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RESUMO

O transporte de peixes vivos é um estimulo adverso a homeostase dos peixes. E uma pratica
traumatica para 0s animais, pois envolve a captura, a manipulacdo, o armazenamento dos
individuos e o deslocamento, até a liberacdo, 0 que sugere a necessidade de um procedimento
para minimizar estes estressores. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do 6leo de
cravo nas respostas metabdlicas e i6nicas de juvenis de tilapia do Nilo, submetidos a
simulacdo do transporte em sacos plasticos, em diferentes densidades. Foram realizados dois
experimentos: no primeiro foram avaliadas quatro concentracGes de Oleo de cravo (quatro
repeticdes, cada): 5, 10, 15 e 20 mg L™, para examinar o comportamento dos peixes durante e
apos a simulacdo do transporte, a sobrevivéncia e a qualidade da dgua. Foram utilizados vinte
peixes por saco de transporte (50 g L™); No segundo experimento, se utilizou apenas a melhor
concentracdo do anestésico, observado no primeiro experimento. Os peixes foram estocados
em sacos plasticos nas densidades de 16, 28 e 40 peixes por saco, equivalente a 140, 245 e
350 g L™, respectivamente. Ap6s nova simulacio de transporte, foram avaliados os niveis de
glicose sanguinea, lactato, ions cloreto, magnésio e calcio. No primeiro experimento, as duas
menores concentracdes foram ineficientes para anestesiar os animais. A concentracdo de 20
mg L™ amenizou a excrecdo de compostos nitrogenados, porém resultou num elevado indice
de mortalidade, enquanto a concentracdo de 15 mg L™ apresentou os resultados mais
satisfatorios. No segundo experimento, o anestésico ndo foi capaz de minimizar a elevacgéo
dos niveis de glicose e lactato, independente da densidade utilizada. Quanto as variaveis
idnicas, com excecdo do Mg*, a utilizacdo do 6leo de cravo conseguiu manter os niveis dos
fons CI" e Ca™. O uso do 6leo de cravo apresentou pouco efeito preventivo ao estresse
causado pela simulacdo do transporte, podendo ter atuado inclusive como agente estressor

adicional.

Palavras-chave: Anestesia, estresse, fisiologia, peixes.



ABSTRACT

Transport of live fish is a harmful stimulus to organisms homeostasis. This practice is
traumatic for the animals, because it’s involves the capture, handling and storage and the
displacement of individuals, until the release. This suggests the need for a procedure to reduce
these stressors. The objective of this study was to evaluate the effect of clove oil in ionic and
metabolic responses of juvenile Nile tilapia, undergoing transport simulation in plastic bags,
in different densities. Two experiments were conducted: the first evaluated four
concentrations of clove oil (four replicates each): 5, 10, 15 and 20 mg L™, to examine fishes
behavior during and after the transport simulation, survival and water quality. Twenty fishes
were used per carry bag (50 g L™): In the second experiment, only the best anesthetic
concentration observed in the first experiment was used. Fishes were stored in plastic bags at
densities of 16, 28 and 40 fish per bag, equivalent to 140, 245 and 350 g L™, respectively.
After a new transport simulation, the levels of blood glucose, lactate, chloride ions,
magnesium and calcium were evaluated. In the first experiment, the two lower concentrations
were ineffective to anesthetize the animals. The concentration of 20 mg L™ attenuated the
excretion of nitrogenous compounds, but resulted in a high mortality rate, while the
concentration of 15 mg L™ showed the most satisfactory results. In the second experiment, the
anesthetic was not able to minimize the increasing levels of glucose, lactate, independent of
the density used. About the ionic variables, the use of clove oil was able to maintain levels of
Cl-and Ca +2, except for Mg *2. The use of clove oil showed little preventive effect on stress

caused by transport simulation, and may even have acted as an additional stressor agent.

Keywords: Anaesthesia, stress, physiology, fishes.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de organismos aquaticos, conhecido como aquicultura, é um dos setores da
producdo animal que mais se expandiu no mundo, particularmente a piscicultura (cultivo de
peixes), sendo de suma importancia econdmica em varios continentes (CONTE, 2004). O
Brasil é um dos paises com maior potencial para a piscicultura, principalmente a dulcicola.
Neste contexto, se destaca o cultivo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), que é a
espécie mais cultivada no nosso pais, assim como em diversas partes do mundo (DERIGGI et
al., 2006).

A tilapia do Nilo é uma espécie de alto interesse comercial, pois apresenta uma carne
de excelente sabor e com boa aceitacdo no mercado consumidor (HAYASHI et al., 1999). Seu
cultivo é realizado principalmente no sistema intensivo, caracterizado pelas altas densidades
de estocagem. Além desta caracteristica, praticas realizadas rotineiramente, como biometria,
captura e transporte, expdem o0s peixes a diversos fatores estressantes (URBINATI et al.,
2004; GONCALVES et al.,, 2008), desencadeando a diminuicdo da alimentacdo e do

crescimento e o aumento da mortalidade.

Metodologias para diminuir a interferéncia de estressores nas fungbes vitais e
fisiologicas dos peixes sdo importantes durante 0 manejo. Nos ultimos anos, 0s anestésicos
surgiram como uma ferramenta importante na aquicultura no intuito de diminuir o nivel de
estresse e a mortalidade dos peixes (ROUBACH et al., 2005; VELISEK et al., 2005;
MAMANGKEY et al., 2009).

A tilapia é um peixe que possui espinhos 0sseos nas nadadeiras, que frequentemente
provocam ferimentos nos manipuladores durante 0 manejo. Assim, 0 uso de anestésicos em
tildpias € necessario para reduzir o estresse e aumentar a seguranca do trabalho para os
mesmos (VIDAL et al., 2008).

O conhecimento acerca do bem estar dos peixes vem modelando normas de boas
praticas, linhas de orientacdo e legislacdo sobre como o0s animais devem ser manipulados em
cativeiro (VOLPATO, 2007). Diante do desenvolvimento da tilapicultura em nosso pais,
principalmente no estado do Ceara, varios esforcos tém sido realizados para intensificar e

melhorar todas as etapas da cadeia produtiva desta espécie com objetivo de maximizar a
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producdo. Nesse processo, 0 transporte € uma das etapas mais importantes no manejo e na
comercializacdo desses peixes (OLIVEIRA, 2009).

Os anestésicos sintéticos sdo bastante conhecidos e utilizados nas pisciculturas. Ja
foram descritos na literatura o uso do 2-fenoxietanol (BERNATZEDER et al., 2008), a
benzocaina (GONTIJO et al., 2003), o metomidato (SMALL, 2003), a tricaina
metanosulfanato ou MS222 (KANE et al., 2004; PALIC et al., 2006; ROMBOUGH, 2007), o
bicarbonato de s6dio (ALTUN et al., 2009), 0 AQUI-S® (YOUNG, 2009), dentre outros.
Entretanto, a maioria dos anestésicos sintéticos, em altas concentra¢des, sdo altamente toxicos
para 0s peixes, além de apresentarem custo elevado (ROUBACH et al., 2001; SHARP et al.,
2004).

Devido as desvantagens apresentadas pelos anestésicos sintéticos, estudos utilizando
Oleos naturais essenciais de varias plantas com acdo anestésica vém sendo realizados nos
ultimos anos. Estes anestésicos naturais possuem baixo custo e boa margem de seguranca para
os peixes (INOUE et al., 2003), aléem de produzirem efeito antiinflamatério, cicatrizante,
analgésico e bactericida (WOODY et al., 2002). Varios estudos utilizando o 6leo de cravo em
peixes (PIRHONEN; SCHRECH, 2003; COTTER; RODNICK, 2006; GHAZILOU, et al.,
2010) e até em invertebrados (FRISCH et al., 2007; SEOL et al., 2007; AKBARI et al., 2010)
ja foram descritos. Outro anestésico natural que vem sendo pesquisado, embora ndo téo
difundido quanto o 6leo de cravo, é o mentol (GONCALVES et al., 2008; SIMOES;
GOMES, 2009).

No Brasil, ndo existem leis que regulamentem o uso de anestésicos para peixes
(FACANHA; GOMES, 2005), entdo se procura seguir as recomendacdes da Food and Drug
Administration (FDA), 6rgdo governamental dos Estados Unidos da América que cita o
MS222, um dos anestésicos sintéticos mais utilizados em peixes (MATSCHE, 2011), como
anico anestésico quimico aprovado (PALMER; MENSINGER, 2004; MEINERTZ et al.,
2006; VELISEK et al., 2011). No entanto, o0 mesmo ndo é produzido no Brasil e seu valor

comercial pode ser até dez vezes maior que seu similar, a benzocaina (GOMES et al., 2001).

Desta forma, justifica-se a busca por alternativas seguras para procedimentos de
anestesia de peixes no Brasil, 0 que servira como subsidio para as autoridades responsaveis
por este tipo de regulamentacdo. Para tanto, se faz necessario mais pesquisas, pois a eficacia

dos agentes anestésicos varia dentre e entre as espécies (VIDAL et al., 2007; ZAHL et al.,
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2009), além do mais a concentracdo ideal de cada anestésico também dependera do tamanho
do peixe (MOREIRA et al., 2010).

O processo de anestesia em peixes deve ser realizado com eficiéncia bioldgica e
econdmica. Do ponto de vista bioldgico, a anestesia ndo pode causar danos ao crescimento,
nem a reproducdo dos mesmos. Enquanto do ponto de vista econdmico, ndo se deve utilizar
doses acima das necessarias, minimizando desperdicio do produto e morte dos animais por
“overdose” (ROUBACH; GOMES, 2001).

