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EPIGRAFE
“‘Nao ha diferencas fundamentais entre o homem e os animais nas suas
faculdades mentais: os animais, como 0os homens, demonstram sentir prazer, dor,

felicidade e sofrimento.”

Charles Darwin



RESUMO

O obijetivo deste trabalho foi verificar as alteracfes dos parametros hematol6gicos de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus ) em funcdo da sedacdo com diferentes
combinacdes de 6leo de cravo e melaleuca. Foram utilizados 230 peixes com 66 g +
18,56 g, submetidos a solucdes de dleo de cravo com 0%, 20%, 40%, 60%, 80% e
100% de o6leo de melaleuca, a uma concentragdo de 100 mg/L, totalizando 6
tratamentos e o grupo controle. Assim, foram utilizados 20 baldes plasticos
transparentes de 1,5 litros, e 6 aquéarios de 10 litros, onde os peixes foram
individualizados para observacdo dos tempos de sedacdo e recuperacdo. No
momento em que 0s peixes alcancaram o estagio 5 de sedacéao, foram selecionados
para coleta de sangue, que se repetiu 1 hora e 24 horas apés a sedacédo, com 10
peixes a cada coleta. A analise do pH, oxigénio dissolvido, ambnia da agua e
biometria dos peixes ocorreu antes da sedacdo, e no momento de cada coleta de
sangue. Os resultados mostraram que as solucbes de 6leo de cravo e 6leo de
melaleuca influenciaram nos parametros hematoldgicos, no tempo de sedacdo e no
comportamento dos peixes. Pode-se concluir que o 6leo de melaleuca é apropriado
para sedacao de tilapia do Nilo. Paralelamente conclui-se que o 6leo de melaleuca
pode ser usado em associacdo com 6leo de cravo com o objetivo de amenizar os
efeitos negativos causados pelo 6leo de cravo puro.

Palavras-chave: 6leo de melaleuca, 6leo de cravo, tilapia, transporte, estresse.



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the changes in hematological parameters of
Nile tilapia (Oreochromis niloticus ) according sedation due to different tea tree oil
and clove combinations. 230 fish were used with 66 g + 18.56 g, clove oil submitted
to solutions containing 0%, 20%, 40%, 60 %, 80% and 100% tea tree oil. at a
concentration of 100 mg / L, a total of 6 treatments and the control group. So, we
used 20 transparent plastic buckets 1.5 liter , 6 and 10 liter aquariums. Where the
fish were individualized for observation of sedation and recovery times, at the time
the fish reached stage 5 sedation, were selected for blood collection, that repeated 1
hour and 24 hours after sedation, with 10 fish every collect. The analysis of pH ,
dissolved oxygen, ammonia water and fish biometrics occurred before sedation, and
at the time of each blood collect. The results showed that the clove oil , and tea tree
oil solutions influence on hematological parameters, in the time sedation and fish
behavior. It can be concluded that the tea tree oil is suitable for sedation Nile tilapia.
At the same time it is concluded that the tea tree oil can be used in conjunction with
clove oil with the objective of mitigating the negative effects caused by pure clove oil

Keywords: tea tree oil, clove oil , tilapia , transportation, stress.
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INTRODUCAO

O Brasil ocupa a quinta posi¢cao na producao de tilapia, e € responsavel por 6
% do total da produg&o mundial (FAO, 2012). O cultivo de tilapias vem crescendo de
forma expressiva (OSTRENSKY, et al., 2008). O desenvolvimento da tilapicultura
tem resultado na intensificacdo dos esforcos para o manejo profissional em todas as
etapas da cadeia produtiva. Esse interesse parte dos piscicultores, que buscam
linhagens de desempenho superior, formas de transporte, e um manejo adequado
dos juvenis (OLIVEIRA, 2007).

A rotina na piscicultura € composta por uma série de praticas de manejo tais
como: biometria, transporte e reproducdo induzida. Essas praticas estressam
facilmente os peixes. O estresse € responsavel por uma série de efeitos negativos
na producdo, o que vem chamando a atencdo e causando preocupacao entre 0s
produtores (URBINATI; CARNEIRO, 2005).

