;
1,5 e 2%), totalizando 5 tratamentos. Em substituicdo a folha utilizou-se a celulose como
material inerte para fechar a formulacdo das dietas. A composi¢do analisada dessas dietas foi:
PB= 37,49 + 0,12%, lipidios= 10,04 + 0,28%, MS= 94,94 + 0,30% e MM= 21,22 + 0,12%.

A L. alba utilizada foi cultivada no Centro de Educagéo Superior Norte do Rio Grande
do Sul (CESNORS-UFSM) - Campus Frederico Westphalen - RS, Brasil (27°22"S; 53°25"W,
a 480 m de altitude). Foram coletados ramos da planta e extraiu-se as folhas dos mesmaos.
Apbs extraidas, as folhas foram secas por 48h em estufa de circulacdo de ar forcado a 40 °C e
posteriormente moidas. O po resultante foi o material utilizado para incluir nas dietas.

Para a confeccdo das dietas os ingredientes foram pesados e posteriormente
misturados, manualmente, até completa homogeneizacdo. Apoés, as dietas foram umedecidas,
peletizadas em maquina de moer carne e levadas a estufa de circulacéo de ar forcado por 24 h
a uma temperatura de 55°C. Posteriormente, as dietas experimentais foram acondicionadas

em freezer (-20°C).

Animais e metodologia de fornecimento da ragao
Foram utilizados 500 juvenis de jundid (Rhamdia quelen), com peso médio inicial de
6,22 + 0,77 g (25 por caixa). Antes do inicio do experimento, os animais foram
acondicionados no sistema onde passaram por sete dias de adaptacdo. Em laboratdrio, os
juvenis de jundia foram submetidos & pesagem e medi¢do para amostragem inicial do

crescimento.
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Os peixes foram alimentados até a saciedade aparente, em trés refei¢des diérias (8, 13
e 18 horas) e a quantidade de racdo fornecida foi mensurada diariamente a fim de determinar
a porcentagem diaria de consumo e para calcular a conversdo alimentar aparente (CAA).

Todos os animais e procedimentos usados nesse experimento estdo inseridos em um
projeto global que foi aprovado no comité de Etica em Experimentacio Animal da UFSM,
parecer 074/2014.

Controle de qualidade da agua

O controle de qualidade da &gua foi realizado através de limpezas periddicas dos
encanamentos, sifonagem diaria dos residuos e controle dos parametros fisico-quimicos da
agua. A temperatura, oxigénio e pH da agua foram verificados diariamente, com o auxilio de
oximetro digital da marca YSI, modelo 550 e com o instrumento pH100A também da marca
YSI. Semanalmente a amonia total foi determinada pela técnica do salicitato (Verdow et al.,
1978) e ainda semanalmente a acidez, alcalinidade e dureza foram determinadas seguindo as
técnicas descritas por Prates (2007).

A &gua para a realizacdo das analises era coletada na entrada do decantador e os dados
obtidos foram o0s seguintes: temperatura da manha (8 h)= 24,23 + 0,95°C, temperatura da
tarde (18 h)= 25,21 + 0,85°C, oxigénio dissolvido da manha (8 h)= 7,57+0,20 mg/L, oxigénio
dissolvido da tarde (18 h)= 7,38 + 0,17 mg/L, pH= 7,00 £ 0,30, amonia total= 0,55 + 0,13
mg/L, acidez= 14,87 + 2,31 mg/L de CaCOg alcalinidade= 53,75 + 5,93 mg/L e dureza=
89,59 + 32,40 mg/L de CaCOs.

Parametros de crescimento e composi¢ao corporal e de files

No inicio e no final do experimento todos os peixes foram pesados e medidos
individualmente a fim de determinar 0s seguintes parametros: peso (g); ganho em peso
relativo - GPR (%); ganho de peso total - GPT (g); comprimento total - CT (cm) = medida da
extremidade da cabeca até o final da nadadeira caudal e comprimento padrdo - CP (cm) =
medida da extremidade da cabeca até a insercdo da nadadeira caudal.

Ao final do experimento, foram eutanasiados por seccdo medular e posteriormente
moidos para obtencdo de amostras de composicdo corporal do peixe inteiro, 8 peixes por
tratamento, no qual analisou-se a proteina bruta (PB), matéria seca (MS) e materia mineral
(MM) segundo AOAC (1995) e lipidios segundo Bligh and Dyer (1959). Coletou-se  ainda,
files da mesma quantidade de peixes, para analise de PB, MS e MM, seguindo as

metodologias anteriormente citadas.
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Parametros hematoldgicos e metabdlicos

No final do experimento coletou-se sangue de 8 peixes por tratamento para anélise dos
parametros hematoldgicos. A coleta foi realizada por pun¢édo caudal com auxilio de seringas
(3 mL) e agulhas (25x0,7 mm) descartaveis contendo EDTA a 10%. Analisou-se a série
eritrocitaria (numero total, hematdcrito e taxa de hemoglobina) e posteriormente calculou-se
0s seguintes indices eritrocitarios: volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Primeiramente diluiu-se o plasma em formol citrato e posteriormente fez-se a contagem
total de eritrécitos com auxilio de microscépio éptico (Bioval®) em camara de Neubauer
(Loptik Labor®). A hemoglobina foi determinada por espectrofotometria (Bioespectro®) com
o0 auxilio de um kit comercial colorimétrico. Para o calculo dos indices utilizou-se as seguintes
formulas: VCM= (hematdcrito*10)/numero de eritrocitos; HCM= (hemoglobina*10)/nimero
de eritrécitos e CHCM= (hemoglobina*100)/hematdcrito.

Coletaram-se ainda ao final do experimento, amostras de sangue e de figado para
analises metabdlicas. O sangue coletado foi centrifugado (3000 rpm/minuto) para a obtencéo
de plasma e o figado homogeneizado para obtencédo de extratos especificos para cada analise.

No figado analisou-se glicogénio, glicose, aminoacidos livres e alanina
aminotransferase (ALT). No plasma analisou-se glicose, proteinas totais, triglicerideos,
colesterol total e ALT. O glicogénio foi determinado segundo Dubois et al. (1956) e os
aminoéacidos livres, segundo Spies (1957). As demais andlises foram feitas utilizando-se Kits

colorimétricos comerciais (Marca: Labtest®).

Parametros de estresse oxidativo

No final do periodo experimental coletou-se figado, branquias, encéfalo e musculo de
8 peixes por tratamento, no qual esses tecidos apOs coletados foram congelados em
ultrafreezer (-86°C) e ap0s isso, foram analisados 0s seguintes parametros conforme
metodologias a sequir: Liporeroxidacdo (LPO), medida pelo teste de espécies reativas ao
acido tiobarbiturico - TBARS (Buege e Aust, 1978); Determinacgdo de tidis ndo proteicos -
NPSH (Ellman, 1959); Determinacdo da atividade da glutationa-S-transferase - GST (Habig
et al., 1974); Determinacdo da atividade de catalase - CAT (Nelson e Kiesow, 1972) e
determinacéo da atividade da superdxido dismutase - SOD (McCord e Fridovich, 1969).