A anestesia € um estado fisioldgico caracterizado principalmente pela amnésia,
analgesia, relaxamento do musculo e perda da consciéncia. Estas caracteristicas podem ser
produzidas separadamente, mas somente quando combinadas é possivel alcancar a anestesia
geral (HUMPHREY et al., 2002). O critério para determinar a eficacia dos anestésicos em
peixes € baseado nas respostas comportamentais (TSANTILAS et al., 2006). Para Park et al.
(2009a), a concentragdo Otima de um anestésico deve minimizar 0s impactos negativos do
manejo, reduzir o estresse nos peixes, produzir anestesia em periodo menor ou igual a trés

minutos e permitir uma recupera¢ao num prazo maximo de dez minutos.

Entretanto, essas premissas ndo valem para o transporte de peixes, uma vez que 0S
animais passam muitas horas imersos na dgua contendo o anestésico. Uma exposi¢do por um
tempo muito prolongado, mesmo em baixas concentrac@es, pode ser prejudicial aos mesmos,
aumentando o estresse (FENG et al., 2011) e chegando por muitas vezes a mata-los. De
acordo com Park et al. (2008), concentracbes muito elevadas de anestésico podem ser mais

estressantes que 0 ndo uso do farmaco, causando um maior consumo de oxigénio.

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do 6leo de cravo
nas respostas metabdlicas e i6nicas de juvenis de tilapia do Nilo, submetidos a simulacdo do
transporte em sacos plasticos, em diferentes densidades, a fim de verificar a eficiéncia do

produto como anestésico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Transporte de peixes vivos

O transporte de peixes vivos é um procedimento comum na piscicultura (EMATA,
2000). No entanto, é certamente um dos principais problemas que afeta a homeostase dos
peixes nas condi¢cOes de criacdo em cativeiro (INOUE et al., 2005). O transporte de peixes €
uma pratica muito traumatica, pois além do deslocamento em si, também envolve a captura
nos tanques de reproducdo, a manipulacéo e o armazenamento dos individuos até a liberacao.
De acordo com Gomes et al (2003b), sdo varias as finalidades do transporte: como aquisi¢do
de peixes adultos para pesque-pagues, alevinos ou reprodutores para criatorios e peixes

destinados ao comércio de peixe vivo, em feiras e estabelecimentos comerciais especificos.

A atividade fisica associada ao estresse no transporte pode causar impactos negativos
na qualidade da carne em muitas espécies de animais, incluindo os peixes (BOSWORTH et
al., 2007). Estes impactos sdo geralmente atribuidos ao aumento do metabolismo anaerdbio,
rapido declinio do pH e aceleracdo da desnaturacdo ou degradacdo das proteinas do muasculo
(RATHGEBER et al., 1999). Estas mudancas podem resultar em uma coloragéo indesejavel e
amolecimento da carne, reducdo na capacidade de retencdo de agua e diminuicdo da vida de
prateleira (BOSWORTH et al., 2007).

O sucesso do transporte é dependente de alguns fatores como o tempo em que ele
ocorre, a qualidade da &gua, o tamanho do peixe, a densidade estocada, as condicGes
fisiologicas do animal e o periodo de depuracdo antes do transporte. O estresse causado pelo
transporte é classificado como sendo agudo e afeta seriamente o estado fisiologico dos peixes,
causando um incremento nos niveis de cortisol plasmatico dos animais, decorrente da sintese
de catecolaminas e corticosterdides (BARTON; IWAMA, 1991), aumento da freqiéncia
cardiaca e mobilizacdo das reservas energéticas (CUESTA et al., 2003). Os efeitos negativos

do estresse dependem da severidade e duracdo do agente estressor.

Um dos principais critérios avaliados pelos compradores de peixe vivo € a
sobrevivéncia, devendo o piscicultor encontrar formas que viabilizem o deslocamento dos
animais, a fim de que, os animais cheguem ao destino em boas condicGes fisioldgicas. No
Brasil, muitos piscicultores realizam o transporte de peixe vivo em sacos plasticos, sendo esta

pratica condicionada ao fato da limitacdo do suprimento de oxigénio dissolvido e consequente



17

aumento na concentracdo de metabolitos téxicos, como a amdnia (GONCALVES et al.,
2010). Desta forma, algumas drogas, dentre elas os anestésicos, sdo utilizadas primariamente
no intuito de diminuir o metabolismo dos animais, resultando em um menor consumo de

oxigénio e menor producdo de compostos toxicos (FINSTAD et al., 2003).

O transporte de peixes vivos pode ocorrer de diferentes formas e duragdes bem
distintas, dependendo da finalidade. Esta pratica é responsavel muitas vezes por perdas
relevantes, trazendo prejuizo aos piscicultores, aumentando os custos de producdo (GOMES
et al., 2006a). O transporte inadequado pode resultar em 100% de mortalidade devido as
condicBes inapropriadas, sendo importante também acompanhar a sobrevivéncia poés-
transporte (NOMURA et al., 2008).

A densidade estocada nos sacos de transporte € outro fator limitante, haja vista que a
utilizacdo de densidades muito elevadas, resultard& na maior producdo de amoénia e gas
carbénico na agua, como também acarretarda 0 aumento de choques mecanicos entre 0s
individuos, além de um consumo mais elevado de oxigénio dissolvido. Segundo Colburn et
al. (2010), o reduzido volume de &gua utilizado nos sacos de transporte e as altas densidades

estocadas, resultam em situacOes estressantes para 0s peixes.

Outra pratica bastante comum para reduzir o estresse dos peixes é a adi¢do de cloreto
de sodio (NaCl) na dgua durante o transporte. No transporte de matrinxas, Brycon cephalus, a
ligeira elevacdo de sal na dgua tornou os peixes menos hiperténicos em relagdo ao meio,
diminuindo o transporte ativo dos ions e, consequentemente, melhorando o conforto osmético
dos peixes (CARNEIRO; URBINATI, 2001). No entanto, o uso de sal no transporte nao foi
eficaz para o pirarucu, Araipama gigas, e causou distirbios osmorregulatorios nos animais
(GOMES et al., 2006b).

2.2 Estresse em peixes

Peixes cultivados sdo submetidos constantemente a diferentes procedimentos de
manejo, estressando 0s animais e alterando a homeostase, que pode levar a inibicdo do
crescimento e do processo reprodutivo, resultando em prejuizo para o produtor. Com isso,

pesquisas acerca do aprimoramento no manejo de peixes tém sido muito importantes, pois a
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inevitdvel manipulacdo dos animais causa uma série de reagdes fisiologicas adversas. Alem
disso, a intensidade das alteracGes e o tempo para o animal retornar as condigdes fisiologicas
basais sdo indicadores bastante Uteis na qualidade da manipulacdo dos peixes, pois s6 a partir
da completa recuperacdo, eles estardo novamente aptos a alimentar, crescer e reproduzir
(INOUE, 2005).

O estresse pode ser definido como uma perturbacdo intrinseca ou extrinseca a um
determinado organismo, causando um desequilibrio na homeostase ou no seu equilibrio
fisiolégico dindmico (PICKERING, 1981; BARTON, 2002). A acdo dos agentes estressores
pode ameacar e/ou perturbar o equilibrio homeostédtico, produzindo mudancas
comportamentais e fisiolégicas nos animais, obrigando-os a se adaptem as novas condicées
(IVERSEN; ELIASSEN, 2009).

Em resposta aos agentes estressores, 0S peixes possuem a capacidade de mobilizar
suas reservas energeticas no intuito de atenuar ou vencer as situagdes de ameaca, respondendo
ao estresse de forma proporcional a gravidade e duracdo do agente estressor, de acordo com
sua variabilidade genética (TANCK et al., 2002).

O estresse pode ser classificado como agudo ou crénico. O estresse agudo ocorre
quando h& algum erro momentédneo no manejo causado por uma manipulacdo abrupta ou
também quando ha uma modificacdo no meio ambiente (BARCELLOS et al., 1999a),
enquanto o estresse cronico ocorre quando 0s animais permanecem por um longo periodo em
condicdes inadequadas, por exemplo, em altas densidades de estocagem (BARCELLOS et al.,
1999b) e em ma qualidade da &gua (WENDELAAR BONGA, 1997).

De acordo com Lefrancois et al. (2001), o estresse provoca modificacbes na
agressividade, gerando uma maior exigéncia metabdlica, aumentando o consumo de oxigénio
e produzindo mais metabolitoss. Ademais, afeta a atividade dos leucdécitos, facilitando a
infeccdo por fungos e bactérias, podendo causar mortalidade (DURVILLE; COLLET, 2001).

Segundo Small (2004), o estresse também tem a capacidade de inibir o desempenho
reprodutivo de peixes. Lima et al. (2006) corroboram esta afirmativa em seus estudos ao
concluirem que o estresse de manejo pode adiantar ou atrasar o periodo normal de reproducao
de algumas espécies como a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, enquanto que na tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus, dependendo do estagio de maturagdo gonadal, o estresse pode

causar completamente a parada de sua reproducéo.
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2.3 Respostas fisiologicas ao estresse

As respostas fisiologicas expressas pelos peixes devido aos estimulos adversos
ocasionados por agentes estressores podem ser primarias, secundarias e terciarias (BILLER et
al., 2008).

As respostas primarias sdo as hormonais (BRANDAO et al., 2006), referem-se ao
reconhecimento do agente estressor, através do sistema nervoso central (SNC), ativando o
sistema cérebro-pituitaria-inter-renal (CPI) e as células simpéticas de cromafina (CSC) do
cérebro (BARBOSA, 2007). Logo que o estimulo adverso é percebido, ocorre a liberacdo de
hormdnios, catecolaminas e corticosterdides na corrente sanguinea (MOMMSEN et al.,
1999), caracterizado pelo aumento da concentracdo de cortisol no sangue, evidenciando
mudanca na homeostase (ADAMANTE et al., 2008). As catecolaminas induzem uma réapida
elevacdo de glicose no sangue, através da glicogendlise (ROTHWELL et al., 2005), enquanto
o cortisol é envolvido, possivelmente com outros hormdnios, no aumento de acidos graxos no
sangue (BARTON, 2002).