No intuito de se evitar efeitos negativos na producao causados pelo estresse, o
uso de anestésicos tem se tornado cada vez mais comum em pisciculturas e nos
procedimentos de pesquisa. Entretanto, o efeito dos anestésicos vem sendo
discutido e ainda ndo existe um consenso em relacdo ao emprego de termos
técnicos, como sedacdo, anestesia e narcose, que muitas vezes dao origem a
controvérsias entre os pesquisadores (HEAVNER, 1981).

Além das controvérsias devido ao emprego de termos técnicos, existem
guestdes como a adequacéo das substancias para sedacdo e o quanto sdo seguras
para os peixes e humanos. Peixes expostos a Tricaina Metano Sulfonato (MS 222),
6leo de cravo, metomidato, benzocaina, gas carbbnico e fenoxietanol apresentam
respostas aos anestésicos que vao além dos efeitos caracteristicos da sedacao.
Essas respostas vao desde a perda da coloragao, tosse, reflexo de regurgitacdo a
hiperventilagdo. (TORT et al, 2002; IVERSEN et al, 2003; PIRHONEN e
SCHRECK, 2003; WAGNER et al., 2003).

No intuito de minimizar o estresse causado pelo transporte e pelos anestésicos,
a busca por compostos naturais menos residuais € menos agressivos vem
aumentando. Dentre os compostos de fontes naturais usados como anestésicos na

piscicultura, destacam-se, o0 6leo de cravo, substancia fendlica obtida da destilacdo
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das folhas, caule e flores do cravo-da-india (Eugenia caryophyllata), que apresenta,
na sua composicao 70 e 95% do principio ativo de eugenol (MAZZAFERA, 2003), e,
também o Gleo de melaleuca (Melaleuca alternifolia), extraido das folhas da arvore
de cha, que pode conter quantidades variadas de terpenos (pineno, terpineno e
cimeno), terpinenol (terpinen-4-ol), sesquiterpenos e cineol (ALTMAN, 1989).

Embora o éleo de cravo seja muito utilizado na piscicultura como anestésico,
ainda séo necessarios estudos visando a elaboragcéo de protocolos mais eficientes
para diferentes espécies. Os estudos voltados ao uso do 6leo de melaleuca para
sedacdo de peixes ainda sdo escassos. Hajek, (2011) afirma que o Oleo de
melaleuca atende aos requisitos de um bom anestésico, porém em um trabalho de
sedacéo realizado com carpa comum (Cyprinus carpio), observou-se que a sua
potencia € inferior a outros farmacos utilizados como anestésico.

Neste trabalho, propde-se a realizacdo de testes com compostos mistos de
Oleo de cravo e 6leo de melaleuca puro na sedacéo de juvenis de tilapia, visando
avaliar os efeitos das diferentes proporcfes de anestésicos sobre o tempo de
sedacdo, comportamento, e parametros, hematolégicos, avaliados antes, durante e

apos a sedacao.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus)

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie tropical originaria da
Africa que se desenvolve em uma temperatura que varia entre 25 e 30°C, tendo seu
crescimento afetado em temperaturas abaixo de 15°C e nao resistindo a
temperaturas por volta de 9°C (ONO e KUBITZA, 2003; LIKOGWE et al., 1996,
CYRINO e CONTE, 2006). Segundo Watanabe et al.,, (2002), esta € a terceira
espécie de maior importancia econdémica na aquicultura mundial. Para Pinheiro et
al., (2006), a tilapicultura € uma importante atividade agroindustrial capaz de gerar
grande retorno financeiro para os produtores.

As tildpias foram introduzidas no Brasil em 1971, devido a agdo do
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS). Estes animais foram
introduzidos primeiramente nos acudes do Nordeste, e de la se difundiram para todo
o pais (NOGUEIRA, 2003). No comeco do século XIX tiveram inicio as pesquisas
para sua criacdo de tildpias no Congo Belga (atual Zaire). A partir de 1924, sua
criacao foi intensificada no Quénia, e sua expansao para outras partes do mundo se
deu a partir da Malasia (CAMPO, 2008).

Segundo Zimmermann (2000), atualmente estdo disponiveis no mercado
diversas linhagens de tilapia com um bom desempenho zootécnico, sendo que uma
das linhagens mais procuradas no mercado brasileiro € a linhagem chitralada
também conhecida como tailandesa. Esta linhagem foi desenvolvida no Japéo e
melhorada no Palacio Real de Chitralada, na Tailandia. A tilapia do Nilo é a espécie
gue mais se destaca na piscicultura mundial, por apresentar rusticidade, alto ganho
de peso, facilidade de reproducédo, excelente sabor da carne e tempo curto para
atingir o tamanho comercial (KUBITZA, 2000).

