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RESUMO

Objetivou-se avaliar a eficacia do 6leo de cravo
na anestesia de juvenis de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) mediante determinacdo
da concentragdo ideal para realizacdo de
procedimentos rapidos com curta exposi¢do ao
anestésico, bem como monitorar a concentracao
de glicose sanguinea durante o periodo de
anestesia. Foram utilizadas, durante 10 minutos
de exposicdo, as concentragdes de 30; 60; 120;
180; 240; 300; 350 e 400mg/L de 6leo de cravo,
das quais as duas ultimas para determinar a
concentragdo letal para os peixes. Amostras de
sangue foram coletadas para avaliar a
concentragdo de glicose antes, durante ¢ depois
do processo de anestesia. A concentragdo de
30mg/L de 6leo de cravo foi considerada ideal
para inducdo da anestesia profunda durante
procedimentos rapidos como biometrias. A
exposi¢do ao 6leo de cravo na concentracdo de
400mg/L, por 10 minutos, foi letal para juvenis
de tilapia do Nilo. A concentragdo de glicose
sanguinea dos juvenis de tilapia antes da
anestesia foi de 60,0 £+ 3,40mg/dL, este 0 menor
valor registrado no experimento. Individuos
amostrados imediatamente apds a anestesia
profunda (IAP), imediatamente apos a recuperagao
(IAR), 30 e 60 minutos apds a recuperagdo (30
AR) apresentaram concentracdo de 85,8 = 7,04,
90,8 £9,37, 124,2 + 18,62 ¢ 110,2 + 12,08mg/dL
de glicose, respectivamente.

Palavras-chave: estresse, fisiologia, 6leo
de cravo.

SUMMARY

The aim with this study was to evaluate the
efficacy of clove oil on juvenile’s Nile tilapia
anesthesia and to determine the optimal
concentration for short exposure and achieving
rapid procedures, and also to monitor the blood
glucose concentration during fish exposure to
the anesthetic. The concentrations of 30; 60;
120; 180; 240; 300; 350 and 400mg/L of clove
oil were tested during a ten minutes exposure
and the last two ones were used to determine
the lethal concentration. Blood samples
were used to evaluate glucose levels variations
before, during and after anesthesia. The
concentration of 30mg/L was considered the
ideal to clove oil to induce deep anesthesia
during rapid procedures as biometrics. The
exposure to a concentration of 400mg/L of
clove oil for ten minutes was lethal to the
juveniles of Nile tilapia. The blood glucose
concentration of the fishes before anesthesia
was about 60,0 + 3,40mg/dL which was the
lesser value registered on the experiment. The
blood glucose concentrations of the individuals
sampled immediately after deep anesthesia
(IAD), immediately after recovery (IAR) and
30 and 60 minutes after recovery (30 and 60
AR) were about 85,8 + 7,04, 90,8 + 9,37, 124,2
+ 18,62 ¢ 110,2 + 12,08mg/dL, respectively.

Keywords: physiology, stress, tilapia, clove oil.
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INTRODUCAO

No cultivo de peixes em sistemas
intensivos de producdo, os animais
passam  por  diversas  situacgdes
estressantes. Além das altas densidades
de estocagem utilizadas  durante
a criacdo, alguns procedimentos
rotineiros como a biometria, transporte
e reprodugdo induzida siao fontes de
estresse para os peixes.

No intuito de minimizar o estresse
causado por essas praticas, estudos tém
sido realizados nos ultimos anos e, uma
das linhas de pesquisas, o uso de
anestésicos na piscicultura como uma
ferramenta importante para diminuir a
interferéncia desses agentes
estressantes.

A eficacia das substancias anestésicas
varia entre as espécies, dentro da
mesma espécie e por fatores bidticos e
abidticos. Assim, peixes da mesma
espécie com tamanho, idade e sexo
diferentes podem responder de diferente
forma a determinada concentra¢do do
anestésico. Essas respostas também
podem variar com o pH, salinidade,
temperatura e nivel de oxigénio
dissolvido na 4gua (ZAHL et al., 2009).
Ao se utilizar a mesma concentracao
com diferentes anestésicos, 0s peixes
atingem o estadgio de anestesia desejado
em tempos variados, o que justifica
a necessidade da determinacdo de
concentragdes adequadas para a espécie
de interesse de acordo com o
procedimento a ser realizado, bem
como o anestésico utilizado. Portanto,
a administragdo indiscriminada de
elevadas concentragdes dos anestésicos
pode promover uma reagdo indesejavel
e levar os peixes a um estresse agudo,
ou at¢ mesmo a morte (FENG et al,
2011).