A determinacdo das proteinas teciduais foi realizada conforme Lowry et al. (1951) e 0
homogeneizado dos tecidos foi feito seguindo a metodologia de cada analise especifica.
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Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 5
tratamentos e 4 repeticdes. Todos os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. Quando ndo enquadrados nessa distribuicdo, realizou-se a deteccdo de
observagdes influentes (outliers), que apos detectados foram excluidos da analise.

Foi realizada analise de regressao linear (p<0,05) para o nivel de inclusdo de p6 de
folha de L. alba. Quando ndo enquadrados nessa andlise, os dados foram submetidos ao teste
de Tukey para comparacdo de médias (p<0,05).

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados com a utilizagdo do pacote
estatistico Statistical Analysis System®.

RESULTADOS

Consumo, crescimento e composicao corporal e de filés

A inclusdo da folha de L. alba na dieta de jundids ndo modificou o consumo dos
peixes (Tabela 1). Os peixes apresentaram um consumo medio diario de 3,14% do seu peso
vivo em racdo. Melhor CAA foi obtida nos peixes alimentados com a dieta controle (sem
inclusdo de L. alba) e os peixes alimentados com a dieta contendo 2% de L. alba,
apresentaram o pior resultado para esta variavel.

Em relacdo ao crescimento, a adicdo do pd da folha de L. alba nas dietas resultou em
diminuicdo dos valores de todos os parametros avaliados (Tabela 1). O valor do GPR nos
peixes do tratamento controle foi de 323,85 + 6,58%, representando um aumento no peso dos
peixes ao final do experimento de mais de trés vezes em relacdo ao seu peso inicial. Os
valores desta variavel apresentaram efeito linear negativo, no qual o0 mesmo decresce até o
valor de 236,91 + 6,63% no tratamento com 2% de adicdo da folha. Também ocorreu efeito
linear negativo no peso final, CT e GPT. J&4 no CP néo ocorre um efeito linear, porém na dieta
com 2% de inclusdo de L. alba os peixes apresentaram um valor estatisticamente inferior
(p<0,05) ao tratamento controle.

A adicdo de L. alba na dieta de jundias, resultou na diminuicdo da MS dos filés
(Tabela 2). Os demais parametros de composicédo corporal do filé (PB e MM) e peixe inteiro

(PB, MS, MM e lipidios) ndo foram alterados nos diferentes tratamentos testados.
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Parametros hematoldgicos e metabdlicos

A medida que os niveis de inclusdo do p6 da folha de L. alba sdo aumentados, ocorre
uma diminuicdo significativa dos eritrocitos, da hemoglobina e do CHCM, porém um
aumento no VCM e HCM. O hematdcrito ndo apresentou efeito significativo entre os
diferentes tratamentos testados (Tabela 3).

Em relacdo aos dados metabdlicos, ocorre um aumento do glicogénio e da glicose
hepatica no nivel de 2% de inclusdo de L. alba e diminuicdo dos aminoacidos neste mesmo
nivel de inclusdo. A ALT, também foi alterada com a adi¢do da folha nas dietas (p<0,05),
onde o menor valor foi encontrado nos tratamentos 0,5 e 1% (Tabela 4).

No plasma, a glicose mensurada foi maior no nivel de 2% quando comparado aos
demais tratamentos e a ALT indicou maiores valores nos niveis mais altos de inclusdo (1,5 e
2%). As proteinas, triglicerideos e colesterol do plasma ndo foram alterados (p>0,05) com a

adicdo do po da folha de L. alba nas dietas (Tabela 4).

Parametros de estresse oxidativo

A atividade hepatica da enzima SOD, apresentou sua menor acdo nos peixes
alimentados com 1% de L. alba, sendo esse valor significativamente menor (p<0,05) em
comparagdo ao grupo controle (Fig. 1A). A atividade da enzima CAT, neste mesmo 0rgéo,
apresentou efeito linear negativo (Y= 4,15-0,81X, r2= 0,97) proporcional a adi¢cdo de L. alba
nas dietas (Fig. 1B). Os demais parametros oxidativos avaliados no figado (TBARS, NPSH e
GST) ndo apresentaram diferenca significativa entre os diferentes tratamentos testados
(Tabela 5).

Nas branquias o NPSH e a GST foram alterados com a adic¢do da L. alba nas dietas,
onde o NPSH foi maior quando adicionou-se 2% de L. alba na ragcdo e a GST foi maior no
nivel de 1,5% de adicdo. A TBARS nas brénquias ndo foi alterada entre os diferentes
tratamentos (P>0,05).

No encéfalo, apenas os NPSH foram alterados entre os parametros estudados neste
6rgdo, no qual houve maior acdo no nivel de 1,5% de adigdo de L. alba, porém o nivel de 2%
apresentou queda nesse valor, néo diferindo do tratamento controle.

Em relacdo aos parametros de estresse oxidativo estudados no muasculo, obteve-se uma
maior quantidade de TBARS no grupo controle em comparacdo a todos os tratamentos
contendo L. alba na alimentacdo dos peixes. Os NPSH aumentaram proporcionalmente a
adicdo de L. alba nas dietas dos jundids. A GST do musculo ndo foi alterada com a adi¢do da

L. alba nas dietas.
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DISCUSSAO

Crescimento e composicao corporal e de filés

O desempenho observado nos jundias deste experimento, em todos os tratamentos
estudados, apresentaram bons indices de crescimento. Entretanto, ocorreu uma diminuicéo na
taxa de crescimento dos peixes a medida em que se aumentou a inclusdo do produto nas
racdes. O mesmo ndo ocorreu quando apenas o OE dessa planta foi adicionado nas dietas do
jundia, no qual ndo houve influéncia nos parametros de crescimento (Saccol et al., 2013). A
diminuicdo no desempenho destes peixes, portanto, deve estar relacionada a compostos
presentes na folha e que ndo estdo presentes em outros produtos, como OE. Estes produtos
provavelmente atuaram como antinutrientes nos peixes.

Taninos séo antinutrientes para peixes (Bergamin et al., 2013), por conta dos efeitos
adversos que causam na digestibilidade da proteina, carboidratos e minerais (Benevides et al.,
2011). Também podem diminuir a atividade de enzimas digestivas, causar danos a mucosa do
sistema digestivo e exercer efeitos toxicos sistémicos aos animais (Sreerama et al., 2010).
Pansera et al. (2003), analisando taninos totais presentes em plantas arométicas cultivadas no
Nordeste do Rio Grande do Sul, observaram que a L. alba possui altos teores desse composto
fenolico em sua composicdo, contendo 18,9% de taninos totais na planta (% equivalente ao
acido tanico). Este valor é considerado alto, visto que espécies conhecidas por apresentarem
altos indices desse composto apresentam no maximo 20% de taninos totais.

Resultado semelhante a este em relagdo ao desempenho, foi encontrado em estudos
com Leporinus macrocephalus arragoados com dietas contendo diferentes teores de taninos,
onde a presenca desses tambem resultou em uma tendéncia linear decrescente no ganho de
peso. Neste estudo, os autores recomendam uma concentracdo ndo superior a 0,46% de
taninos totais na racdo de peixes dessa especie, para que o desempenho ndo seja alterado
(Pinto et al., 2001). Portanto, os taninos presentes na folha de L. aba, podem ser o principal
antinutriente que diminuiu a taxa de crescimento dos jundias (Tabela 1).