A producdo da tilapia do Nilo no Brasil, em 2011, alcancou 253.824 toneladas,
representando 47% dos peixes cultivados no pais (MPA, 2011). Segundo os dados
da FAO (2011), sendo a tilapia do Nilo uma das espécies mais importante para a

aguicultura mundial, é também a espécie mais cultivada na piscicultura brasileira.
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O rapido crescimento na producéo da tilapia pelo mundo é atribuido ao fato de
este ser um dos peixes com maior potencial para a aquicultura. Esse potencial é
facilmente percebido por caracteristicas como rapido crescimento, alimentacao
variada, boa adaptacdo em diferentes ambientes e sistemas de producéo,
resisténcia a doencas, densidades de estocagem elevadas e baixos teores de
oxigénio dissolvido, (ONO e KUBITZA, 2003; ZIMMERMANN e FITZSIMMONS,
2004; CYRINO e CONTE, 2006). Quando criada em sistema de tanque rede ou
viveiro a tilapia nilética pode alcancar até 800 g em seis meses (CAMPOS et al.,
2007).

Embora a tilapia do Nilo seja de facil criacdo, a principal caracteristica
responsavel pelo aumento de sua producéo € a qualidade de sua carne. A tilapia do
Nilo apresenta carne com um bom valor nutricional, boas caracteristicas
organolépticas, com baixo teor de gordura (0,9 g/100g de carne) e de calorias (117
kcal/100g de carne), rendimento de filé de 35 a 40% e auséncia de espinhos em
forma de “Y” (mioceptos), tornando-a apropriada para industrializacdo, possuindo
elevado valor comercial principalmente nos paises desenvolvidos (SOUZA e
MARANHAO, 2001; ONO e KUBITZA, 2003; ZIMMERMANN e FITZSIMMONS,
2004; CYRINO e CONTE, 2006).

1.2 TRANSPORTE E ESTRESSE

O transporte de peixes vivos é uma pratica rotineira que abrange desde as
atividades de producdo de modo geral até as préaticas de pesquisa (PIPER et al.,
1982; KUBITZA, 1997; CARMICHEL et al., 2001). Esta pratica € inevitavel nos
sistemas de producdo, mesmo sendo um procedimento traumético que expde 0s
peixes a uma série de estimulos responsaveis por desencadear respostas
fisiologicas de adaptacédo (IVERSEN et al., 1998; URBINATI e CARNEIRO, 2004).

Segundo Kubitza (1997) e Grottum et al. (1997), o objetivo basico do transporte
de peixes € carregar de forma segura a maior densidade possivel de animais no
menor volume de agua. No transporte em si, 0 adensamento resulta em abraséo
mecanica devido ao contato entre os peixes (ROSS e ROSS, 1999; GOMES et al.,
2003a).

Kubitza (1997) destaca que as formas tradicionais de transporte se limitam ao
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uso de tanques ou sacos plasticos, o primeiro podendo ser ou ndo oxigenado. O
autor ainda ressalta que as cargas de peixes podem ser afetadas por fatores como:
tempo de transporte, temperatura da agua, tamanho dos peixes, jejum antes do
transporte, uso de anestésicos e a espécie de peixe em questdo. Quando estes
fatores ndo sdo considerados, o transporte tende a ser realizado de maneira
inadequada, 0 que gera consequéncias indesejaveis aos animais, como mortalidade
em massa ou doencas (INOUE e MORAES, 2006).

Embora haja varios avancos nas técnicas de manejo adotadas no transporte,
ainda podem-se registrar perdas consideraveis no caso de diferentes espécies em
diferentes estagios. As espécies apresentam diferentes graus de tolerancia para as
condi¢cBes de transporte, 0 que torna necessario um estudo mais detalhado sobre o
manejo de cada espécie. Segundo Kubitza (1998), o transporte é realizado
principalmente na fase mais sensivel do desenvolvimento dos peixes que consiste
nos estagios de larva, pos-larva e alevino, quando a mortalidade oscila entre 40 a
80%.