As respostas secundarias sdo as mudangas nos parametros fisiologicos e bioquimicos
(BRANDAO et al., 2006), caracterizados pelo aumento da glicose plasmatica e por distlrbios
na osmorregulacdo (DAVIS; GRIFFIN, 2004). Quando os peixes estdo submetidos a algum
agente estressor, necessitam de energia para se adaptarem as novas condicGes. Desta forma,
eles fazem uso de suas reservas hepaticas de glicogénio através da glicogenodlise,
disponibilizando esta energia necessaria (ACERETE, et al., 2004; IWAMA et al., 2004).
Assim sendo, o nivel de glicose € utilizado para caracterizar a resposta secundaria. Além da
elevacdo de glicose na corrente sanguinea, 0 aumento da concentracdo de lactato decorrente

do metabolismo anaerobio, também é uma resposta secundaria ao estresse (LI et al., 2009).

As respostas tercidrias sdo caracterizadas pelo comprometimento do crescimento,
mudancas no comportamento e aumento da susceptibilidade a doencas (GOMES et al.,
2003a). Estas respostas geralmente independem do agente estressor, mas 0 aspecto
quantitativo desta resposta depende da intensidade e duragdo do estimulo (MEZEAUD et al.,
1977). E neste estagio de estresse que as reais perdas na producio de peixes sdo observadas
(INOUE, 2005). O esquema geral das mudancas fisioldgicas ocasionadas pelo estresse em

peixes esta representado na figura 1.
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Figura 1 - Diagrama generalizado dos elementos neuroenddcrinos da resposta ao estresse em
peixes teleosteos. ACTH — Horménio Adreno Corticotrofico, MSH — Hormdnio Melandcito
Estimulante, BEND — Endorfina.

ESTRESSORES

arragoamento, povoamento, superpopulagéo, transporte, baixo
oxigénio dissolvido, mudancas bruscas no pH e temperatura, barulho
excessivo, esforco forcado, lesGes, presenca de substancias toxicas na
agua, restricdo espacial, interacdo social.

l

CEREBRO
Hipotalamo
Fibras simpaticas Fatores hipotalamicos
HIPOFISE
ACTH, MSH, BEND
RIM CEFALICO l
v
células cromafinicas células interrenais
lCATECOLAMINAS CORTISOLl
Diminui: balango hidromineral Diminui: proteinas musculares,
e glicogénio hepatico; funcéo imune, reproducéo,

L crescimento;
Aumenta: glicemia, fluxo

sanguineo nas branquias, débito Aumenta: balanco hidromineral,
cardiaco, captacao e transporte glicogénio hepatico, acidos
de oxigénio; graxos.

Aumenta ou diminui: acidos
graxos, funcdo imune.

Fonte: Adaptado de Wendelaar Bonga (1997).
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2.4 Oleo de cravo

O 06leo de cravo tem como principal componente o eugenol (4-alil-2-metoxifenol),
uma substancia fenélica (MAZZAFERA, 2003) que pode ser obtida pela destilacdo do extrato
de folhas, caules e raizes de vegetais das espécies Eugenia caryophyllata (BOYER et al.,
2009) e E. aromatica (CUNHA; ROSA, 2006). O uso do dleo de cravo para eutanasia em
peixes é fato recente no setor da aquicultura (RIBAS, et al., 2007), porém seu uso como
anestésico ja é conhecido ha varios anos.

O 6leo de cravo é um anestésico economicamente viavel, pois apresenta um baixo
custo (WALSH; PEASE, 2002), tem uma boa margem de seguranca para os peixes (PARK et
al., 2008) ndo é toxico para seres humanos (KEENE et al., 1998; CHO; HEATH, 2000;
IVERSEN et al., 2003), sendo considerado como um anestésico promissor para a industria
aquicola (HARPER, 2003). Além de anestésico, o 6leo de cravo também age como agente
antibacteriano e também é utilizado na odontologia (KEENE et al., 1998). Além dessas
vantagens, o 6leo de cravo é rapidamente metabolizado e excretado pelos peixes (WAGNER
et al.,, 2002). Outras vantagens bioldgicas do 6leo de cravo, como propriedades anti-
inflamatorias e de protecdo dos neurdnios, foram descobertas recentemente (GUENETTE et
al., 2007).

Outro beneficio do 6leo de cravo € a possibilidade de utilizacdo de peixes que foram
anestesiados para servir de alimento, uma vez que este farmaco ndo demanda um periodo
longo de depuracdo, diferentemente da maioria dos farmacos utilizados como anestésico
(KANG et al., 2005). De acordo com Kildea et al. (2004), a elimina¢do do eugenol em peixes
pré expostos ocorre em torno de 12 horas. O MS22, por exemplo, demanda um periodo de
depuracdo de 21 dias antes de serem destinados ao consumo nos Estados Unidos
(PIRHONEN; SCHRECK, 2003), enquanto Reino Unido e Nova Zelandia, exigem dez dias
(ROSS; ROSS, 2008).

Vaérios estudos vém comparando os efeitos fisiologicos do dleo de cravo com o0s
anestésicos convencionais, e de forma consistente, o 6leo de cravo produz niveis semelhantes
de distarbios fisiologicos e minimiza as respostas dos agentes estressores de forma similar ao
anestésico sintético MS222 (SLADKY et al., 2001; WAGNER et al., 2003). Todas as

informacdes disponiveis sugerem que o0 uso deste anestésico natural é uma alternativa eficaz



22

para a sedacdo de peixes, apresentando Vvarias vantagens sobre outros métodos de sedacéo,

incluindo o baixo custo.

O isoeugenol (1-Hidroxi-2-metoxi-4-propenilbenzeno), um isémero do eugenol, é
aprovado para anestesiar peixes em alguns paises, como a Australia, Chile e Nova Zelandia
(SMALL, 2004; KIESSLING et al., 2009). No entanto, seu uso nos Estados Unidos somente
é liberado se usado como um suplemento alimentar (ROUBACH et al., 2005), e sua utilizacao
como anestésico em peixes esta sendo estudada pelo FDA para uma futura aprovacdo
(BOSWORTH et al., 2007).

Curiosamente, na maioria dos estudos realizados até hoje, tém sido utilizadas altas
concentracdes de Gleo de cravo, que resultam em uma rapida sedacdo profunda, perda de
equilibrio e perda de reflexo. Segundo Prince e Powell (2000), altas concentracdes de
anestésico para uma rapida sedacdo profunda s&o ideais para procedimentos invasivos, como
cirurgias. No entanto, hd casos que uma sedacdo leve é suficiente e mais desejavel que uma

sedacdo profunda para facilitar a movimentacao dos peixes, como no caso do transporte.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material bioldgico e aclimatacéo

O trabalho foi realizado no Centro de Biotecnologia Aplicada a Aquicultura
(CEBIAQUA) do Departamento de Engenharia de Pesca (DEP), Campus do Pici, da
Universidade Federal do Ceara (UFC), entre 0os meses de maio e setembro de 2011, quando
foram realizados dois experimentos. Os peixes utilizados foram provenientes da Estacdo de
Piscicultura Professor Raimundo Saraiva da Costa (DEP/UFC), onde foram mantidos em um
tanque de alvenaria de 5.000 L, sendo alimentados com ragao comercial (28%) duas vezes ao
dia até a saciedade aparente, durante 30 dias até atingirem comprimento médio de 8,53 + 1,09
cm e peso médio de 9,97 + 0,92 g para a realizacdo do experimento I.

Durante este periodo, a temperatura da agua foi de 26,47 + 0,30°C, o oxigénio
dissolvido em 6,15 + 1,12 mg L™, 0 pH 7,35 + 0,22, a condutividade elétrica 59,0 + 2,0 uS e a
concentracdo de amdnia foi 0,03 + 0,01 mg L™. A alimentacéo dos peixes foi cessada 24
horas antes do procedimento experimental. Ao final do primeiro experimento, os animais
foram cultivados por mais 100 dias sob as mesmas condi¢des ja& mencionadas até atingirem
12,47 £ 0,21 cm e 35,09 + 1,80 g de comprimento e peso, respectivamente, para a realizacao

do experimento I1.

3.2 Experimento I: Determinacéo da concentracao ideal de eugenol para o transporte

AplOs terem passado por um jejum de 24 horas, os peixes foram capturados
aleatoriamente no tanque de alvenaria e colocados em sacos plasticos de 15 L de volume util,
com 4 L de agua, contendo diferentes concentracbes do anestésico. O eugenol, também
conhecido como 6leo de cravo e que, devido sua natureza hidrofébica, foi diluido em alcool

P.A na concentracdo 100 mg L™, em conformidade com a metodologia de Vidal et al. (2008).

O delineamento experimental foi totalmente ao acaso. O éleo de cravo (eugenol) foi

utilizado nas concentracdes de 5, 10, 15 e 20 mg L™ (4 repeticBes, cada uma), com a
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estocagem de 20 peixes por saco (50 g L™). O comportamento dos peixes foi observado

durante toda a simulagéo do transporte.

A simulacéo de transporte dos amimais teve duragédo de quatro horas. Os peixes foram
colocados nos sacos plasticos ja com as doses do anestésico diluidas na agua, os quais foram
inflados com oxigénio puro e, em seguida, amarrados com ligas de borracha. Apos este
procedimento, os sacos foram dispostos lado a lado, e a cada 15 minutos, foram agitados
manualmente simulando a movimentacdo durante o transporte. Durante todo 0 experimento,
0s peixes foram monitorados visualmente para avaliar o padrdo comportamental, com base na
descricdo do comportamento dos peixes para 0s estagios de anestesia propostos por Ross e
Ross (2008) (Tabela 1).