Apesar de ocorrer diminuicdo da MS do filé com a adi¢do do p6 da folha de L. alba
nas dietas dos jundids, ndo se tem grandes alteracdes bromatoldgicas na composi¢do. Os
demais componentes (PB e MM) se encontram dentro dos valores médios de filés de jundia
desta faixa de peso (Lazzari et al., 2008). A composicdo corporal dos peixes nédo foi
influenciada pela adicdo de L. alba, mantendo-se similares a valores encontrados na literatura

para a espécie (Melo et al., 2002).
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Hematologia e metabolismo

A adicdo de L. alba resultou em uma diminui¢do no ndmero de eritrdcitos e da taxa de
hemoglobina. J& 0 hematdcrito ndo foi alterado pelas diferentes dietas testadas, o que pode ser
explicado pelo aumento do VCM. Em relagio a HCM houve um aumento de
aproximadamente 50% quando a L. alba foi adicionada, enquanto que o VCM aumentou
cerca de 280%. Houve, portanto, um aumento na quantidade de hemoglobina contida em cada
eritrocito, porém o mecanismo compensatorio ndo foi total, ocasionando a diminuicdo da
CHCM. Esses resultados hematoldgicos remetem a um quadro anémico diretamente
proporcional aos niveis de inclusdo do pd da folha de L. alba na ragdo, o que pode estar
associado ao menor desempenho produtivo desses animais.

A diminuicdo da taxa de hemoglobina pode ter sido ocasionada pela menor
biodisponibilidade do ferro, que por sua vez pode estar relacionada com a presenca de fatores
antinutricionais inibidores da absorcdo desse mineral (Aguiar et al., 2014). Esses
antinutrientes podem ser os taninos ou outros compostos fendlicos, no qual estes podem
diminuir a absorcao do ferro, pelo fato de formarem complexos insollveis entre si, afetando a
biodisponibilidade do mineral (Carvalho et al., 2006). Resultado que corrobora com este, foi
encontrado num estudo com a adigdo de taninos na dieta de Labeo rohita, onde na presenca
desse composto, também ocorreu diminuicdo dos eritrécitos e da taxa de hemoglobina dos
peixes avaliados (Prusty et al., 2007).

A determinacdo da glicose plasmatica é importante para o0 conhecimento do
metabolismo dos peixes em funcdo das alteracbes da dieta (Kumar et al., 2010), além de
servir como indicativo de estresse (Al-Asgah et al., 2015). A glicemia aumentada no grupo
alimentado com a maior quantidade de L. alba (2%), sugere a presenca de algum composto
quimico que inibe a secrecdo de insulina ou aumenta a resisténcia a ela. A quantidade de
glicose encontrada no figado também aumentou quando os animais foram tratados com 2% de
L. alba, entretanto como esse carboidrato ndo € estocado nesse tecido acredita-se que essa
glicose encontrada seja aquela que circula no sangue neste Orgdo. Em Colossoma
macropomum expostos ao OE de L. alba nas concentracBes de 100 e 150 mg/L na &gua
durante 30 minutos, ocorre aumento significativo da glicose plasmatica em ambas as
concentragdes quando comparadas ao grupo controle, onde os autores correlacionam esse
aumento com o estresse causado pelas alteracGes nas branquias (Soares et al., 2016), sendo
gue animais recebendo 2% de p6 da folha de L. alba nas dietas, poderiam estar mais

estressados.
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O aumento no glicogénio hepético verificado no grupo de 2% de adi¢do da L. alba,
remete & uma alta velocidade gliconeogénica, tendo como precursor AA, uma vez que 0S
niveis destes diminuiram e a atividade da ALT estava aumentada nesse grupo. Em jundias
transportados em aguas contendo concentracdes de 30 e 40 pL/L do OE de L. alba para
sedacdao dos mesmos, ocorre um efeito contrario em relagcdo ao glicogénio presente no figado,
onde este diminui consideravelmente em comparacdo aos peixes transportados em &guas sem
OE de L. alba (Becker et al., 2016).

Quando ocorre um dano tecidual no figado, ha uma liberacdo de enzimas especificas
desse Orgdo para a corrente sanguinea, como por exemplo a ALT (Colak et al., 2016; Chen et
al., 2004; Kumar et al., 2010). Nesse sentido, o aumento da ALT no plasma dos peixes
alimentados com 1,5 e 2% de p6 da folha de L. alba, indica dano hepético nesses animais. O
aumento dessa transaminase no plasma, também foi encontrado em Oreochromis niloticus
expostos a diferentes concentracdes de cadmio (Al-Asgah et al., 2015) e de zinco (Younis et
al., 2012), onde ambos os autores também relacionam esse aumento ao dano hepético.

Estresse oxidativo

As enzimas CAT e SOD, tem papel importante no organismo animal devido a sua
funcdo antioxidante (Menezes et al., 2016). A diminuicdo proporcional na atividade da
enzima CAT no figado com o aumento dos niveis de L. alba e o menor valor da SOD nesse
mesmo 6rgdo no nivel de 1% de adicdo do produto, podem indicar um mecanismo toxico
induzido pelos compostos presentes na folha da L. alba.

A GST ¢ considerada uma importante enzima de desintoxicacdo e tem papel
importante na protecdo contra a peroxidacdo lipidica, pelo fato de metabolizar grande
variedade de compostos xenobidticos organicos, por meio da conjugacdo destes com a
glutationa reduzida (GSH), formando substancias de baixa toxicidade (Yang et al., 2001).
Neste estudo, foram encontradas alteracbes na atividade da GST apenas nas branquias,
possivelmente pelo maior contato desse Orgdo com O Oxigénio e a maior propensao na
formagéo das EROs. Esse aumento da GST pode representar uma melhora no mecanismo
protetor contra as EROs, impedindo assim seus efeitos indesejaveis. Em jundias alimentados
com o OE de L. alba, ocorreu aumento de atividade da GST nas branquias, no figado e no
cérebro, onde nesse caso, ocorreu uma diminuicdo paralela da LPO em dois desses 6rgaos,
nas branquias e no figado (Saccol et., 2013), mostrando efeito protetor ao aumentar a

atividade dessa enzima.
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O aumento dos NPSH nas branquias e no musculo, com a adi¢do da L. alba e o maior
valor desses tiois no nivel de 1,5% de adi¢do, também indicam maior capacidade antioxidante
dos peixes quando na presenca dos compostos quimicos da L. alba nas dietas, pois os NPSH
podem atuar contra a formacdo das EROs e na manutencdo do equilibrio redox (Reischl et al.,
2007).

A diminui¢do da TBARS no musculo indica que a inclusdo de qualquer nivel de L.
alba na forma de p6 de folha nas dietas reduz a taxa de oxidacédo lipidica desse tecido, o que
na pratica é interessante por aumentar o tempo de vida de prateleira dos filés quando utilizado
em animais de producdo. Veeck et al. (2015) avaliando filés de carpa hingara congelados,
tratados com extratos de L. alba, encontraram efeitos parecidos, no qual também baixou 0s
niveis de TBARS, revelando retardamento da oxidacédo lipidica dos filés armazenados.