O transporte de peixes vivos pode ter um alto custo para os produtores. Os
produtores que contam com estruturas de transporte de peixes vivos vendem
diretamente a lojas e pesque-pagues por um melhor preco. Os produtores que néo
se encontram proximos a estes estabelecimentos enfrentam problemas como o
aumento dos custos e dos riscos do transporte. As perdas durante o transporte
muitas vezes oneram ainda mais a matéria prima final. Este fator, associado aos
gastos com o transporte desestimulam os produtores, uma vez que o prego final
tende a se aproximar do custo de producao (Kubitza, 2007).

O transporte é uma atividade estressante para os peixes devido a ocorréncia
de uma sucessao de estimulos adversos, incluindo a captura, o carregamento das
unidades de transporte, o descarregamento e a estocagem dos animais nos viveiros
(ROBERTSON et al., 1988). Durante o transporte, o tempo € um fator determinante
uma vez que os peixes tendem a refletir a severidade e a duragdo do estressor
(BARTON, 1997).

Em resposta ao estresse, surgem alteracdes hormonais, metabdlicas, ibnicas e
hematoldgicas. Essas alteracOes ja foram observadas em espécies como o tambaqui
(Colossoma macropomum), o pirarucu (Arapaima gigas), a matrinxa (Brycon

amazonicus), o pacu (Piaractus mesopotamicus), o pintado (Pseudoplatystoma
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corruscans) e o jundia (Rhamdia quelen), submetidas ao transporte (GOMES et al.,
2003; 2006; URBINATI; CARNEIRO, 2006; TAKAHASHI et al., 2006; FAGUNDES e
URBINATI, 2008; CARNEIRO et al., 2009).

Segundo Staurnes et al.,, (1994), a captura pode gerar um estresse mais
intenso que o proprio transporte. Para Clearwater e Pankhurst, (1997), a captura é
considerada uma das etapas mais agressivas do manejo, por possuir um carater
agudo e severo. Assim como no transporte, a captura compreende uma série de
estimulos dos quais se pode citar: perseguicdo, natacdo forcada do animal,
exposicdo do peixe ao ar e abrasdo do seu corpo com a rede e outros peixes
(HOSHIBA, GONCALVES E URBINATI, 2009).

Tanto o exercicio fisico da fuga, como a hipdxia resultante da retirada do peixe
da agua e os danos na superficie do corpo sdo estressores isolados e sucessivos
que levam a uma resposta de estresse acumulativa. Até mesmo a captura com
pucas em condi¢cdes de laborat6rio, assim como o uso de redes em viveiros de
criacdo, provocam a fuga dos peixes e natacéo forcada e extenuante (ARENDS et
al., 1999; ROSS e ROSS 1999; MILLIGAN et al., 2000; SCHRECK, 2000; HOSHIBA,
GONCALVES e URBINATI, 2009).

Durante o carregamento e o transporte, inevitavelmente temos o manuseio
direto dos peixes. Essa prética é conhecida por romper o equilibrio dos animais com
o ambiente de cultivo (homeostase), o que inicia uma série de respostas metabdlicas
tipicas ao estresse (INOWE et al., 2011). Devido a estas caracteristicas, 0 manejo
direto é tido como agente estressor agudo e, quando ocorre em intensidade e
duracéo excessiva, pode resultar em manifestacdo de doencas em toda a populagao
e, consequentemente, na morte dos animais (IWAMA et al., 2004).

Até mesmo praticas de manejo rotineiras, como transferéncia de peixes de
viveiros, biometria, analise patoldgica, selecdo e manejo da reproducéo artificial, sédo
estressores isolados que provocam respostas de estresse semelhantes, tendo o
potencial de afetar o desempenho do animal (SELYE, 1950; BARTON, 2000). No
entanto, ainda existem diversos estudos que demonstram que 0s peixes podem
sentir dor e medo, com possiveis alteracbes metabdlicas (SNEDDON, 2003;
CHANDROO et al., 2004; DUNLOP e LAMING, 2005).