Tabela 1 — Estagios de anestesia em peixes.

Estagio Descricdo Resposta comportamental em peixes
Reativos a estimulos externos; batimentos operculares normais; reagdo muscular

0 Normal
normal.

Sedacdo  Reativos a estimulos externos; movimentos reduzidos, batimentos operculares
leve mais lentos; equilibrio normal.
Sedacdo  Perda total da reatividade aos estimulos externos, exceto forte pressdo; leve
profunda queda do movimento opercular; equilibrio normal.
Perda parcial do tdnus muscular; natacdo errdtica, aumento dos movimentos
. Narcose operculares; reativos apenas a forte estimulo tatil ou vibragéo.

Anestesia  Perda total de ténus muscular; perda total de equilibrio; batimento opercular

v profunda lento, porém regular.
Anestesia  Auséncia total de reacdo, mesmo a forte estimulo; movimentos operculares lentos
v cirirgica e irregulares; batimentos cardiacos lentos; perda total de todos os reflexos.
Colapso ]
VI edular Parada da ventilacdo; parada cardiaca; morte eventual.

Fonte: modificado de Ross e Ross (2008)

A cada 20 minutos foram monitoradas a frequéncia dos batimentos operculares e a
taxa de batimento da nadadeira peitoral dos individuos (n=8 por tratamento), durante um
periodo de 60 segundos. Além disso, também foi observada a quantidade de peixes que

estavam descansando no fundo dos sacos de transporte.
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Apos a simulacdo do transporte, 0s peixes de cada tratamento foram transferidos para
caixas de polietileno de 100 L providas de &gua limpa e aeracdo para determinacdo do tempo
de recuperacdo do efeito anestésico, de acordo com critérios propostos por Hikasa et al.
(1986) (Tabela 2). Além disso, durante 24 horas, foram observadas eventuais mudangas no

comportamento dos individuos e a ocorréncia de mortalidade.

Tabela 2 — Estagios de recuperacdo anestésica em peixes.

Estagio Resposta comportamental

I Reaparecimento dos movimentos operculares

I Retorno parcial do equilibrio e da capacidade de nado
Il Recuperacdo total do equilibrio

v Nado e reacdo a estimulos externos ainda vacilantes

\ Total recuperacédo do equilibrio e capacidade normal de nado

Fonte: Modificado de Hikasa et al. (1986)

A concentracdo ideal do anestésico foi a que resultou em uma melhor qualidade da
agua apos a simulacdo do transporte, além de atribuir aos animais 0 melhor comportamento

durante e ap0s o0 experimento, bem como a menor taxa de mortalidade.

3.3 Experimento I1: Efeito de diferentes densidades no transporte sob inducéo anestésica

Para a realizacdo do segundo experimento, foi utilizada somente a concentracdo de
6leo de cravo que obteve melhor resultado determinada no experimento I. Os peixes foram
transferidos para trés caixas de polietileno (caixas de depuracdo) com volume util de 100 L,
sendo estocados nas densidades 4, 7 e 10 peixes L™, equivalente a 140, 245 e 350 g L™,
respectivamente, onde foram alimentados duas vezes ao dia até a saciedade aparente e
permaneceram, durante uma semana, para aclimatacdo, sendo a alimentacdo cessada 24 horas
antes do procedimento experimental. Cada caixa continha um sistema de aeracdo continuo,
composto por um compressor de ar e pedra porosa. Para cada densidade foram utilizadas 4

repeticdes durante a simulacdo do transporte.
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Antes da simulagdo do transporte, cinco peixes do tanque de aclimatacdo foram
coletados aleatoriamente para constituir o grupo Controle. Em seguida, os peixes foram
transferidos, na mesma densidade que se encontravam nas caixas de depuracdo, para sacos
plasticos de 15 L de volume util, contendo 4 L de 4gua mais a solucdo anestésica. Os demais
animais restantes em cada caixa foram descartados e os sacos foram inflados com oxigénio
puro e amarrados com ligas de borracha, sendo dispostos lado a lado. Os animais foram
submetidos durante quatro horas ao estresse ocasionado pela simulagdo do transporte. Apos a
simulacdo, os peixes de cada densidade foram transferidos para as mesmas caixas que foram
utilizadas antes do transporte para 0 monitoramento da recuperacdo e avaliagdo dos
parametros fisiologicos.

Para avaliar as concentracdes de glicose sanguinea, lactato, ions cloreto, magnésio e
calcio nos juvenis, foram coletadas amostras de sangue nos animais provenientes do tanque de
aclimatacdo (controle: antes do transporte — AT), imediatamente apds as quatro horas de
simulacdo (PT), 24 e 96 horas apos a simulacdo (24 PT e 96 PT, respectivamente), sendo
utilizadas amostras de cinco peixes por tratamento. O sangue dos peixes foi coletado via
puncdo caudal com seringas de 3 mL e, em seguida, centrifugado a 12.000 x g por 5 minutos
para obtencao do plasma. As concentracdes de glicose sanguinea e lactato foram mensuradas
utilizando um medidor digital, enquanto para os niveis de cloreto, magnesio e calcio foram

utilizados kits especificos (Labtest ®).

Os parametros fisico-quimicos da agua foram monitorados nas caixas de depuracgdo e
imediatamente apds o transporte. A temperatura, oxigénio dissolvido, pH e condutividade
elétrica foram mensurados através de uma sonda modelo Hanna (HI S838), enquanto a
amonia total foi determinada pelo método de Nessler, utilizando espectrofotometria. A
amonia toxica foi estimada de acordo com a metodologia de Emerson et al. (1975), a partir da

seguinte equacdo:

% NH3+ = 100 , onde
1 + 10 @755/(273+T)~pH

T: Temperatura da 4gua

pH: Potencial hidrogenibnico da dgua
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3.4 Analise estatistica

O trabalho foi conduzido em dois delineamentos experimentais inteiramente
casualizados e os dados foram submetidos & Anélise de Variancia (ANOVA). Quando o valor
de F indicou diferencas significativas (p<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey. Os resultados estdo apresentados como médias + desvio padrdo e todas as analises
foram realizadas pelo programa Bioestat, versao 4.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento I: Determinacdo da concentracdo ideal de 6leo de cravo para o
transporte

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da agua nos sacos plasticos
avaliadas por tratamento imediatamente ap6s a simulacdo de transporte encontram-se

apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Parametros fisicos e quimicos da agua apés quatro horas de simulacdo de
transporte em sacos plasticos sob influéncia de diferentes concentrag¢des de 6leo de cravo.

Final da simulacéo de transporte

Parametro i\rﬁlclfarl (concentracdes de 6leo de cravo)
5mg L™’ 10mg L™ 15mg L™ 20mg L™
Temperatura
(°C) 26,80 29,1+0,14" 28,8+0,15"° 28,6+0,68° 281+0,28
0,D ) ) ) )
(mg L™ 6,15 16,1+0,68" 168+135  17,2+0,96  183+170
PH 7,35 65+007  65+008  64+010°  6,6+0,22"
Amonia
(mg L™ 0,55 2,44 +0,31 2,70 +0,56 1,85+0,73"" 1,42+0,22"
Co(r‘fs“tc“rgﬂ;‘de 50,0 6252058 61,8+096% 605+1,73° 60,1+ 0,82°

* indica diferenca significativa quando comparado com o valor inicial antes da simulacdo. Diferentes letras
mindsculas nas linhas indicam diferenca significativa entre os tratamentos ap6s a simulacdo de transporte pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

O o6leo de cravo interferiu nos valores de temperatura ap0s as quatro horas de
simulacdo do transporte. De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, quanto menor a
concentracdo de 6leo de cravo utilizada, maior foi a temperatura da 4gua. Na concentracdo de
5 mg L™ a temperatura média atingiu 29,1 + 0,14 °C, sendo mais elevada (p<0,05) em relacio
temperatura média na maior concentracdo (20 mg L™), que foi de 28,1 + 0,28 °C. Nas

concentracdes intermediarias de 10 e 15 mg L™ as temperaturas médias foram 28,8 + 0,15 e
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28,6 £ 0,68 °C, respectivamente, e ndo diferiram significativamente em relacdo aos demais

tratamentos.

Os parametros oxigénio dissolvido e pH ndo apresentaram diferencas significativas
(p>0,05) entre os tratamentos apo6s a simulacdo do transporte. Os elevados valores de O,D
ocorreram devido a injecdo do gas nos sacos antes deles serem amarrados, indicando,
possivelmente, uma supersaturacdo deste gas na agua. Esta pratica é muito comum e

observada no transporte de peixes vivos em sistemas fechados.

Apos as quatro horas de simulacdo de transporte, os sacos que continham 5 mg L™ de
6leo de cravo apresentaram 0s menores valores de oxigénio dissolvido dentre todos os
tratamentos, tendo em média 16,1 + 0,68 mg L™. Também foi observado que nos sacos com
maiores concentraces de anestésico ocorreu maior concentracdo de oxigénio dissolvido ao
final do experimento, embora ndo havendo diferenga significativa (p>0,05) entre o0s

tratamentos.

Segundo Berka (1986), o peso dos animais e a temperatura da agua séo os dois fatores
mais importantes relacionados ao consumo de oxigénio durante o transporte de peixes Vvivos,
de tal forma que a temperatura influencia fortemente o consumo do oxigénio, pois quanto
maior a temperatura, maior sera a demanda de oxigénio. Entretanto, no presente trabalho, o
peso dos animais e a temperatura da agua ndo variaram entre 0s tratamentos e nao

influenciaram no consumo do oxigénio.