A acdo antioxidante da L. alba pode estar relacionada com a presenca de compostos
fendlicos, pois essa planta possui boas quantidades desses componentes, que podem variar em
funcdo das condicGes de cultivo da planta e do clima (Chies et al., 2013; Morais et al., 2013).
Os compostos fendlicos possuem poder antioxidante devido a sua estrutura quimica,
apresentando hidroxilas e anéis aromaticos, nas formas simples ou de polimeros (Angelo e
Jorge, 2007). Estas estruturas quimicas podem reagir e estabilizar radicais livres, diminuindo
o0 dano oxidativo (Vaccari et al., 2009).

Outro fator que pode explicar essa capacidade antioxidante apresentada neste trabalho,
¢ a presenca dos compostos quimicos que constituem o OE da planta em questdo. A
composicdo quimica do OE da L. alba coletada no mesmo local da planta utilizada neste
estudo, apresentou o linalol como sendo o composto majoritario, representando 47,66% do
total de constituintes desse extrato (Hohlenwerger et al., 2016). Em estudos recentes, a
presenca do linalol foi relacionado com uma melhora na capacidade antioxidante de juvenis
de jundia, quando estes foram alimentados com dietas contendo o OE de L. alba nas dietas
(Saccol et al., 2013).

A adicéo do po6 da folha de L. alba em dietas para o jundia, apresenta um potencial
antioxidante, devido a presenca de OEs e compostos fendlicos. Por outro lado, a adi¢do desta
planta afeta negativamente o crescimento, a hematologia e os parametros metabdlicos dos
juvenis de jundias, provavelmente por ter antinutrientes em sua composi¢do. Portanto, nos
niveis testados no presente estudo, a adi¢do do pé da folha de L. alba ndo é recomendada para

juvenis de jundid.
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TABELAS

Tabela 1 - Consumo e parametros de crescimento de jundias alimentados com p6 de folha de
L. alba.

Pé de L. alba (%)

*Parametros 0 0,5 1 15 2 P
Cons (% PV)  3,10+0,03 3,07+0,13 3,32+0,13 2,99+0,14 3,23+0,10 NS
CAA 1,50+0,02°  1,56+0,08%®°  1,69+0,06®  1,59+0,06®  1,79+0,04° 0,03

Peso (g)* 26,36+0,40  2422+0,72  24,18+0,50  22,28+0,24  20,96+0,43  <0,0001
GPR (%)’  323,85:6,58 288,81+1150 288,91+7,85 258,80+399 236,91+6,63 <0,0001
GPT (g)° 20,14+0,81  17,99+144  17,96+0,99  16,07+0,49  14,73+0,85  <0,0001
CT (cm)* 14,96+0,27  14,5620,23  14,61+0,26  14,12+0,13  13,90+0,48  <0,0001
CP (cm) 12,1740,25° 12,0740,30®  12,16+0,25° 11,69+0,17® 11,49+0,39® 0,01

Valores expressos como média + erro padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). *Pardmetros: Cons - consumo, CAA - conversdo alimentar aparente, GPR - ganho
em peso relativo, GPT - ganho de peso total, CT - comprimento total, CP - comprimento padréo.

Yefeito linear: Y=26,15-2,55X, r2=0,79;

Zefeito linear: Y=320,23-40,77X, r2=0,79;

Sefeito linear: Y=19,93-2,54X, r2=0,79.

*efeito linear: Y=14,94-0,51X, r2=0,63;
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Tabela 2 - Composicéo corporal e de filés de jundias alimentados com p6 de folha de L. alba.

P6 de L. alba (%0)

Parametros 0 0,5 1 1,5 2 p
Filé

PB (%) 18,90+0,29 19,06+0,14 18,87+0,16 18,80+0,41 18,38+0,08 NS
MS (%)* 21,12+0,04 20,87+0,06 20,87+0,07 20,13+0,03 20,07+0,06 <0,0001
MM (%) 1,63+0,01 1,67+0,05 1,61+0,05 1,70+0,03 1,65+0,02 NS
Peixe inteiro

PB (%) 15,51+0,16 15,61+0,07 15,33+0,26 14,95+0,44 15,56+0,50 NS
MS (%) 21,76+£0,14 21,80+0,13 21,94+0,11 22,25+0,11 22,20+0,14 NS
MM (%) 3,056+0,11 2,904+0,005 2,73+0,08 2,93+0,07 3,09+0,12 NS
LIP (%) 2,27+0,22  2,23+0,47 2,39+0,31 2,31+0,13  2,60+0,05 NS

Valores expressos como média + erro padrdo. *Efeito linear: Y=21,22-0,57X,

proteina bruta, MS - matéria seca, MM - matéria mineral, LIP - lipidios.

r2= 0,83. Parametros: PB -
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Tabela 3 - Parametros hematologicos de jundias alimentados com pé de folha de L. alba.

P6 de L. alba (%)

*Parametros 0 0,5 1 1,5 2 p
Hematdcrito (%) 27,56+£1,03 28,56+1,72 2537+151 24,12+1,08 24,87+0,71 NS
Eritrocitos 4,12+0,34  3,12#0,26  2,95+0,51 1,46+0,07 1,4340,08 il
(10%/pL)*

Hemoglobina 10,61+0,39  9,38+0,52  8,21+0,32 7,53+0,52 6,46+0,20 Fxx
(g/dL)?

VCM (fL)? 61,88+5,96 76,18+8,11 63,87+8,29 151,62+6,02 172,32+7,65 Fxk
HCM (pg)* 27,24+350 30,58+1,48 26,37+2,95  45,60+2,07 42,32+1,82 Fxk

CHCM (g/dL)’® 39,86+1,27 33,89+0,90 31,34+0,84 30,31+1,51 = 23,38+0,54 folale

Valores expressos como média + erro padrdo. *VCM - volume corpuscular médio, HCM - hemoglobina
corpuscular média, CHCM - concentracdo de hemoglobina corpuscular média.

***=p<(0,0001; NS= ndo significativo (P>0,05).

lefeito linear: Y=4,66-1,73X, r2=0,75;

Zefeito linear: Y=10,41-2,03X, r2=0,64;

%efeito linear: Y=40,74+64,41X, r2=0,76;

*efeito linear: Y=20,53+12,20X, r>=0,58;

Sefeito linear: Y=40,45-7,96X, r2=0,78;
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Tabela 4 - Parametros metabolicos de jundias alimentados com pé de folha de L. alba.

P6 de L. alba (%)

Parémetros 0 0,5 1 15 2 p
FIGADO*

Glicogénio 150,82+13,17° 149,17+25,21° 140,38+16,22° 146,71+14,39" 259,43+28,24° 0,002
Glicose 14,29+1,64°  17,76+£2,90®°  11,84+1,43° 11,87#1,29° 23,26+2,06°  0,0006
AA 67,40£1,75®  80,95+2,71*°  78,91+6,83"°  67,98+573®  58,37+4,34" 0,03
ALT 3,24+0,29° 1,80+0,17° 1,69+0,30° 4,05+0,44° 4,49+0,24°  <0,0001
PLASMA**

Glicose 30,10+2,69°  40,99+2,89°  42,32+#343°  44,91+#373°  69,82+6,28°  <0,0001
Proteinas 2,24+0,10 2,52+0,09 2,37+0,08 2,60+0,10 2,51+0,05 NS
Triglicerideos  200,98+16,61  190,85+14,18  208,11+20,34  18501+7,42  189,06+23,77 NS
Colesterol 111,47#338  114,25+3.88  107,76+545  111,62+1,82  109,86+4,23 NS
ALT 5,10+0,52° 7,01+0,57™ 7,30+0,48" 11,21+0,24° 9,88+0,72®  0,0003

Valores expressos como média + erro padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). Parametros: *Figado= Glicogénio (umol/g tecido), Glicose (mg/g tecido), AA -
Aminoacidos (umol/g tecido), ALT - alanina aminotransferase (Ul/g tecido); **Plasma= Glicose (mg/dL),
Proteinas (g/dL), Triglicerideos (mg/dL), Colesterol (mg/dL), ALT - alanina aminotransferase (UI/L).
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Tabela 5 - Parametros oxidativos de jundias alimentados com pé de folha de L. alba.