Segundo Inowe et al., (2011) o estresse € o0 conjunto das reacdes metabdlicas

em resposta a um ou mais estimulos adversos do ambiente ou imposto pelo produtor
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rural com fins de operacionalizacdo dos sistemas de producdo. Consequentemente,
as reacgOes fisiolégicas dos peixes ao estresse agudo precisam ser mais bem
estudadas, tanto em relacéo ao tipo de resposta como a sua intensidade (KRIEGER-
AZOLINI et al., 1989).

Para Kubitza (1997), o estresse pode ser caracterizado em trés tipos distintos:
“estresse mecanico ou fisico” resultante de injurias fisicas causadas durante a
captura, confinamento para depuragdo, pesagem, carregamento e descarregamento
dos peixes transportados, “estresse fisioldgico” que diz respeito as alteracfes nos
processos metabdlicos, osmorregulatorios, inflamatérios e imunol6gicos dos peixes,
e “estresse quimico” que pode ser induzido por alteracdo nas propriedades quimicas
da agua durante o transporte (queda do pH, por exemplo) ou pela adicdo de
produtos quimicos a agua de transporte.

As respostas dos peixes ao estresse também podem ser divididas em trés
categorias distintas: primaria, secundaria e terciaria (Barton e lwama, 1991; Barton,
1997; Barton et al., 2002).

Segundo Wendelaar Bonga (1997), as respostas primarias sdo respostas
hormonais caracterizadas pela liberagdo de catecolaminas e cortisol para a
circulacdo. Séo frutos da ativacdo de dois grandes sistemas: o eixo hipotalamico-
pituitario-interrenal (HPI) e o sistema simpatico-cromafim (SC).

As respostas secundarias séo resultado da acdo dos horménios liberados, que
consistem em alteracdes na glicemia, na concentracdo plasmatica de ions e nos
parametros hematolégicos, pois o cortisol possui acao hiperglicemiante, hiposmatica
e imunossupressora (WENDELAAR BONGA, 1997). As respostas terciarias ocorrem
por periodos prolongados de estresse e sao representadas por exaustdo fisica,
comprometimento do crescimento e da reproducdo, mudancas no comportamento,
perda de funcdo, e Iimunossupressdo com maior ocorréncia de doencas
(WENDELAAR BONGA, 1997).

Existem varios trabalhos que apontam o cortisol como um importante indicador
de estresse. Mommsen et al., (1999), afirmam que o principal corticosteroide
encontrado em peixes € o cortisol, sendo um bom indicador para avaliacdo de
estresse primario. A liberacdo do cortisol no organismo do animal provoca o
aumento no fluxo sanguineo e na permeabilidade das membranas celulares e

branquias, o que facilita o transporte de oxigénio para atender a demanda bioldgica
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dos tecidos e, a0 mesmo tempo, acentua as perdas de sais do sangue para a agua.
Entretanto, a mudanga da permeabilidade branquial leva a perda de eletrdlitos
sanguineos, causando distarbios osmorregulatérios nos peixes de agua doce. Isso
pode resultar em significativa mortalidade durante e, comumente, algumas semanas
apos o transporte (KUBITZA, 2007; McDONALD e MILLIGAN, 1997).

Outro bom indicador para resposta secundéria é a glicose do sangue ou
plasma, pois 0 seu nivel pode ser medido com o uso de aferidor de glicose de facil
utilizacado e disponibilidade no mercado, podendo ser avaliada durante o manejo
(WELLS e PANKHURST, 1999). A hiperglicemia € uma das respostas secundarias
mais utilizadas para quantificacdo de estresse em peixes. A mobilizacdo da glicose
fornece energia extra ao animal, dando lhe condi¢cdes para superar as adversidades
impostas (BARTON e IWAMA, 1991; WENDELAAR BONGA, 1997; McDONALD e
MILLIGAN, 1997).

As alteracBes hematoldgicas também sdo usadas como resposta secundéria a
eventos estressantes para diversas espécies (BARTON E IWAMA, 1991; MORGAN
E IWAMA, 1997). As alteracBes no hematécrito, no nimero de eritrocitos e na
concentracdo de hemoglobina resultam da hemoconcentragdo ou hemodiluicéo,
causada pelos disturbios osmorregulatérios (HOUSTON, 1996). Segundo Tavares e
Morais, (2004), os peixes submetidos a estresse apresentam alteracdes
hematoldgicas, geralmente acompanhadas de hiperglicemia que ocorre devido a
liberacdo de cortisol e outros horménios, principalmente catecolaminas (MOMMSEN
et al., 1999).