Virios estudos ja foram realizados com
diversas substancias anestésicas e

demonstraram a eficacia, os efeitos
fisiolégicos (COOKE et al., 2004;
COTTER & RODNICK, 2006) e o
processo de recuperacdo dos peixes
(MOREIRA et al., 2010). O 6leo de
cravo tem sido amplamente testado com
sucesso como anestésico para diversas
espécies de peixes de d4gua doce
(ROUBACH et al., 2005; OKAMOTO
et al., 2008) e marinhos (IVERSEN et
al., 2003).

Assim, com este trabalho, objetivou-se
determinar a eficacia do 6leo de cravo
como anestésico para juvenis de tilapia
do Nilo. Para isso, foram avaliadas
varias concentragdes com o intuito de
determinar a ideal para realizacdo de
manejos rapidos como uma biometria,
além de definir a concentragdo letal
para uma exposicdo de 10 minutos e,
finalmente, averiguar a concentracao de
glicose sanguinea dos peixes durante e
apds a exposicao ao anestésico.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo
de 17 a 20 de novembro de 2009.
Juvenis de tildpia do Nilo com
peso médio de 244 £ 62g e
comprimento médio de 10,9 + 0,9cm,
foram adquiridos junto a Estacdo de
Piscicultura do Departamento de
Engenharia de Pesca (UFC). Os animais
foram aclimatados em aquarios com
volume util de 60L, contendo 45L agua,
sob sistema estatico e alimentados trés
vezes ao dia até a saciedade. Todo o
procedimento foi conduzido em trés
experimentos, o primeiro consistiu na
determinagdo da concentragdo ideal
para procedimentos rapidos de manejo,
o segundo na defini¢do da concentracao
letal e o terceiro na averiguagdo da
concentracdo de glicose dos peixes,
durante e apds a exposi¢ao anestésica.
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A alimentacdo foi cessada 24 horas
antes de cada experimento.

Devido sua natureza hidrofdobica,
o eugenol (4-alil-2-metoxifenol) foi
diluido em etanol absoluto o que
resultou em uma solugdo estoque
na concentracdo de 1000mg/mL. Os

determinados mediante utilizacdo das
concentracoes de 30, 60, 120, 180,
240 e 300mg/L de oleo de cravo
na agua. Os peixes (n = 12 para
cada concentracao) foram expostos,
individualmente, durante 10 minutos, as
diferentes concentragdes do anestésico

tempos de
os diferentes

(Tabela

indugdo para
estagios
1) e

alcangar
de anestesia
recuperagao

em aquarios com capacidade para 5L e
volume util de 3L.
foram

Tabela 1. Estagios de anestesia em peixes™

Estagio Descri¢ao Resposta comportamental em peixes
0 Normal Reativos a estimulos externos; batimentos operculares
normais; reagdo muscular normal.
~ Reativos a estimulos externos; movimentos reduzidos,
I Sedagao leve

batimentos operculares mais lentos; equilibrio normal.

Perda total da reatividade aos estimulos externos,
exceto forte pressdo; leve queda do movimento
opercular; equilibrio normal.

Perda parcial do tonus muscular; natacdo erratica,
aumento dos movimentos operculares; reativos apenas
a forte estimulo tatil ou vibragao.
Perda total de tonus muscular; perda total de
equilibrio; batimento opercular lento, porém regular.

Auséncia total de reacdo, mesmo a forte estimulo;
operculares lentos e irregulares;
batimentos cardiacos lentos; perda total de todos os

I Sedagdo profunda

11 Narcose

IV Anestesia profunda

V. Anestesia cirirgica 0y!mentos
reflexos.

VI  Colapso medular

Parada da ventilagdo; parada cardiaca; morte eventual.