P6 de L. alba (%)

*Parametros 0 05 1 15 > 0

Figado

TBARS 4,43+0,49  3,96+0,28  3,85x0,63  4,20+0,32  3,51+0,47 NS

NPSH 0,48+0,02  0,44+0,01  0,41+0,01  0,49+0,02  0,48+0,01 NS

GST 0,39+0,01  0,38+0,02  0,33+0,02  0,34+0,01  0,38+0,01 NS

Branquias

TBARS 2,64+0,19  228+0,08  242+0,08  2,28+0,12  2,39+0,08 NS

NPSH 0,34+0,02°  0,36+0,004® 0,39+0,008 0,38+0,004* 0,40+0,006*° 0,01
GST 0,25+0,01°  0,27+0,01°  0,25+0,02°  0,33+0,02°  0,29+0,02® 0,03
Encéfalo

TBARS 4,96+0,32  555+0,36  5,96x0,29  523+0,43  517+0,28 NS

NPSH 0,20£0,008™  0,25+0,01*  0,24+0,01°  0,31+0,02° 0,15+0,017° <0,0001
GST 0,11£0,006  0,09+0,008  0,08+0,006  0,11+0,01  0,11+0,004 NS

Musculo

TBARS 1,33+0,05*  0,70+0,04°  0,71+0,10°  0,62+0,05°  0,65+0,07° <0,0001
NPSH! 0,20£0,004  0,21+0,005  0,22+0,004  0,23%0,007 0,260,007 0,01
GST 0,08+0,008  0,08+0,008 0,080,007  0,09+0,01  0,08+0,007 NS

Valores expressos como média + erro padrdo. Médias com letras diferentes na linha diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (P<0,05). *Pardmetros: TBARS - espécies reativas ao 4cido tiobarbitdrico (nmol MDA/mg
proteina), NPSH - tidis ndo protéicos (umol SH/g tecido), GST - glutationa-S-transferase (umol GS-
DNB/min/mg proteina).
Yefeito linear: Y=0,20+0,02X, r2=0,90.
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FIGURAS
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Figura 1. Atividade das enzimas SOD e CAT no figado. (A) Atividade da enzima
superdxido dismutase (SOD) no figado de jundias alimentados com dietas contendo diferentes
niveis de po6 da folha de L. alba nas dietas. (B) Atividade da enzima catalase (CAT) no figado
de jundias alimentados com dietas contendo diferentes niveis de p6 da folha de L. alba nas
dietas. Médias com letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste de tukey (p<0,05).
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5 CONCLUSOES GERAIS

- A inclusdo da folha de L. alba nas dietas de jundias resulta em diminuicdo da taxa de
crescimento;

- A inclusdo da folha de L. alba afeta negativamente a hematologia e o metabolismo de
jundias;

- A folha de L. alba apresenta potencial antioxidante quando adicionada nas dietas de jundias;
- A folha de L. alba, nos niveis testados, ndo é recomendada como aditivo para juvenis de

jundias.
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ANEXO A - IMAGEM DE EXEMPLAR DA PLANTA DE Lippia alba UTILIZADA
NO EXPERIMENTO
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ANEXO B - IMAGEM DAS FOLHAS DE Lippia alba UTILIZADAS NO
EXPERIMENTO
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ANEXO C-IMAGENS DO SISTEMA DE RECIRCULACAO DE AGUA
UTILIZADO NO EXPERIMENTO




51

ANEXO D-NORMAS DO PERIODICO JOURNAL OF EXPERIMENTAL
BIOLOGY

MANUSCRIPT PREPARATIONS
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JEB requires authors to submit their manuscripts online using the Bench>Press
manuscript processing system. All manuscripts should adhere to the journal’s terms of
submission.

Authors are required to read our journal policies before preparing their manuscripts
and to complete and submit our submission checklist with their manuscripts. This form asks
authors to confirm that they have followed best practice guidelines regarding experimental
subjects, data reporting and statistics. The checklist is based on the NIH Principles and
Guidelines for Reporting Preclinical Research and is intended to help ensure high standards
for reporting and to aid reproducibility.

All pre-submission or general editorial queries should be directed to the Editorial
Office.

2. Manuscript length
The following table shows the maximum word count of the main text (excluding title
page, summary, references and figure captions) and maximum number of display items

(figures and tables) for different article types.

Article type Maximum word count Maximum no. of display items
Research Article 7000 10
Short Communications 2500 3
Methods & Techniques 2500 3
Review 7000 8
Commentary 4500 5

Articles exceeding the limits specified above will be returned to authors at submission.

3. Preparing the text and tables
The information below relates to a standard Research Article. For all other article

types, please refer to the style and layout guidelines provided on our article types page.


http://submit-jeb.biologists.org/
http://submit-jeb.biologists.org/
http://jeb.biologists.org/content/submit-manuscript
http://jeb.biologists.org/content/submit-manuscript
http://jeb.biologists.org/content/journal-policies
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/Checklist.pdf
http://www.nih.gov/about/reporting-preclinical-research.htm
http://www.nih.gov/about/reporting-preclinical-research.htm
mailto:jeb@biologists.com
mailto:jeb@biologists.com
http://jeb.biologists.org/content/article-types
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3.1 File formats

For manuscript text and tables, our preferred file format is Microsoft Word .docx (or
.doc). We also accept Pages (rtf format) and LaTeX.

Please include tables as part of the manuscript file. Tables must be editable and not
embedded as an image.

If you are submitting a LaTeX file, please include any component files, such as .st
(style file), .cls (class file) and .bib (bibliography file) in your file submission. Please note that
LaTeX files will be converted to Microsoft Word files during the production process and that
authors will be required to check the conversion of symbols and special characters carefully at
the proofing stage.

For mathematical equations, our preferred file format is MathType. We also accept
Equation Editor (Microsoft Word) and LaTex.

3.2. Article sections
3.2.1. Title page

This section should include a title of 120 characters or less that clearly and concisely
summarises your specific findings and avoids specialist abbreviations, a running title of
40 characters or less, the full names (including middle initials) and affiliations of all authors
(including present addresses for authors who have moved), and the corresponding author’s
email address. Please note any cases where authors contributed equally to the work. Please
also include 3-6 key words for indexing purposes (select key words that will make your

manuscript easily searchable).

3.2.2. Summary statement

Provide a brief Summary Statement for use in emailed and online tables of content
alerts. The text should be between 15 and 30 words, and should explain, without
overstatement, why someone should read the article. Please do not simply repeat the title, and
avoid unfamiliar terms and abbreviations, as the text should be comprehensible to non-

experts. We reserve the right to edit the text.