Os valores de pH da agua de todos os tratamentos foram significativamente menores
(6,4 a 6,6) em relacdo ao pH da agua do tanque de aclimatacdo que foi 7,35. Este decréscimo
esta relacionado com a producéo de dioxido de carbono devido a respiracdo dos peixes, que
leva a formagéo de acido carbOnico apds sua dissociacdo em fons H* e HCO3, acidificando
ligeiramente a agua (BOYD, 1982).

A concentracdo de aménia total, apos as quatro horas de simulacdo de transporte, foi
significativamente superior (p<0,05) aquela observada no inicio do experimento (0,55 mg L)
em todos os tratamentos, variando de 1,42 a 2,70 mg L™ A concentracdo de nitrogénio
amoniacal total na concentracdo de 20 mg L™ foi significativamente inferior (P<0,05) que as

demais concentragdes.

Os peixes expostos as duas menores concentracfes do anestésico aparentaram nao

estarem sedados (Figura 2A e 2B), enquanto 0s animais expostos as duas maiores dosagens de
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6leo de cravo apresentavam-se claramente anestesiados (Figura 2C e 2D). Como 0s peixes das
menores concentragdes ndo estavam anestesiados, 0s mesmos mantinham-se com natacao e

metabolismo mais ativos, resultando em uma maior excrecdo de compostos nitrogenados.

Figura 2 — Exemplares de juvenis de tilapia do Nilo submetidos a simulag&o de transporte em
sacos plasticos sob o efeito de diferentes concentracdes de dleo de cravo™.

*A:5mgL? B:10mgL? C:15mgL" e D: 20 mg L™

Fonte: Arquivo pessoal.

Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Park et al. (2009b) que
observaram uma maior reducdo da excre¢do de amonia total na maior concentracdo de
cloridrato de lidocaina testada, ao simularem o transporte de Pleuronectes americanus em

sacos plasticos durante cinco horas.

A condutividade elétrica ndo apresentou grande variagdo entre 0s tratamentos,
alcancando o valor maximo de 62,5 + 0,58 uS cm™ no tratamento com 5 mg L™ de 6leo de
cravo, que apenas diferiu significativamente do valor de 60,1 + 0,82 pS cm™, obtido na maior
na concentragdo de 20 mg L™
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Segundo King (2009), mudancas significativas na qualidade da &gua ocorrem durante
0 transporte, podendo afetar a atividade respiratoria dos peixes e desencadear o estresse
fisiolégico. De acordo com os resultados do presente trabalho, se pode inferir que as
concentracdes de 5 e 10 mg L™ de 6leo de cravo ndo foram capazes de minimizar os impactos
causados pelo transporte, principalmente com relacdo a excrecdo de aménia. Para esta mesma
variavel, o tratamento com 20 mg L™ diminuiu significativamente a excrecio deste composto

toxico, além de diminuir a perda de sais dos animais para a dgua (tabela 3).

Tabela 4 — Eventos comportamentais de juvenis de tilapia do Nilo submetidos a simulacdo de
transporte em sacos plasticos sob influéncia de diferentes concentracdes de 6leo de cravo.

Concentracao Tempo de simulagéo de transporte (minutos)
(mg L) 60 120 180 240

Estagios anestésicos

5 | (100%) I (100%) I (100%) I (100%)

10 | (100%) 11 (100%) 11 (100%) 11 (100%)
| (50%) 111(40%)

15 1\V/(100%) I\V/(100%)
11 (50%) IV (60%)
IV (50%)

20 111 (100%) V/(100%) V1(100%)
V (50%)

Conforme demonstra a tabela acima, as diferentes concentra¢fes de 6leo de cravo
alteraram o comportamento dos individuos. Apds 60 minutos de simulacdo de transporte em
sacos plésticos, todos 0s peixes expostos ao 6leo de cravo nas concentragdes de 5 e 10 mg L™
encontravam-se no estagio 1 de anestesia (ver tabela 1), enquanto 50% dos individuos dos
sacos que continham 15 mg L™ estavam no estagio 1 e os outros 50% no estagio 2. Oliveira
et al (2009) submeteram alevinos de tilapia do Nilo ao transporte na concentracéo de 5 mg L™
do mesmo anestésico e observaram que 40% dos animais encontravam-se no estagio 1 de
anestesia, resultado semelhante ao registrado no nosso trabalho. Neste mesmo periodo de

tempo, todos os espécimes expostos a concentracdo de 20 mg L™ ndo demonstravam
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equilibrio e apresentavam o batimento opercular lento, porém regular, caracterizando o

estagio 3 de anestesia.

Na metade do tempo de simulagdo de transporte, ou seja, duas horas, todos 0s peixes
do tratamento com 5 mg L™ de 6leo de cravo continuaram no mesmo estagio, enquanto todos
0s animais expostos & concentracdo de 10 mg L™ encontravam-se no estagio 2. Para esses dois
tratamentos ndo foi observado mais nenhuma mudanca em relacdo ao estagio de anestesia até
o final da simulacdo de transporte. Segundo Akbari et al. (2010), a concentracdo anestésica
desejavel para o transporte de peixes deve produzir uma leve sedacao, ou seja, ndo ultrapassar
0 estagio 1. Em contrapartida, Inoue et al. (2010) afirmaram que o estagio 1 ndo é suficiente
para promover reduces nos parametros metabolicos que evidenciam o estresse, 0 que

também foi evidenciado no presente trabalho.

Apos as duas horas de simulagéo, 40% dos peixes expostos ao tratamento com 15 mg
L do anestésico apresentavam natagdo erratica e batimento opercular irregular,
caracteristicas do estagio 3 de anestesia, enquanto 0s 60% restantes estavam no estagio 4. Dos
espécimes submetidos ao tratamento com 20 mg L™, 50% atingiram o estagio 4 de anestesia,

enquanto 50% apresentavam batimento opercular lento e irregular, caracterizando o estagio 5.

Depois de trés horas simulando o transporte, todos 0s peixes expostos a concentragdo
de 15 mg L™ de 6leo de cravo encontravam-se no estagio 4 de anestesia, permanecendo assim
até o fim do experimento, enquanto 100% dos peixes submetidos ao tratamento com 20 mg L
! encontravam-se no estagio 5. Entretanto, ao final do desafio imposto, 0s animais entraram
aparentemente no estdgio de colapso medular e apresentavam total auséncia batimento

opercular.

Apo6s o periodo experimental, ndo foi observada nenhuma mortalidade aos peixes
expostos as concentragdes de 5, 10 e 15 mg L™ de dleo de cravo, bem como 24 horas apés o
procedimento, enquanto 48% dos peixes expostos a maior concentracdo de 6leo de cravo, 20
mg L™ ndo sobreviveram. Os peixes submetidos as concentragdes de 5 e 10 mg L™
apresentaram capacidade normal de nado (estdgio 5 de recuperacdo — ver tabela 2)
imediatamente apos terem sido colocados nas caixas de recuperacdo. Moreira et al. (2010)
submeteram adultos de tilapia do Nilo a anestesia com o eugenol e afirmaram que os animais

SO necessitavam de tempo de recuperacdo se atingissem o estagio de anestesia profunda.
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Os juvenis de tilapia expostos ao tratamento de 15 mg L™ retornaram parcialmente a
natacdo apds 20 minutos, caracterizando o estdgio 2 de recuperacdo, e somente apos 60
minutos todos o0s peixes estavam totalmente recuperados. Os animais sobreviventes
submetidos ao tratamento com 20 mg L™ necessitaram de 80 minutos para voltar a nadar

ativamente.

Para detectar se 0s animais estdo passando por situagdes estressantes, indicadores
fisiologicos como os niveis de cortisol e glicose sanguineos (MARTINEZ-PORCHAS et al.,
2009) tem sido utilizados com sucesso e bem descritos na literatura, no entanto a necessidade
da coleta de sangue representa um obstaculo. Na impossibilidade da coleta de material
sanguineo, o comportamento dos animais pode ser utilizado como indicativo de situaces
estressantes. Segundo Vera et al. (2010), o desenvolvimento de métodos precisos para
quantificar mudangas comportamentais no peixes € de grande importancia na ordem de
caracterizar efeitos subletais causados pela exposicéo a substancias xenobioticas (antibioticos,
vacinas, anestésicos, etc.). Dentre as caracteristicas comportamentais estdo as taxas de
batimento opercular (ventilagdo) e da nadadeira peitoral. A tabela 5 sumariza os dados
referentes a frequéncia de batimento opercular dos juvenis de tilapia em sacos plasticos,
durante quatro horas de simulacdo de transporte sob diferentes concentracdes de dleo de

cravo.