*Modificado de Ross & Ross (2008).

Considerou-se
adequada aquela que

como

concentracao
induzisse o0s

colocados individualmente em outros
aquarios, providos de aeracdo constante

peixes ao estagio de anestesia profunda
em tempo igual ou inferior a trés
minutos, conforme critério sugerido por
Park et al. (2009). Apdés a indugdo
anestésica, os peixes foram removidos e

com dimensdes idénticas aos aquarios
utilizados para a indugdo anestésica. Os
peixes foram considerados recuperados
ao retorno de seu equilibrio normal e
com sua natagdo ativa. ApoOs o
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experimento, todos os individuos foram
monitorados por 24 horas para se
observar a taxa de sobrevivéncia.

Para a determinacdo da concentragdo
letal do anestésico, os individuos
(n = 12 para cada concentragdo) foram
expostos, por dez minutos, as
concentragdes de 350 e 400mg/L e
observado se o estdgio de colapso
medular (morte) foi atingido. A morte
dos individuos foi constatada a partir da
auséncia do batimento opercular e, caso
a parada opercular ocorresse antes dos
dez minutos, os peixes continuavam
expostos a solugdo anestésica até se
completar o tempo estipulado pelo teste.
Para se averiguar a mudanga fisioldgica
das tilapias quando expostas a
concentracdo mais adequada de 6leo de
cravo, foi mensurada a variacdo da
concentracdo de glicose sanguinea das
mesmas durante o banho anestésico.
A coleta de amostras de sangue
foi realizada por meio de pung¢do caudal
com a utilizagdo de seringas de
3mL e agulha 25x0,7, previamente
esterilizadas. O teor de glicose no
sangue foi determinado mediante uso de
um glicosimetro portatil e utilizado
como indicador do nivel de estresse
antes, durante e depois da exposicao dos
peixes ao anestésico.

Foram utilizados 25 espécimes com
médias de peso e comprimento de 24,4 +
6,2g ¢ 10,9 = 0,9cm, respectivamente,
e delineados quatro tratamentos com
cinco repeticdes cada, de acordo com
os seguintes momentos de coleta:
imediatamente apds a indugdo anestésica
(anestesia  profunda), imediatamente
apés a recuperagdo, 30 minutos apos
a recuperacao e 60 minutos apds a
recuperacdo. A determinagdo dos niveis
basais de glicose sanguinea foi realizada a
partir de um grupo controle de cinco
individuos que ndo foram expostos ao
agente anestésico.

Os tempos para atingir os diferentes
estagios de anestesia e a recuperacao,
bem como as concentragdoes de glicose
sanguinea antes, durante e depois
da indugdo anestésica para as diferentes
concentragdes de eugenol foram
submetidos a uma andlise de variancia
(ANOVA - fator tnico) e, quando
verificadas diferencas significativas
entre as médias (F < 0,05) foi aplicado o
teste de Tukey a 5% de probabilidade
para a comparacgao das médias. Todas as
analises estatisticas foram realizadas
mediante uso do pacote estatistico
BIOESTAT 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na série para a determinagdao da
concentracdo ideal de oleo de cravo
para procedimentos rapidos, ndo foi
observada nenhuma mortalidade ou
efeito adverso durante todo o
experimento e 24 horas apds o mesmo.
Inoue et al. (2003), ao utilizarem Odleo
de cravo como anestésico para juvenis
de matrinxd, também ndo registraram
mortalidade em periodo de observagao
semelhante.

Conforme sumarizado na Tabela 2, os
juvenis anestesiados com o dleo
de cravo passaram sequencialmente
por todos os estadgios de anestesia
descritos por Ross & Ross (2008), ou
seja, sedacdo leve, sedacdo profunda,
narcose, anestesia profunda e anestesia
cirargica, com diminui¢do significativa
do tempo para atingir os diferentes
estagios a medida que foi promovido
o aumento da concentracdo. Esta
progressiva sequéncia de estagios foi
observada por Hajek et al. (2006) ao
anestesiarem carpa comum, Cyprinus
carpio L., com o O6leo de cravo em
diferentes concentracdes e por Mylonas
et al. (2005), ao utilizarem Oleo de
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cravo e 2-fenoxietanol como anestésicos
para Dicentrarchus labrax e Sparus
aurata.