3.2.3. Abstract
Provide a brief abstract of no more than 250 words for Research Articles (150 words
for Short Communications and Methods & Techniques). This should succinctly and clearly

introduce the topic of the paper, summarise the main findings and highlight the significance of
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the data and main conclusions. The abstract is used by abstracting services without
modification and is often read more frequently than the full paper and therefore needs to be
comprehensible in its own right. Do not include subheadings or references, and avoid any

non-standard abbreviations.

3.2.4. Introduction
This section should succinctly provide the background information that is required to

set the results into their proper biological context. It should not contain subheadings.

3.2.5. Materials and methods

This section should include sufficient detail to understand and to replicate the
experiments performed, in conjunction with cited references. It should be divided into
sections, and should include subsections detailing reagents, animal models and statistical
analysis. Provide names and locations (town, state, country) for ALL equipment and reagent
suppliers. Give Latin names and taxonomic authority (e.g. Linnaeus) for all experimental
species. Reporting standards should follow those recommended in our journal policies and

submission checklist.

3.2.6. Results

This section should describe the results of the experiments performed and should be
broken up by subheadings to organise the findings presented and walk the reader through the
results. Reproducibility of results must be included — see our submission checklist for further
information. Please ensure that the distinction between new results and published

findings/established facts is clear.

3.2.7. Discussion
This section should explain the significance of the results and should place them into
the broader context of the current literature. The Discussion may contain subheadings to

highlight important areas that are expanded on in the text.

3.2.8. Acknowledgements
This section should mention any individuals or groups that are not named as authors
but have contributed to the research presented (e.g. in terms of reagents, time, expertise) or

writing of the manuscript.


http://jeb.biologists.org/content/journal-policies
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/Checklist.pdf
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/Checklist.pdf
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3.2.9. Competing interests

Include a statement to identify any potential influences that readers may need to know
about when thinking about the implications of the presented research. For more specific
information regarding the affiliations and associations that must be disclosed, please see our
journal policies page. Authors without financial or competing interests should explicitly assert

this and include the statement ‘No competing interests declared’.

3.2.10. Author contributions

An author is someone who has made significant and substantial contributions to a
study. JEB requires that the independent contributions of each author are stated in the
manuscript. Please refer to journal policies for further information on our authorship policies.
It is the responsibility of the corresponding author to ensure that ALL co-authors have

checked and confirmed their contribution statement prior to manuscript submission.

3.2.11. Funding

Details of all funding sources must be provided. It is the responsibility of the
corresponding author to provide the relevant funding information from ALL authors. Please
provide the official funding agency name as listed on the Crossref Funder Registry, i.e.
‘National Institutes of Health', not 'NIH', and all relevant grant numbers. If your Funder is not
listed in the Registry, please provide the name in full.

Where individuals need to be specified for certain sources of funding, please add
initials after the relevant agency or grant number. Please use the following format: This work
was supported by the National Institutes of Health [AA123456 to C.S., BB765432 to M.H.];
and the Alcohol & Education Research Council [hfygr667789]. Where no specific funding
has been provided for the research, please state ‘This research received no specific grant from

any funding agency in the public, commercial or not-for-profit sectors’.

3.2.12. Data availability

Any datasets supporting your work should be made publicly available at the time of
publication. Please provide details of repository name, accession numbers or other identifiers
such as a doi and, where possible, include a hyperlink to the URL of the dataset. For more
specific information regarding the types of data that must be disclosed, please see our journal

policies page.


http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#coi
http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#contributions
http://search.crossref.org/fundref
http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#data
http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#data
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3.2.13. References
All references cited in the text, tables and figure legends should be included in a single
reference list at the end of the article. For specific information about reference formatting,

please see the references section below.

3.2.14. Figure legends

Figure legends should be listed at the end of the manuscript. The first sentence of the
legend should summarise the figure and be in bold. Each figure legend should stand alone and
should contain enough information to ensure that the figure is understandable without having
to refer to the main text. Figure panels should be labelled with uppercase letters (A, B, C,
etc.), and each panel should be described in the legend. Any abbreviations not given in the
main text should be defined. For further details on what should be included in figure legends,

please refer to our submission checklist.

3.2.15. Appendices

This optional section can be used for information that is critical to the manuscript but
would interrupt the flow of the article and is not suitable for inclusion as supplementary
information. It should be formatted according to normal journal style. All figures, tables and
equations should be numbered separately from the main text as Fig. Al, Table Al, Eqn Al,
etc. Please note that the text, figures and tables in an Appendix count towards the overall

manuscript length.

3.3. Preparing the text
3.3.1. General information

Prepare manuscripts in English (either US or UK spelling is acceptable but be
consistent within the manuscript). Your writing should be comprehensible to editors and
reviewers, and your writing style should be concise and accessible. If English is not your first
language, please consider using a language editing service prior to submission.

Ensure that the language in your manuscript is original and does not contain
previously published passages of text (including those from your own publications) — see our
journal policies for more details. All accepted manuscripts are routinely screened using
plagiarism-detection software.

Use 1.5 line spacing and continuous line numbering throughout the paper in order to

facilitate online reviewing.


http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#ref
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/Checklist.pdf
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#6.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#6.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#2.
http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#originality
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Do not embed figures in the text.

Cite each figure, table and movie in the text in numerical order. Figure or table parts
should be labelled with uppercase letters (A, B, C, etc.). Use the following format for
citations: Fig. 1A,B or Figs 1, 2 or Table 1 or Movie 1.

If necessary, display equations should be cited using the following format: Eqn 1.

For supplementary figures, tables and equations, cite as Fig. S1, Table S1, Egn S1.

Define abbreviations at first mention and include a List of Symbols and Abbreviations
used.

For special characters not available on a standard keyboard (e.g. Greek characters,
mathematical symbols), use the Symbol font or the ‘Insert Symbol’ function in Microsoft
Word, where possible. For special characters that are not available via this route, please use

MathType characters; do not use embedded images (e.g. GIF).

3.3.2. Units and nomenclature

Units of measurement should follow the SI system, e.g. ml s rather than ml/s.
Guidance on using the SI convention can be found here. Type a space between a digit and a
unit, e.g. 1 mm (except 1%, 1°C).

Use s.e.m. and s.d. for standard errors, etc.

Taxonomic nomenclature: the Latin names and taxonomic authority (e.g. Linnaeus)
should be provided for all experimental species. All species names should be italicized.

Genetic nomenclature: gene names should be in italic type, but the protein product of a
gene should be in Roman type. Genetic nomenclature should be in accordance with
established conventions and should be approved by the relevant nomenclature curator if
applicable. See below for some relevant links.