Tabela 5 — Frequéncia de batimento opercular (batimentos minuto™) durante a simulacio de
transporte de juvenis de tilapia do Nilo em sacos plasticos contendo diferentes concentracdes
de Oleo de cravo. Letras mindsculas e maiusculas diferentes, nas colunas e linhas,
respectivamente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

5mg L™ 10mg L™ 15mg L™ 20mg L™

60 min 858+ 64" 791 +14,0*® 88,4 + 4,1*4 65,5 + 12,6%°
90 min 86,2+ 7,3 818+121*% 702 +9,6"EC 55,9 + 9,6%°C
120 min 88,9 + 8,334 81,2 + 7,5 85,6 + 6,5%A 63,0 + 9,5%B
150 min 87,0 + 7,734 84,2 + 65" 85,0 + 5,9%A 49,0 + 7,68
180 min 94,8 + 6,6"4 102,0 + 5,54 80,1 + 3,78 49,9 + 6,5°C
210 min 78,1 + 11,64 83,8 +8,2°4 66,0 + 6,798 445 + 6,4°C
240 min 71,5 + 4,68 73,2 +11,7*4 61,4 + 6,5 *

* Nenhum peixe apresentava batimento opercular aparente.
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Na concentracdo de 5 mg L™ de 6leo de cravo, a taxa de ventilagdo dos juvenis de
tilapia foi semelhante (p>0,05) entre 60 e 210 minutos apds o inicio da simulacdo de
transporte, variando entre 78,1 + 11,6 a 88,9 + 8,3 batimentos por minuto (bpm). Uma
excec¢do foi o valor registrado aos 180 minutos apds o inicio da simulagdo, que registrou 94,8
+ 6,6 bpm, diferindo significativamente ao valor alcancado 210 minutos ap06s o inicio.
Moreira et al. (2010) utilizaram doses mais elevadas do mesmo anestésico que as utilizadas
no presente trabalho e registraram valores de movimento opercular em adultos de tilapia do
Nilo bem inferiores, variando entre 44,9 a 53,4 bpm. Esses resultados mostraram que a
concentracdo de 5 mg L™ ndo foi suficiente para acalmar os animais durante o periodo

experimental.

Somente quatro horas ap6s o inicio da simulacdo de transporte que a taxa de
ventilacdo, 71,5 £ 4,6 bpm, alcancou valor menor estatisticamente em relacdo ao registrado no
primeiro momento de observacdo, que foi aos 60 minutos apds o inicio da simulagdo. Nesta
concentracdo (5 mg L™), os valores médios do batimento opercular apresentados pelos
animais foram sempre maiores (p<0,05) em relacdo aos dos expostos a concentracdo de 20

mg L™

A concentracdo de 10 mg L™ causou nos peixes um comportamento bem semelhante
ao observado na dosagem de 5 mg L™ com a taxa de ventilagio aumentando
consideravelmente a cada momento de amostragem até 210 minutos, com um maximo 3 horas
depois de iniciada a simulacdo, apresentando em meédia 102,0 £ 5,5 bpm, o maior valor
observado neste trabalho. Além disso, embora 0s movimentos operculares registrados na
Gltima amostragem (73,2 £ 11,7 bpm) tenham alcancado valores menores em relagdo a 60

minutos apos o inicio da simulacdo, ndo houve diferenca significativa entre ambos.

Técnicas ndo invasivas, como a quantificacdo da taxa de ventilacdo opercular, podem
ser utilizadas para avaliar parcialmente o estresse dos peixes em algumas situacGes quando
ndo seja possivel a retirada de sangue dos animais. Segundo Barreto e Volpato (2004), a taxa
de ventilacdo € uma resposta muito sensivel aos agentes estressantes, mas de uso limitado
como Unico indicador de estresse, pois ndo fornece respostas diretamente proporcionais a
altura do estressor. Desta forma, o comportamento apresentado pelos peixes expostos a
concentracdo de 10 mg L™ pode indicar que esta concentracdo de 6leo de cravo também ndo

foi suficiente para diminuir o estresse causado pelo manejo.
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Na concentracdo de 15 mg L? houve uma reducdo significativa (p<0,05) dos
batimentos operculares logo entre os dois primeiros momentos de amostragens, registrando
884 + 41 e 70,2 £ 9,6 bpm, respectivamente. Em seguida, embora tenha ocorrido um
aumento na taxa de batimento opercular, os valores registrados com 120 e 150 minutos ap6s o
inicio da simulacdo de transporte, foram menores (p>0,05) que o apresentado no primeiro
momento de amostragem. E, finalmente, nas trés ultimas amostragens, foi observada uma
reducdo gradativa na frequéncia opercular dos animais, sendo os valores registrados aos 210 e
240 minutos ap6s o inicio da simulagdo, significativamente menores que todas as demais
amostragens, apresentando valores de 66,0 + 6,7 e 61,4 + 6,5 bpm, respectivamente. Assim, a
concentracdo de 15 mg L™ foi a que apresentou os melhores resultados ao avaliar a taxa de
batimento opercular dos juvenis de tilapia.

Barreto e Volpato (2006) avaliaram o estresse em adultos de tilapia do Nilo
submetidos a trés diferentes agentes estressores (confinamento, eletrochoque e estresse social)
e registraram valores basais variando entre 60 e 70 bpm antes dos desafios impostos aos
animais. Esses dados revelam, possivelmente, que a taxa normal de batimento opercular para
esta espécie oscile dentro deste intervalo. De acordo com as observagdes realizadas neste
trabalho, os batimentos operculares foram decrescendo gradativamente até atingir estes

valores, mesmo quando submetidos a simulacéo de transporte.

Os animais submetidos a simulacéo de transporte na maior dosagem de 6leo de cravo
apresentaram os menores valores de frequéncia opercular em todas as amostragens. Com 60
minutos apos o inicio da simulacdo, os animais apresentaram 65,5 + 12,6 bpm, nédo diferindo
estatisticamente da frequéncia opercular dos animais amostrados com 90 e 120 minutos
depois. Em seguida, os juvenis apresentaram batimento opercular muito lento, com média de
49,0 £ 7,6, 49,9 £ 6,5 e 44,5 + 6,4 bpm nas observacdes realizadas aos 150, 180 e 210
minutos de simulacdo, respectivamente, diferindo significativamente dos minutos anteriores.
De acordo com a figura 3D, podemos observar que a reducdo dos batimentos operculares
nesta concentracdo ocorreu de uma forma bem mais aguda em relagcdo aos demais tratamentos
(Figuras 3A, 3B e 3C).
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Figura 3 — Efeito de diferentes concentracdes de dleo de cravo na frequéncia opercular
(batidas min™) de juvenis de tilapia do Nilo submetidos & simulacéo de transporte em sacos
plasticos. A: 5 mg L™ B: 10 mg L™*; C: 15 mg L™; D: 20 mg L™.
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Figura 3 (cont) — Efeito de diferentes concentracdes de dleo de cravo na frequéncia opercular
(batidas min™) de juvenis de tilapia do Nilo submetidos & simulacéo de transporte em sacos
plasticos. A: 5 mg L™ B: 10 mg L™*; C: 15 mg L™; D: 20 mg L™.
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Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que na concentracéo de 20 mg L™
de 6leo de cravo os animais ultrapassaram o estagio de anestesia desejado para o transporte,
comprometendo a utilizagdo desta dose para tal fim. Ao final da simulagdo, a maioria dos
peixes ndo apresentava mais batimento opercular, enquanto a minoria apresentava batimentos
operculares quase imperceptiveis. De acordo com Mylonas et al. (2005), quando o peixe se
encontra neste estagio pode haver graves consequéncias e é necessario transferir o animal o
quanto antes para agua limpa, pois 0 ndo retorno do ténus muscular e dos movimentos

operculares, podera leva-lo eventualmente a morte.

A tabela 6 mostra os dados referentes a frequéncia dos batimentos da nadadeira
peitoral dos juvenis de tilapia, submetidos a simulagdo de transporte em sacos plasticos, sob a
inducdo anestésica com diferentes concentracdes de Oleo de cravo. Os peixes dos sacos
contendo as duas maiores concentracGes do anestésico ndo foram utilizados, pois com 60

minutos de simulacdo, 0s mesmos ja ndo apresentaram batimento da nadadeira peitoral.

Tabela 6 — Frequéncia do batimento da nadadeira peitoral (batimento minuto™) durante a
simulacdo de transporte de juvenis de tilapia do Nilo em sacos plasticos contendo diferentes
concentracdes de Oleo de cravo. Letras minusculas e mailsculas diferentes, nas colunas e
linhas, respectivamente, diferem entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05).

5mg L™ 10 mg L™ 15mg L’ 20mg LT
60 min 1172+ 6,77 93,1+15,1%° * x
90 min 119,8 + 7,34 113,4 + 6,04 * *
120 min 127,0+11,2¢" 1159+ 17,8% * *
150 min 121,9 + 15,74 116,2 + 6,4°A * .
180 min 114,0 + 186"  111,6 +10,6™" * -
210 min 111,4 +152°4  104,5 + 9,74 * .
240 min 104,1 +8,9°* 97,4 + 8,2%4 * .

* Nenhum peixe apresentava batimento da nadadeira peitoral aparente.

Os peixes expostos a concentragdo de 5 mg L™ praticamente ndo apresentaram
modificacdes significativas em relacdo a este parametro comportamental, e com 240 minutos
apos o inicio da simulacdo (104,1 £ 8,9 bpm), houve uma reducéo significativa (p<0,05) em

relagdo ao valor registrado com 60 minutos (117,2 = 6,7 bpm)
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Diferente do tratamento anterior, os batimentos da nadadeira peitoral dos peixes
expostos & concentracdo de 10 mg L™ aumentaram significativamente apés 90 minutos, s6
retornando a valores semelhantes a primeira amostragem (60 minutos) ap6s 120 minutos de
simulacdo. Vale salientar que em todas as amostragens realizadas, o nimero de batimentos da
nadadeira peitoral dos peixes submetidos ao tratamento com 10 mg L™ de 6leo de cravo foi

sempre menor que a dos animais expostos & concentracéo de 5 mg L™.

Cooke et al. (2004) utilizaram as mesmas dosagens do 6leo de cravo no transporte
durante trinta minutos do peixe de agua doce Micropterus salmoides. Os referidos autores
observaram uma taxa de batimento opercular média de 5,5 = 1,0 bpm, quando os animais
foram expostos as maiores concentracdes (15 — 20 mgL™) e de 66,3 + 1,8 bpm, ao

transportarem os peixes em concentragdes menores (0,0 — 4,9 mg L™).