Existem literaturas referentes ao uso do cortisol como indicador de estresse, o
que permite uma facil comparacdo entre resultados diferentes (BRANDAO, GOMES
e CHAGAS, 2006), mas, para uma melhor compreenséo das condi¢des fisiologicas
dos peixes frente a uma situacao de estresse, aconselha-se uma analise do cortisol
em conjunto com a glicose (CHAGAS et al.,, 2012). Embora sejam de grande
importancia, as andlises dos niveis de cortisol as vezes se mostram inviaveis devido
a dificuldade em se conseguir 0s reagentes necessarios, ou um laboratério equipado
adequadamente.

Devido as limitagbes para analise do cortisol, recorre-se a analise dos niveis da
glicose, e das respostas hematoldgicas como ja vem sendo demonstrados em

trabalhos como Tavares-Dias e al., (2002), Facanha e Gomes (2005), Delbon
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(2010), Inoue et al (2011), Cunha (2011). A preocupacao com os efeitos do estresse
no cultivo de espécies nativas resultou em pesquisas com 0 matrinxd, Brycon
cephalus (CARNEIRO E URBINATI, 2001; 2002; CARNEIRO et al., 2002a; IDE et
al., 2003; ROCHA et al., 2004; URBINATI et al., 2004), o jundia, Rhamdia quelen
(BARCELLOS et al., 2001; 2003; 2004), o tambaqui, Colossoma macropomun
(AFFONSO et al.,, 2002; GOMES et al., 2003a; 2003c; ; GOMES et al.,, 2006) o
pirarucu, Arapaima gigas (GOMES et al., 2003b) e o pintado, Pseudoplatystoma
coruscans (FAGUNDES e URBINATI, 2008).

Conforme esses autores, o aumento do hematdcrito e do nimero de células
vermelhas pode indicar uma alta demanda do estresse por oxigénio. J& o aumento
de volume pode representar alteracfes eletroliticas e influxo de agua na célula
(MCDONALD E MILLIGAN, 1997).

1.3 ANESTESIA

Os anestésicos podem conduzir os peixes a um estado de perda parcial ou
completa da percepcao dos estimulos externos e, consequentemente, comprometer
a capacidade de reestabelecimento da postura normal de nado na coluna de agua
(SUMMERFELT e SMITH, 1990; IWAMA e ACKERMAN, 1994). Os anestésicos sao
importantes nas praticas rotineiras e na pesquisa, pois 0 seu uso facilita o manejo e
possivelmente, reduz o estresse em animais terrestres e aquaticos (BOLASINA,
2006; SMALL, 2003 e 2004).

Vérios farmacos conhecidos sdo destinados a anestesia de peixes. Segundo
Bastos-Ramos, Gongalves e Bacila (1998), os diversos anestésicos comumente
utiizados na sedacdo de peixes sdo: MS-222, quinaldina, benzocaina, 2-
phenoxiethanol, clobutanol, etomidato, metomidato, dioxido de carbono, nicotina,
halotano, eugenol, thiopental, bicarbonato de sodio e eletronarcose, entre outros.
Entretanto, mesmo havendo uma grande variedade de farmacos, o Unico anestésico
aprovado pelo “Food and Drug Administration” (FDA) é o MS-222 (GOMES et al.,
2001) e, de acordo com ROUBACH et al. (2001), essa substancia quimica é téxica
para 0s animais e para o homem.

No Brasil, com a resolugédo 714, de 2002, do Conselho Federal de Medicina

Veterinaria que autoriza a eutanasia de peixes com o0 uso de barbitdricos,
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anestésicos inalaveis, CO2, tricaina metano sulfonato (TMS, MS222), hidrocloreto de
benzocaina e 2-fenoxietanol, ainda ha a preocupacdo com a aplicacdo dessas
substéancias (BITTENCOURT et al., 2012). Gomes et al. (2001), relatam a auséncia
de uma legislacdo no Brasil sobre a utilizacdo de anestésicos em peixes destinados
ao consumo humano. Nos Estados Unidos ha regulamentagdo para o uso do
MS-222 e benzocaina e na Nova Zelandia, para o uso do Aqui-S e MS-222. Os dois
paises determinam normas que especificam tempos de depuracdo para estes
anestésicos, com excec¢ao da benzocaina, para qual ndo é especificado o periodo.