HGNC list of genome databases: http://www.genenames.org/useful/all-links#ovgdb

Caenorhabditis elegans: http://www.wormbase.org

Dictyostelium: http://dictybase.org/

Chicken: http://birdgenenames.org/canc/quidelines

Drosophila: http://flybase.org/wiki/FlyBase:Nomenclature

Human: http://www.genenames.org/about/quidelines

Maize: http://www.maizeqgdb.org/maize nomenclature.php

Mouse: http://www.informatics.jax.org/mgihome/lists/lists.shtml

Saccharomyces cerevisiae: http://www.yeastgenome.org/

Schizosaccharomyces pombe: http://www.pombase.org/submit-data/gene-naming-guidelines



http://physics.nist.gov/cuu/Units/index.html
http://www.genenames.org/useful/all-links#ovgdb
http://www.wormbase.org/
http://dictybase.org/
http://birdgenenames.org/cgnc/guidelines
http://flybase.org/wiki/FlyBase:Nomenclature
http://www.genenames.org/about/guidelines
http://www.maizegdb.org/maize_nomenclature.php
http://www.informatics.jax.org/mgihome/lists/lists.shtml
http://www.yeastgenome.org/
http://www.pombase.org/submit-data/gene-naming-guidelines
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Xenopus: http://www.xenbase.org/gene/static/geneNomenclature.jsp

Zebrafish: https://wiki.zfin.org/display/general/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+Guidelines

3.3.3. References
3.3.3.1. References in text

References in the text should be cited using the Harvard (name, date) referencing
system.

Each reference cited in the text (including those cited in supplementary information)
must be listed in the Reference list and vice versa: please check these carefully.

Literature citations in text are as follows.

One author — (Jones, 1995) or (Jones, 1995; Smith, 1996).

Two authors — (Jones and Kane, 1994) or (Jones and Kane, 1994; Smith, 1996).

More than two authors — (Jones et al., 1995) or (Jones et al., 1995a,b; Smith et al.,
1994, 1995).

Manuscripts accepted for publication but not yet published: list in Reference list and
cite as (Jones et al., in press).

Manuscripts posted on preprint servers but not yet published: list in Reference list and
cite as (Smith et al., 2016 preprint).

Citation of unpublished work: we discourage citation of unpublished data; if it is
necessary, use the format (S. P. Jones, unpublished observations/data). Unpublished data
cannot be included in the Reference list.

PhD theses: cite in the text but do not list in the Reference list; use the format (Arthur
R. Goode, Title of thesis, PhD thesis, Institute, Year).

Website URLS: cite in the text but do not list in the Reference list; provide the URL
and, if the website is frequently updated, the date that the site was accessed.

Personal communications (i.e. the unpublished observations of other scientists): when
a person who is not an author on the paper is the source of unpublished data, those data
should be cited as a personal communication using the format (full name, institution, personal
communication). Personal communications should not be cited in the Reference list and will
only be published when substantiated by written permission (e.g. email) from the scientist

cited.


http://www.xenbase.org/gene/static/geneNomenclature.jsp
https://wiki.zfin.org/display/general/ZFIN+Zebrafish+Nomenclature+Guidelines
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3.3.3.2. Reference List

References are listed in alphabetical order according to surname and initials of first
author.

Use the following style:

Journal

Rivera, A. R. V., Wyneken, J. and Blob, R. W. (2011). Forelimb kinematics and motor
patterns of swimming loggerhead sea turtles (Caretta caretta): are motor patterns conserved
in the evolution of new locomotor strategies? J. Exp. Biol. 214, 3314-3323.

Book

Hochachka, P. W. and Somero, G. N. (2002). Biochemical Adaptation: Mechanism and
Process in Physiological Evolution. Oxford, UK: Oxford University Press.

Book chapter

Feller, G. (2008). Enzyme function at low temperatures in psychrophiles. In Protein
Adaptation in Extremophiles (ed. K. S. Siddiqui and T. Thomas), pp. 35-69. New York: Nova
Science Publishers, Inc.

Preprint server

Baillie-Johnson, P., van den Brink, S. C., Balayo, T., Turner, D. A. and Martinez Arias,
A. (2014). Generation of aggregates of mouse ES cells that show symmetry breaking,
polarisation and emergent collective behaviour in vitro. bioRxiv doi:10.1101/005215.

If there are more than 10 authors, use ‘et al." after the 10th author.

Within a group of papers with the same first author, list single author papers first, then
papers with two authors, then et al. papers. If more than one reference exists for each type,
arrange in date order. Use a and b for papers published in the same year.

'In press' citations must have been accepted for publication and the name of the journal

or publisher included.

3.4. Preparing tables

Prepare tables in ‘cell’ format and include in the same file as the main text. Tables
must be editable and not embedded as an image.

The title of the table should be a single sentence and should summarise the contents of
the table. Details referring to one or more isolated item(s) in the table are best given in a table
footnote. Units should be given in parentheses at the top of each column (do not repeat in the
table).
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3.5. Preparing display equations
Our preferred file format for equations is MathType. We also accept Equation Editor
(Microsoft Word) or LaTex.

Please number all display equations, consecutively. They should take the form:

) ~KA; [;}}

—

¢ s
uly ).

Units should be defined in the text rather than included in the equation.

4. Preparing figures
4.1. General information

Figures should be numbered in a single series that reflects the order in which they are
referred to in the text.

Figures should be prepared at the smallest size that will convey the essential scientific
information; final figure size is at the discretion of the journal. For further information on how
to arrange your figures to optimise viewing by reviewers and readers, download our figure
layout guidelines.

At initial submission, you may submit a single PDF file containing all text and figures.
Once an article has been accepted for publication, you are required to submit separate files for
each figure (see below for file formats).

Figure legends should be included in the main text file and not in the figure file.

There are no charges for the use of colour in figures, although gratuitous use of colour
in graphs and diagrams should be avoided and colour should only be used to improve

scientific clarity.

4.2. Preparing graphs and diagrams (line art)
4.2.1. General information

The maximum figure size, including lettering and labels, is 180 mm x 210 mm.

Line thicknesses and symbols should be of sufficient size to ensure clarity if the figure
is reduced in size.

For graphs, our preferred symbols are filled and open circles, triangles, squares, or
diamonds; where possible, the same symbol should be used for the same entity in different

figures.


http://jeb.biologists.org/sites/default/files/FigureLayout_JEB.pdf
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/FigureLayout_JEB.pdf
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Colour: supply line art in RGB (not CMYK) mode, as this maximizes colour quality
and is how the figures will be displayed online; do NOT use Spot, Pantone or Hex colours and
do NOT assign a colour profile.

Text labelling: use 12 pt bold uppercase letters (A, B, C, etc.) to distinguish figure
panels; other labelling should be 8 pt Arial font (sentence case) (headings should be bold); for
gene sequences, use Courier font to ensure that each letter is the same width; use Symbol font

for Greek characters.

4.2.2. File formats

Authors should submit their source figures in an editable format (vector graphic) that
retains font, line and shape information. This format ensures that we can edit where necessary
and produce high-quality print and online PDFs.

We accept the following file formats for graphs/line art: EPS, PDF, and WMF.

Applications such as Adobe Illustrator, Canvas, DeltaGraph, Corel Draw, Freehand,
MatLab and SigmaPlot provide these formats.

Please ensure that you 'export' or 'save' with (text/font) information included

Save text/font information as ‘text’ not ‘curves’ or ‘outlines’.

If combining images, always ‘embed' images; do NOT simply 'link' them. In Adobe
Illustrator, copying and pasting or dragging an image directly from Adobe Photoshop will
embed the image. Alternatively, if you use the 'Place’ command, uncheck 'Link' in the
dialogue box. For other software applications, please refer to the documentation (often there
will be a 'link’, ‘proxy’, 'OLE' or 'OPI' option, which must NOT be used with EPS files).

Note that submission of JPEG or TIFF format for graphs/line art may delay

production of your article.