No trabalho supracitado, os autores encontraram uma relacdo negativa significativa
entre a dosagem de 6leo de cravo utilizada e o nimero de batimentos da nadadeira peitoral.
Conforme mostra a figura 4, no presente trabalho o tipo de curva que mais se adequou aos
nossos resultados foi uma regressdo polinomial, diferindo de Cooke et al. (2004) que

demonstraram a partir de uma correlacédo linear negativa 0 mesmo comportamento.
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Figura 4 — Efeito de diferentes concentracdes de dleo de cravo na taxa de batimento da
nadadeira peitoral (batidas min™) de juvenis de tilapia do Nilo submetidos & simulacéo de
transporte em sacos plésticos. A: 5mg L™; B: 10 mg L™
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Conforme o exposto, as concentracdes de 5 e 10 mg L™ ndo séo indicadas para a
realizacdo de transporte, pois além de ndo promover a anestesia desejada, também ndo foram
capazes neste trabalho de minimizar os problemas com a qualidade da &gua. Por outro lado,
apesar do tratamento com 20 mg L™ ter diminuido a excrecio de aménia e de sais dos peixes
para a 4gua, essa dosagem fez com os peixes ultrapassassem o estagio de anestesia desejado,
culminando no colapso medular dos animais e, consequentemente, elevada taxa de
mortalidade. Desta forma, de acordo com os critérios adotados, a concentracdo de Oleo de

cravo mais indicada para o transporte de juvenis de tildpia é de 15 mg L™.
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4.2 Experimento 11: Efeito de diferentes densidades no transporte sob inducéo anestésica

Conforme mostra a tabela 7, oxigénio dissolvido, temperatura, pH e amdnia tdxica
ndo mostraram diferenca significativa (p>0,05) entre as densidades utilizadas. Em relacéo a
estes parametros, apenas o pH encontrou-se em faixa desconfortavel para os peixes, conforme
Boyd e Tucker (1998), porém ndo letal. A diminuicdo do pH j& era esperado devido a
respiracdo do peixes, resultando na liberacdo de CO; e consequente acidificagdo do meio.

Tabela 7 — Par@metros fisico-quimicos da agua apds quatro horas de simulacdo de transporte
em sacos plasticos sob influéncia de diferentes densidades.

Final da simulacéo de transporte

Parametro i\n/?cli(;rl (Densidades testadas)
140gL" 245 g L™ 350 g L™
0,D ] ] ]
(mg L™ 4,85 11,45 + 0,20 11,42 0,35 10,99 + 0,16
Tem('?,‘g;‘t“ra 25.36 2813 +0,29" 28,29 +0,25" 28,40 +0,23"
pH 7,30 6,06 + 0,07 6,05 + 0,04 5,99 + 0,06"
Amonia Total X X X
(mg L™ 0,07 4,24 + 0,25° 4,90 + 0,37° 6,30 + 0,58°
Amonia Toéxica
(mg L™ 0,0008 0,0035 + 0,0006"  0,0041 +0,0002"  0,0045 + 0,0008
Condutividade 61 73,25 + 1,89% 76,75 + 5 742 82,10 + 392"
(US cm™)

* indica diferenca significativa quando comparado com o valor inicial antes da simulac¢do. Diferentes letras
mindsculas nas linhas indicam diferenca significativa entre os tratamentos ap6s a simulacéo de transporte pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Semelhante aos nossos resultados, ao simular o transporte de juvenis de jundias,
Rhamdia quelen, em quatro diferentes densidades (75, 150, 250 e 350 g L™), durante quatro
horas, Carneiro et al. (2009) ndo obtiveram diferenca significativa na temperatura entre todos

0s tratamentos.

Quando os peixes sao transportados em sistemas fechados, pode ocorrer um déficit de

oxigénio quando a densidade utilizada é alta, ou quando o transporte for realizado por um



43

longo periodo (GOLOMBIESKI et al., 2003). No presente estudo, a concentracdo de O,D ao
final de quatro horas de simulacdo foi mantida em niveis bem superiores (P<0,05) ao valor

inicial, e sem diferenca significativa entre os tratamentos.

A amonia total aumentou significativamente (p<0,05) na &gua em todos os tratamentos
apos as quatro horas. Pudemos observar uma relagdo direta entre o aumento da densidade e a
concentracdo deste composto na agua. O mesmo comportamento foi evidenciado com juvenis
de jundids, Rhamdia quelen, submetidos ao transporte de trés horas nas densidades de 75,
150, 250 e 350 g L (CARNEIRO et al., 2009).

Niveis de amdnia total acima de 0,5 mg L™ podem ser considerados prejudiciais aos
peixes (GOLOMBIESKI et al., 2005). No presente estudo, a utilizacdo do 6leo de cravo foi
incapaz de minimizar este problema independente da densidade. Segundo Gongalves et al.
(2010), elevadas concentracdes deste composto sdo preocupantes, pois como agente estressor,
este composto pode desencadear a liberacdo de corticosterdides na circulacdo sanguinea,
desencadeando respostas metabolicas, idnicas e hematoldgicas caracteristicas do estresse. No
entanto, os valores de amdnia téxica mantiveram-se bem abaixo de 0,32 mg L™, concentracéo

letal para peixes por uma exposi¢do de 96 horas, segundo Abdalla e MacNabb (1998).

A condutividade elétrica antes do transporte foi de 61 pS cm™, aumentando
significativamente apos o ensaio, sendo mais elevada quanto maior a densidade, alcangando o
pico de 82,10 + 3,92 puS cm-! no tratamento de 350 g L™. Esta elevacdo da condutividade
elétrica indica que durante o experimento, ocorreu perda de ions para a agua como uma

resposta aos fatores estressantes (SEIDELIN et al., 1999).

Os niveis de amdnia total e condutividade da dgua apos quatro horas de simulacao de
transporte com 15 mg L™ de 6leo de cravo, comprometeram bastante a qualidade da agua. As
altas densidades utilizadas podem ter sido o fator preponderante para o aumento destes
parametros, uma vez que a dosagem de anestésico utilizada ndo foi capaz de minimizar a

excrecdo de ambnia, bem como a perda de ions dos peixes para a agua.

O répido crescimento da aquicultura brasileira é responsavel pela demanda crescente
de estudos cientificos em todas as areas de sua cadeia produtiva, dentre elas o transporte de
peixes vivos (CARNEIRO et al., 2002). O uso de indicadores vem sendo testado para
elaboracdo de protocolos de transporte seguros para as espécies de interesse, dentre elas a

tilapia do Nilo. Através dos parametros hormonais, ibnicos e hematoldgicos pode-se inferir se
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0 possivel agente mitigador do estresse esta ou ndo minimizando as injdrias causadas por esta
pratica.

De acordo com a figura 5, o perfil de glicemia apresentado pelos juvenis de tilapia
submetidos & simulacdo nas densidades de 140 e 350 g L™, mostrou que imediatamente ap6s a
abertura dos sacos, 0s animais apresentaram alteracdes tipicas do estresse. Estes dois
tratamentos registraram 172,6 + 77,27 e 194, 80 + 75,77 mg dL, diferindo significativamente
do grupo controle, que apresentou 70,0 + 25.7 mg dL™, confirmando a resposta metabélica
secundaria do estresse. Os animais que estavam na densidade de 245 g L™ apresentaram uma
elevacdo no teor de glicose (133,80 + 30,88 mg dL™), no entanto ndo foi diferente
estatisticamente em relagdo aos animais do grupo controle.

Figura 5 — Efeito do 6leo de cravo (15 mg L™) na glicose plasmatica de juvenis de tilapia
submetidos a simulacdo de transporte em sacos plasticos em diferentes densidades.
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O aumento do teor de glicose na corrente sanguinea indica um maior consumo de
energia e uma resposta metabdlica mais elevada (MOREIRA et al.,, 2011). Elevacédo
significativa no teor de glicose plasméatica ndo foi evidenciada em juvenis de matrinxd,
Brycon amazonicus, ap0s atividade fisica intensa durante a captura, 0 que sugere que 0
estimulo da perseguicdo aplicado ndo foi suficiente para gerar resposta de estresse suficiente
para alterar esse indicador (HOSHIBA et al., 2009).

No presente estudo, 0s animais de todos os tratamentos apresentaram concentracgdes de
glicose semelhantes (p>0,05) ao do grupo controle apos 24 horas, demonstrando que a tilapia
pode restabelecer sua condicdo normal de forma relativamente répida, desde que o estresse
agudo seja removido. Juvenis de jundias demonstraram 0 mesmo comportamento quando
submetidos ao transporte durante quatro horas nas densidades de 75, 150, 250 e 350 g L™
(CARNEIRO et al., 2009).

Os peixes submetidos ao tratamento com a maior densidade (350 g L™), amostrados
imediatamente apds a simulacdo (figura 6), apresentaram um aumento nos teores de lactato,
alcancando 1,92 + 0,69 mmol L™, que diferiu significativamente das outras duas densidades e
do grupo controle (1,3 +0,1 mmol L™). A densidade intermediéria apresentou, em média, 1,44
+ 0,30 mmol L, néo diferindo dos animais da menor densidade, que registraram 1,24 + 0,21
mmol L™. Juvenis de pirarucu apresentaram respostas diferentes ao transporte de trés horas
em sacos plasticos, pois os valores de lactato diminuiram logo apos o desafio imposto
(BRANDAO et al., 2006).