Nas concentracoes de 120; 180;
240 e 300mg/L do ¢6leo de cravo,
os juvenis demonstraram inicialmente
uma hiperatividade imediatamente apos
serem imersos na agua com a solucdo
anestésica, enquanto os espécimes
expostos as menores concentragdes
apresentaram-se mais acomodados. Essa
atividade anormal dos animais foi
facilmente caracterizada pela rapida
natagdo no aqudrio e foi observado um
comportamento de tosse, que diminuiu a
medida que o efeito do anestésico se
instalava.

Esse comportamento foi devido ao
proprio  anestésico, pois segundo
Mylonas et al. (2005) ao estudarem o
comportamento de exemplares de

dourada (Sparus aurata) e robalo
europeu (Dicentrarchus labrax)
expostos ao oleo de cravo, observaram
que o0s animais ndo apresentaram
reagoes adversas quando expostos a
quantidade de 4lcool utilizado na
diluicdo do anestésico. Esse padrdo
hiperativo também foi observado em
juvenis de pintado, Pseudoplatystoma
corruscans, anestesiados com eugenol
(VIDAL et al., 2006). Da mesma forma,
exemplares de paulistinha (Danio
rerio), expostos a 1;2 e Sppm de 6leo de
cravo durante 96  horas, nao
apresentaram nenhuma mudanga no
padrdo comportamental, obtiveram uma
sobrevivéncia de 100% nas duas
menores concentragdes € apenas uma
mortalidade na maior concentracao,
apés as 96 horas de experimento
(GRUSH et al., 2004).

Tabela 2. Eventos comportamentais, em segundos (média + desvio padrdo da média),
de juvenis de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) expostos a diferentes

concentragoes de oleo de cravo

Dose Evento comportamental (segundos)
(mg/L) Estagio | Estagio 11 Estagio III  Estagio IV Estagio V Recuperagdo
30 44,8 +3,5° 63,4 +4,0° 89,8+5,5* 157,74 13,6° 300,6+24,2* 239,8+10,4°
60  22,1423"  350+£2,0° 485+25" 77,038  2274+93" 2122+132°

120 16,7+13% 273+14% 38,0+1,6° 52,1+18°
180  14,9+12° 227+1,09¢ 30,4+ 14% 39,1+1,5°
240 11,0£03° 17,6 +04°  249+0,9% 33,0+1,1° 478+1,8° 12098+ 163°
300 10.8+04°  16,6+05%  23,8+0,9 302+12° 372+14° 2324,6+113°

171,3 £8,8° 4802 + 65,6°
1192 +5,9¢  456,9 +53,8°

Meédias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05)

Os tempos para atingir o estagio de
anestesia profunda para as concentragoes
de 120; 180; 240 e 300mg/L foram de
52,1 +£1,8;39,1+1,5;33,0£1,1e30,2+
1,2 segundos, respectivamente (Tabela 2).
Nao foram observadas diferencas
significativas entre si e todos ficaram
dentro do limite de tempo considerado
seguro para inducdo a anestesia profunda

(< 180 segundos). No entanto, as duas
maiores concentracdes ndo permitiram a
recuperagdo dos animais em menos de 10
minutos, tempo considerado seguro por
Park et al., (2009).

A concentragdao de 30mg/L apresentou
diferenga significativa no tempo de
inducdo aos diferentes estagios de
anestesia quando comparada as demais
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concentracoes testadas. A inducdo a
anestesia profunda deu-se em 157,7 +
13,6 segundos, ainda dentro do limite de
seguranga indicado por Park et al. (2009),
assim como o tempo de recuperacao
(239,8 + 10,4 segundos), o que sugere a
referida concentragdo como a ideal para
utilizacdo durante procedimentos rapidos.
Esta concentracao de 6leo de cravo foi
proxima a concentragdo de 37,5mg/L
sugerida por Vidal et al. (2007a)
para juvenis de piavucu (Leporinus
macrocephalus). Deve-se levar em
consideracdo que o tempo de inducdo
obtido pelos referidos autores, foi de
aproximadamente um minuto, o que
possibilita a utilizagdo de uma
concentragdo inferior com maior tempo
de exposicdo e dentro dos limites de
seguranca.