4.3. Preparing photographic images
4.3.1. General information

Photographic images (also known as bitmap images) are made up of pixels (e.g. light,
fluorescence and electron microscopy, gels, and traditional photography).

The maximum figure size, including lettering and labels, is 180 mm x 210 mm.

Images should be saved at a resolution of 300 pixels per inch. Any image quality
option should be set to maximum.

For micrographs, use a scale bar to show the magnification and give the length of this

in the figure legend.
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Colour: supply images in RGB (not CMYK) mode, as this maximizes colour quality
and is how the figures will be displayed online; do NOT use Spot, Pantone or Hex colours and
do NOT assign a colour profile.

Text labelling: use 12 pt bold uppercase letters (A, B, C, etc.) to distinguish figure
panels; other labelling should be 8 pt Arial font (sentence case) (headings should be bold); for
gene sequences, use Courier font to ensure that each letter is the same width; use Symbol font

for Greek characters.

4.3.2. File formats

Our preferred file format is JPEG.

JPEGs are small, can be uploaded quickly and produce small PDFs that are easy for
reviewers to download; JPEG compresses the image in a way that retains the detail that
matters most If you are unable to provide your figures in JPEG format, we are also able to
accept TIFF files; however, please note that TIFFs are very large (10-40 MB per image), slow

to upload and can result in large PDFs that reviewers and readers are unable to download.

4.4. Image manipulation

Any alterations made to figures using computer software must be consistent with our
image manipulation policy. The images presented in the manuscript must remain
representative of the original data, and the corresponding author will be asked to confirm this
at submission. Please read our requirements for preparing your figures (download PDF) to
avoid a potential delay in the publication process or rejection on the basis of non-compliance
with these guidelines.

All accepted manuscripts are routinely screened by our production department for any
indication of image manipulation. If evidence of inappropriate manipulation is detected, the
journal's Editors might ask for the original data to be supplied and, if necessary, may revoke
the acceptance of the article.

4.5. Figure permissions

It is the responsibility of the author to obtain permission to use figures from another
publication in any article submitted to JEB and to ensure that any such use is credited to the
source. Any fees associated with use of the figure are the responsibility of the author. Written
permission from the author and/or publisher of the original material, as appropriate, should be

provided at the time of submission, otherwise publication may be delayed. If a figure has been


http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#images
http://jeb.biologists.org/sites/default/files/JEBrevision.pdf
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modified from a previously published figure, please check with the copyright owners to see
whether permission is required and include a complete citation/reference for the original

article.

5. Preparing movies

Our preferred file format for movies is .mp4, but we also accept .mov

Please provide a separate text file containing the titles and captions of all movies.
Please keep captions as short as possible and ensure that they explain what is being shown in
the movie and any necessary details of how the movie was made.

Movies should be numbered in a single series that reflects the order in which they are
cited in the text, e.g. see Movie 1. Movie 2, etc.

In the final online article, all movies are displayed in the supplementary information.

We have a limit of 10 MB for all movie and supplementary information files. If your
movies exceed this limit, please contact the Editorial Office for advice before submission; we
may be able to reduce the size of your movie files without losing resolution or discuss other
options for hosting. For example, if you have movies that exceed our file limits and that are
supplementary to the core message of the paper (or if you wish to provide readers with a
higher-resolution version of the movie than can be displayed within our file size limits), we
encourage you to deposit them in a reliable data repository such as Dryad or Figshare and link
to them from the main paper - please see our guidelines on Data deposition for further
information. Alternatively, we may consider hosting large movies that are central to the article
on the journal’s YouTube channel, again with a direct link from the main paper.

Please note that we reserve the right to make movies or other data forms available on
an Open Access basis via The Company of Biologists’ website, You Tube and other online
channels. Where we do, the movies and other data forms may on occasion be made available
under the terms of the Creative Commons Attribution 3.0 Unported (CC-BY) Licence. These
terms permit the copying and/or adaptation of the movie and the distribution of the movie or
any such adaptation by any means and in any medium or format to any other person,
including for commercial purposes, provided that you are credited as the original author.

There would be no additional cost to you, the author.


http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#6.
mailto:jeb@biologists.com
http://datadryad.org/
http://figshare.com/
https://www.youtube.com/user/CompanyofBiologists
http://www.biologists.com/
https://www.youtube.com/user/CompanyofBiologists
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/legalcode
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6. Supplementary information
6.1 General information

Data that are essential for interpretation of the results of the main paper should be
included in the main paper. Supplementary information provides access to supporting data
that do not appear in the printed article or PDF but that accompany the final version of a paper
online.

These data are peer reviewed and subject to the same criteria as the data that are to be
published in the paper itself. During peer review, editors and reviewers are asked to assess
whether supplementary information is appropriate and essential for supporting the findings of
a paper.

All supplementary data will be strictly limited to a total of 10 MB per article.

We only accept data files - such as datasets, movies, audio, figures and tables - as
supplementary information. We do NOT accept text files that provide additional materials and
methods, results or discussions related to the article; these should be included in the article
itself. Statistical and computational analyses should ideally be included in the methods section
or as an appendix in the main article. Very large files or those requiring specialist software are
not suitable as supplementary information. For large datasets, e.g. computational analyses,
please see our guidelines on data deposition.

Criteria for each supplementary information type are listed in the table below. The
total number of supplementary information items of all types (figures, tables, movies, etc.) per

article should not exceed the total number of figures and tables in the main article.
Data type Criteria Citation style

Figuresand |Max. of 6 items per article (should not exceed the Fig. S1, Fig. S2; Table S1,

tables total number of figures/tables in the main article) | Table S2, etc.

Datasets Include as supplementary tables Table S1, Table S2, etc.

Movies and ) ) ) Movie S1, Movie S2, etc.;
o Max. of 3 movies/audio per article _ )

audio clips Audio S1, Audio S2, etc.

With the exception of movies and large tables (see sections on preparing movies and
supplementary tables), all supplementary information should be collated into a single PDF
file. For the convenience of readers, please number each figure/table and place next to the

corresponding legend in the PDF.


http://jeb.biologists.org/content/journal-policies#data
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#5.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#6.3.
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Please note that supplementary information files are not copyedited by JEB and
therefore authors must ensure that all files are checked carefully before submission and that
the style of terms and figures conforms to that of the article. Modification of supplementary
information after publication will require a formal correction.

Refer to each piece of supplementary information at least once within the text of the
main article (the article that is published in the print issue of the journal).

6.2. Supplementary figures

Figures in PDF, EPS, JPEG and TIFF format are acceptable - see guidelines on
preparing figures for further information.

Number supplementary figures using the format Fig. S1, Fig. S2, etc. and include a
legend for each figure. If a supplementary figure relates to a particular figure in the text,
please cite it as close to this figure as possible. For the convenience of readers, please place
each figure next to the corresponding legend in the supplementary information PDF.

6.3. Supplementary tables

Tables should generally be submitted as a Microsoft Word (.docx) file. However, if
your table is very large, or you wish readers to be able to export and/or manipulate the data,
we would prefer you to submit it as a Microsoft Excel file. Please see our guidelines on
preparing tables above for further information.

Number supplementary tables using the format Table S1, Table S2, etc. Use a separate

numbering system from that used in the main article and include a title for each table.


http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#4.
http://jeb.biologists.org/content/manuscript-prep#3.4.