Apbs 24 horas, o teor de lactato dos peixes da densidade intermediaria (245 g L™)
apresentou um aumento significativo (p<0,05) em relacdo aos outros dois tratamentos e ao
grupo controle. Esse aumento pode estar relacionado ao intenso trabalho realizado pelo
metabolismo anaerdbio, sendo o lactato o principal metabdlito produzido (BARBOSA et al.,
2007). Segundo 0s mesmo autores, isso ocorre quando a demanda energética € tdo alta que o

metabolismo aerdbio sozinho ndo é capaz de sustentar suas necessidades energéticas.
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Figura 6 — Efeito do 6leo de cravo (15 mg L™) no lactato de juvenis de tilapia submetidos &
simulagdo de transporte em sacos plésticos em diferentes densidades.
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Em relagdo aos dois parametros bioquimicos avaliados, o uso do anestésico com o
intuito de diminuir as respostas do estresse, ndo foi satisfatorio neste trabalho. Houve
elevacdo no nivel de glicose nas densidades 140 e 350 g L™ imediatamente ao término da
simulaco, e o teor de lactato dos peixes da densidade 245 g L™ teve incremento 24 horas

depois, indicando que os animais ndo conseguiram manter a homeostase inicial.

Disturbios osmorregulatorios podem ser induzidos pelo estresse (MACDONALD;
MILLIGAN, 1997). A regulacdo idnica, mantendo as concentracfes dos fluidos em certos
limites, pode ser utilizada como medida de estresse, sendo a extrapolacdo desses limites uma

situacdo estressante caracteristica.

Os niveis de cloreto ndo registraram nenhuma mudanca nos peixes submetidos a
simulacdo de transporte independente da densidade utilizada. Os teores de cloreto foram
menores (p>0,05) quando comparados ao grupo controle (135,1 + 4,2 mEq L™) em todas as
amostragens realizadas independente da densidade, de forma semelhante ao observado por

Fosberg et al. (2001). Dentre os tratamentos, o pico de cloreto foi registrado 96 horas apds a
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simulacéo de transporte ao utilizar a maior densidade, alcangando 129,52 + 18,18 mEq L™,
enquanto o menor valor registrado foi de 110,87 + 7,08 mEq L™, 24 horas ap6s o desafio ao
utilizar a menor densidade (figura 7).

A simulacdo de transporte de juvenis de jundias, Rhamdia quelen, em sacos plasticos
em quatro densidades, também ndo resultou em diferenca significativa nos valores de cloreto,
apresentando valores variando entre 117, 1 + 5,8 e 126,9 + 6,4 mEq L™ (CARNEIRO et al.,
2009). Em contrapartida, diferentes densidades utilizadas nos transporte de alevinos de Labeo
rohita, resultaram em mudancas significantes na concentracdo deste eletrélito (HASAN;
BART, 2007).

Figura 7 — Efeito do 6leo de cravo (15 mg L™) no cloreto plasmatico de juvenis de tilapia
submetidos a simulacdo de transporte em sacos plasticos em diferentes densidades.
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De acordo com a figura 8, a quantidade de magnésio no plasma dos juvenis de tilapia
antes do transporte apresentou, em média, 4,0 + 1,4 mg dL™. Apés as quatro horas de
simulacdo do transporte, os peixes das trés densidades testadas aumentaram o teor do ion
Mg*2, ndo diferindo estatisticamente (p>0,05) entre si, entretanto, o valor obtido na maior
densidade (350 g L™) foi significativamente (p<0,05) mais elevado em relagdo ao controle,
alcancando 14,47 + 7,44 mg dL™ . lversen et al. (2009) ao submeterem o salmio, Salmo
salar, com peso médio de 71,8 g ao transporte utilizando o 6leo de cravo, também observaram
que imediatamente ap6s o desafio imposto, houve um aumento significativo de magnésio no

plasma dos peixes comparado ao grupo controle (antes do transporte).

Figura 8 — Efeito do 6leo de cravo (15 mg L™) no magnésio plasmatico de juvenis de tilapia
submetidos a simulacdo de transporte em sacos plasticos em diferentes densidades.
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horas de descanso apds a simulagao, respectivamente.

Vinte quatro horas depois da simulagéo, o teor de Mg*? no plasma dos peixes alcancou
0 pico em todas as densidades testadas, sendo registrado o maior valor na menor densidade
(39,10 + 17,60 mg dL™), que também foi significativamente maior (p<0,05) quando

comparado ao obtido no tratamento de maior densidade (26,16 + 4,19 mg dL™). Os peixes da
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densidade intermediéria apresentaram valores de 28,68 + 11,69 mg dL™, ndo diferindo
(p>0,05) dos demais tratamentos.

Nossos resultados estéo de acordo com os de lversen e Eliassen (2009) que avaliaram
as respostas secundérias de salmdes, com peso medio de 56,9 g, submetidos ao transporte na
presenca do anestésico sintético “AQUI-S”. No presente trabalho, os valores de Mg*
retornaram aos niveis basais 96 horas ap0s a simulacdo do transporte nas trés densidades
testadas.

Figura 9 — Efeito do 6leo de cravo (15 mg L™) no calcio plasmatico de juvenis de tilapia
submetidos a simulagdo de transporte em sacos plasticos em diferentes densidades.
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Em relagdo ao teor de calcio, o grupo controle apresentou 14,8 + 2,2 mg dL™ (figura
9). Imediatamente apds a simulacdo, houve uma redugdo (p>0,05) deste valor para 12,73 £
0,94, 12,37 + 0,90 e 12,09 + 1,86 mg dL™, para os tratamentos 140, 245 e 350 g L™,
respectivamente, ndo havendo diferenca significativa dentre eles, nem em relacdo ao controle.
Vinte e quatro horas apds a simulacdo, esses niveis mantiveram-se nas duas menores

densidades, enquanto os peixes submetidos a maior densidade reduziram significativamente a
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concentracéo de calcio no plasma para 11,33 + 0,96 mg dL™, diferindo (p<0,05) em relagéo
ao controle e restabeleceram seu nivel basal 96 horas depois da simulag&o.

A pouca oscilagdo nos niveis de calcio também foi evidenciado por Velisek et al.
(2011) ao compararem o efeito de quatro anestésicos (2-fenoxietanol, dleo de cravo, MS222 e
propiscina) na truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss., imediatamente apds a anestesia e 24
horas depois. Em contrapartida, exemplares de pirarucu, Arapaima gigas, apresentaram
modificacOes significativas na concentracdo de célcio plasmatica ao serem submetidos ao
transporte durante trés horas, na presenca de diferentes quantidades de sal na &gua (GOMES
et al., 2006b).

Os peixes possuem a capacidade osmorregulatdria que lhes conferem a capacidade de
manter a pressdo osmotica constante independente do meio externo, estabelecendo a
homeostase. Neste sentido, as branquias possuem um importante papel, pois séo responsaveis
pelo balanco eletrolitico e homeostatico dos teleosteos (CARNEIRO; URBINATI, 2001).
Segundo 0s mesmos autores, situacdes estressantes acarretam o aumento do fluxo sanguineo e
da permeabilidade das branquias, causado principalmente pela acdo das catecolaminas. A
mudanca na permeabilidade das branquias causa um sério distarbio osmorregulatério em
peixes de dgua doce (McDONALD; MILLIGAN, 1997).

No presente estudo, com excecdo do Mg*? que apresentou alteracdes significativas em
seu perfil, a utilizagdo de 15 mg L™ de 6leo de cravo nas trés densidades, minimizou o

distrbio i6nico do CI" e Ca*? causado pela simulacéo de transporte.

Segundo Urbinati et al. (2004), a diminuicdo no ganho de peso, aumento da
susceptibilidade a doencas e desequilibrios i6nicos provenientes do estresse, podem levar os
peixes a mortalidade imediata ou posterior. No presente estudo, a sobrevivéncia foi
monitorada desde a abertura dos sacos até 96 horas ap6s o término do experimento (figura
10). A menor densidade apresentou uma sobrevivéncia de 96%, enquanto a densidade
intermediaria teve sobrevivéncia de 93% e, finalmente, os peixes submetidos a maior
densidade alcancaram uma sobrevivéncia de 90%. Nossos resultados foram semelhantes aos
de Gongcalves et al (2010), ao submeterem juvenis de curimbata, Prochilodus lineatus, ao
transporte em trés densidades, e diferentes dos resultados de Fagundes e Urbinati (2008), que
ndo obtiveram nenhuma mortalidade ao transportar juvenis de pintados, Pseudoplatystoma

corruscans.
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Figura 10 — Efeito do 6leo de cravo (15 mg L™) na sobrevivéncia de juvenis de tilapia
submetidos a simulagdo de transporte em sacos plasticos em diferentes densidades*.
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De maneira geral, podemos inferir que a adicdo de 15 mg L™ de 6leo de cravo no
transporte de juvenis de tilapia do Nilo nas densidade de 140, 245 e 350 g L™, se mostrou
incapaz de minimizar as respostas ao estresse. Os animais submetidos a simulacdo do
transporte apresentaram alteracdes metabdlicas e idnicas compativeis com um quadro de

estresse.

Diferentes relacdes entre a concentracdo anestésica e a densidade de estocagem, além
de mais parametros fisiologicos e tipos de anestésicos, podem ser testados e avaliados para

elaboracao de um protocolo para transporte de juvenis de tilapias.
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5. CONCLUSAO

Apos a realizacdo deste trabalho, podemos concluir que:

v A concentracdo de 6leo de cravo mais indicada para o transporte de juvenis de
tilapias foi de 15 mg L*;

v O anestésico ndo foi capaz de minimizar a elevacdo das variaveis metabolicas
glicose e lactato. Quanto as variaveis iénicas, com excecdo do Mg*?, a utilizacido

do 6leo de cravo conseguiu manter os niveis plasméticos dos fons CI" e Ca*?;

v Dentre as densidades testadas, a de 350 g L™ indicou os piores valores nas

variaveis avaliadas, além de causar maior mortalidade aos animais;

v O uso do Oleo de cravo apresentou pouco efeito preventivo as respostas
estressantes causadas pelo manejo, podendo ter atuado inclusive como agente

estressor adicional.
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