Como nao existem leis que regulamentam o uso de anestésicos para peixes no
Brasil, procura-se seguir as recomendac¢des da Food and Drug Administration (FDA).
Porém, a MS222 ndo € produzida no Brasil e seu preco é demasiadamente alto,
sendo necessario o uso de concentracdo dez vezes mais alta que uma concentracao
similar de benzocaina (GOMES et al., 2001). Logo, o produtor se vé obrigado a
recorrer a benzocaina como um substituto, 0 que a torna o anestésico mais utilizado
para peixe no pais (GOMES et al., 2001, INOUE et al., 2002)..

A benzocaina atende a maioria dos critérios estabelecidos por ROSS e ROSS
(1999), pois ¢é eficaz e possui boa margem de seguranca para 0 homem e o peixe,
tem custo baixo e é relativamente facil de ser encontrada no mercado. Entretanto o
uso de anestésicos como MS-222, quanaidina, benzocaina e phenoxiethanol podem
causar efeitos colaterais como perda de muco, irritacdo de branquias e olhos
(INOUE; NETTO e MORAES, 2003). Vale resaltar que a benzocaina e o0 MS-222 sdo
derivados do acido paminobenzéico (TYTLER e HAWKINS, 1981), e 0s peixes
submetidos a essas drogas necessitam de 21 dias para depuracgéo, antes de serem
destinados ao consumo humano (ROSS e ROSS, 1999).

Ross e Ross, (2000) afirmam que a escolha do anestésico muitas vezes se
baseia em fatores como preco, disponibilidade e eficiéncia da droga. A eficiéncia da
droga esta relacionada com tempo de inducéo e recuperacdo. O tempo de inducao
deve ser inferior a trés minutos, e o tempo de recuperacgdo, inferior a cinco minutos.
O anestésico deve apresentar facilidade na utilizagédo, baixos riscos para 0s animais
e o0 homem, dosagens com uma ampla margem de seguranca, ser de rapido
metabolismo e excrecéo, auséncia de efeitos persistentes nos peixes, e auséncia de
complicacbes posteriores para os animais (KEENE et al., 1998; OKAMURA et al.,
2010; SYLVESTER, 1975).
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A eficacia de um anestésico pode ser influenciada por fatores como a dosagem
ministrada. As caracteristicas dos peixes, como espécie, idade, tamanho, e sexo, e
também fatores ambientais tais como salinidade, pH, oxigénio dissolvido e
temperatura da agua também afetam a eficacia da droga (KING et al., 2005;
ROUBACH e GOMES, 2001; PARK et al, 2008; ZAHL et al., 2009). Essa influéncia
foi discutida por autores como Zahl et al., (2011) e Ross e Ross (2008).

Esses autores relatam a relacdo inversa entre o peso, tamanho e a taxa de
metabolismo basal. Desta forma peixes menores e mais ativos exigem
concentracdes inferiores quando comparados a espécimes maiores. Roubach e
Gomes, (2001) ressaltam a quantidade de gordura armazenada e a relacdo peso
corporeo/area da superficie branquial como fatores diretamente relacionados a
concentragdo anestésica exigida (HOSKNEN e PIRHONEN, 2004; TSANTILAS et
al., 2006, ZAHL et al., 2009 e 2011).

Além disso, animais da mesma espécie, porém, de tamanho diferente também
exigirdo tempos distintos para alcancarem determinado estagio de sedacédo. Logo
uma concentracdo de anestésicos considerada ideal para uma espécie, quando
ministrada para outra espécie pode levar a resultados perigosos (TSANTILAS et al.,
2006). Portanto, a determinacdo de dosagens recomendadas para cada espécie, e
classe de tamanho é fundamental para procedimentos seguros durante a utilizacdo
de uma substéncia anestésica.