Em relacdo ao tempo de recuperacao
dos peixes expostos as diferentes
concentragdes de oOleo de cravo,
observou-se uma tendéncia a correlacao
positiva entre o aumento da concentragao
e o tempo de recuperagdo, com excegao
dos animais submetidos a concentra¢ao
de 60mg/L. A mesma tendéncia foi
observada por Park et al. (2008), ao
anestesiarem Epinephelus bruneus com
6leo de cravo, bem como por Simdes et
al. (2010), ao anestesiarem adultos de
tilapia do Nilo.

O tempo médio de recuperacao dos
individuos submetidos a concentragao
de 30mg/L foi de 239,8 + 104
segundos. Este tempo foi inferior ao
registrado por Simdes & Gomes (2009),
ao utilizarem a concentragdo de
50mg/LL de mentol para juvenis de
tilapia, e superior ao tempo de 49
segundos encontrado por Vidal et al.
(2007a) ao avaliarem o 6leo de cravo
para anestesiar juvenis de tambaqui,
Colossoma macropomum.

A curva de regressao (Figura 1) obtida
entre as diversas concentragdes de oleo
de cravo testadas e o tempo de indugdo
a anestesia profunda foi semelhante ao
encontrado por Vidal et al. (2007b). O
modelo matemdtico ajustado para
presumir o efeito do 6leo de cravo na
indugdo anestésica de juvenis de tilapia
do Nilo foi do tipo I = 1444,4 x [CT"",
no qual I é o tempo necessério para a
inducdo anestésica e [C] a concentragao
do anestésico empregada. O modelo de
regressao utilizado no presente trabalho
concorda com o proposto por Inoue et
al. (2003). Em ambos os casos foi
observado uma redu¢do gradual no
tempo de indugdo anestésica a medida
que a concentracdo do anestésico foi
aumentada, com tendéncia a uma
estabilizacdo nas concentragdes mais
elevadas.

Nos testes para determinagcdo da
concentracao letal do o6leo de cravo,
juvenis expostos a concentracdo de
350mg/L por 10 minutos nao atingiram
o colapso medular. Porém, os
individuos sairam da inducdo anestésica
com o batimento opercular muito lento
e o tempo de recuperacdo, superior a 20
minutos (Tabela 3), ficou bem acima do
limite de 10 minutos considerado
seguro por Park et al. (2009). Portanto,
apesar da exposi¢do a esta concentracao
por 10 minutos nao ter sido letal para os
juvenis de tilapia, ndo é recomendada o
uso de uma dose tao elevada.

A rapida inducdo a anestesia profunda
em Sparus aurata (150 = 16g),
observada por Ortufio et al. (2002)
também ndo resultou em nenhuma
mortalidade apds os individuos terem
sido anestesiados com 0,19mM de
MS222, 0,21mM de benzocaina, 1,6mM
de 2-fenoxietanol e 0,083mM de sulfato
de quinaldina.
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Figura 1. Curva de regressdo entre a concentragdo do anestésico
(6leo de cravo) e o tempo necessario para atingir
anestesia profunda em juvenis de tilapia do Nilo

Tabela 3. Valores médios de recuperacao e do estagio VI (colapso medular), de juvenis
de tilapia do Nilo expostos a altas concentragdes de 6leo de cravo

350 mg/L 400 mg/L
Recuperacao Colapso medular Recuperagao Colapso medular
1.210 segundos - - 264 segundos

Os juvenis de tilapia do Nilo ndo
resistiram a 10 minutos de exposi¢do a
concentragdo de 400mg/L do o6leo de
cravo, uma vez que atingiram o colapso
medular em 264 segundos. Este estagio
foi facilmente caracterizado pela total
auséncia do batimento opercular, cuja
evidéncia foi uma parada de ventilagao.
Kaiser et al. (2006) analisaram a
sobrevivéncia do ciclideo Haplochromis
obliquidens (16,6 =+ 1,49g) apods
anestesia-los com 20 e 30ul/L de oleo
de cravo, durante 12, 24 ¢ 48 horas.
Os mesmos autores ndo registraram
nenhuma mortalidade ao anestesiarem
os individuos com 20ul/L. Entretanto os
peixes (n=5) ndo resistiram a uma
exposicao de 30ul/L durante 12 horas,
uma vez que ndo foi registrada nenhuma
sobrevivéncia.

A concentragdo de glicose sanguinea dos
juvenis de tilapia, antes da anestesia, foi
de 60,0 £+ 3,40mg/dL, este o menor valor
registrado no experimento. Individuos
amostrados  imediatamente apds a
anestesia profunda (IAP) e imediatamente
apos a recuperacao (IAR), apresentaram
valores de glicose de 85,8 + 7,04 € 90,8 +
9,37 mg/dL, respectivamente, no entanto
nao houve diferenga significativa entre
estes e o grupo controle, conforme
apresentado na Figura 2.

O grupo amostrado 30 minutos apds
a recuperacdo (30 AR) apresentou
o maior valor de glicose sanguinea
(124,2 £ 18,62mg/dL) dentre os juvenis
expostos ao 6leo de cravo, o que diferiu
estatisticamente do grupo controle.
O aumento da glicose indica um maior
consumo de energia e resposta
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metabolica mais elevada. Apesar da
tendéncia de redugcdo na glicose
sanguinea no grupo amostrado 60
minutos apds a recuperagao (110,2 +
12,08mg/dL) em relacdo ao grupo 30
AR, ndo houve diferenga significativa
entre 0s mesmos, porém ambos
diferiram significativamente do grupo
controle. Resultado semelhante foi
registrado por Cho & Heath (2000) ao
analisarem o efeito fisiologico do dleo
de cravo em espécimes do salmio
Oncorhynchus tshawytscha, quando os

autores também registraram diferenca
significativa na concentragdo de glicose
sanguinea, 60 minutos apds a exposicao
dos peixes ao anestésico. A anestesia
de dourada, Sparus aurata, com
diferentes concentracdes de benzocaina,
MS-222, 2-fenoxietanol e sulfato de
quinaldina, também resultou em diferenca
significativa no teor de glicose sanguinea
dos animais amostrados uma hora apds a
exposi¢ao aos anestésicos em relacdo ao
grupo de peixes ndo anestesiados
(ORTUNO et al., 2002).

b
=l
-~ o -
S 120 ab b
g a,b
z
E“ 80 a
:
g
S
g 401
0 . .
AA TAP TAR 30AR GOAR

Figura 2. Nivel de glicose sanguinea (média + desvio padrio da
média) de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), antes e ap6s o procedimento de anestesia com
6leo de cravo. AA = antes da anestesia (controle); [AP =
imediatamente apds atingir o estdgio de anestesia profunda;
IAR = imediatamente apos a recuperagao; 30AR e 60AR =
30 e 60 minutos apds a recuperacdo. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica significativa (P<0,05) pelo

teste de Tukey.

O oleo de cravo se mostrou eficaz
para anestesia de juvenis de tilapia,
uma vez que submetidos a concentragao
considerada ideal os peixes ndo
apresentaram nenhuma alteracdo aparente
em relagdo ao comportamento e sanidade.
A concentragao de 30mg/L de oleo de
cravo foi considerada recomendada para
inducdo a anestesia profunda, sugerida

para utilizagdo durante manejos rapidos
como biometrias. A concentracdo letal
de dleo de cravo para juvenis de tilapia
do Nilo ¢ de 400mg/L durante 10
minutos de exposicao.

A exposi¢do dos peixes ao anestésico,
embora possa facilitar o manejo,
causou um aumento significativo na
concentracdo de glicose sanguinea a
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partir de 30 minutos de recuperacao.
Estudos futuros, que utilizem maior
numero de parametros fisioldgicos
poderdo ampliar o entendimento das
respostas indicadoras de estresse da
tilapia do Nilo exposta ao 6leo de cravo.
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