A anestesia pode ser injetada no subcutaneo ou no muasculo do animal, mas a
metodologia usual para anestesiar peixes € a imersdo em solucdo anestésica que é
absorvida pelas branquias, principal rota de absor¢cdo e eliminacdo do farmaco,
difunde-se para o sangue de onde é conduzida para o sistema nervoso central
(MARKING e MEYER, 1985; ROSS e ROSS, 2008). O tempo de inducdo e
recuperacéo da anestesia é influenciado pela taxa de absorcéo e pelas propriedades
fisico-quimicas dos agentes anestésicos somados aos fatores respiratorios como a
guantidade de sangue que circula pelas branquias (ZAHL et al., 2009)

Embora se conhegam os resultados da sedagao pouco se sabe sobre a forma
precisa de atuagdo dos anestésicos em peixes. Segundo Ueta et al. (2007), acredita-
se que esta seja similar a anestesia inalatoria utilizada em animais terrestres. Em
geral, esta acdo € acompanhada pela estabilizagdo das membranas neuronais na

guantidade de neurotransmissor liberado pelo impulso nervoso, assim como
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depressao dos receptores pos-sinapticos, com consequente redugcdo na quantidade
de neurotransmissor liberado pelo impulso nervoso (ROSS; ROSS, 2008).

Os animais sO alcancam o estagio de anestesia quando ocorre uma perda
completa ou parcial dos sentidos corporais devido a diminuicdo das funcdes
nervosas (IWANA e ACKERMAN, 1994). Biologicamente, o procedimento visa
reduzir o estresse nos peixes evitando problemas no crescimento e na reproducao.
A utilizacdo de uma dose de anestésico correta € importante do ponto de vista
econdbmico, pois evita desperdicios ou a morte dos peixes pelo excesso de
exposicao ao produto (ROUBACH e GOMES, 2001).

Os sintomas que indicam a sedacédo dos animais podem ser interpretados
erroneamente por observadores inexperientes. As caracteristicas da anestesia geral
em peixes foram descritas primeiramente por Mc Farland em 1960. Uma nova
classificagdo mais detalhada foi feita em 1969, por Mc Farland e Klontz, na qual os
autores descrevem seis estagios para anestesia em peixes. Essas descrices vém
sendo usadas e adaptadas até os dias de hoje por autores como Thurmon; Tranquilli
e Benson, (1996), Woody et al. (2002) e Ross e Ross (2008), e estdo descritos de
acordo com a (Tabela 1).
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TABELA 1 - Estagios de anestesia em peixes.*

Estagio Descricao Resposta comportamental em peixes

0 Normal Reativos a estimulos externos; batimentos operculares
normais; reagcao muscular normal.

Estagio 1 Sedacdo  Reativos a estimulos externos; movimentos reduzidos,
leve batimentos operculares mais lentos; equilibrio normal.
Estagio 2 Sedacdo Perda parcial do tbnus muscular; natacdo erratica,

profunda aumento dos movimentos operculares; reativos
apenas a forte estimulo tatil ou vibracéo.

Estagio 3 Narcose  Perda total da reatividade aos estimulos externos,
exceto forte pressao; leve queda do movimento
opercular; equilibrio normal.

Estagio 4 Anestesia Perda total de tbnus muscular; perda total de
profunda  equilibrio; batimento opercular lento, porém regular.

Estagio 5 Anestesia  Auséncia total de reacdo, mesmo a forte estimulo;
cirdrgica movimentos operculares lentos e irregulares;
batimentos cardiacos lentos; perda total de todos os

reflexos.

Estagio 6 Colapso Parada da ventilagdo;, parada cardiaca; morte
medular eventual.

*Modificado de Ross e Ross (2008).

Embora os estagios de sedacdo sejam bem descritos pela literatura, a sua
avaliacdo é bastante subjetiva e muitas vezes é dificil diferenciar o momento da
passagem de um estagio de anestesia para outro (GILDERHUS e MARKING, 1987).
A avaliacdo vai depender de uma série de fatores como habilidade do manipulador
dos peixes, dos procedimentos a serem realizados e devem se considerar os fatores
biolégicos e ambientais discutidos anteriormente, pois estes afetam a taxa
metabodlica dos peixes e consequentemente a farmacocinética dos compostos do
anestésico, o que resulta no aumento ou diminuicdo da sua eficacia (BURKA et al.,
1997; ROSS e ROSS, 1999; ROSS e ROSS, 2008)

A farmacocinética do anestésico também influencia no tempo de recuperagao
dos animais, uma vez que cada composto age de uma forma distinta. Um dos
principais fatores que afetam a recuperagdo dos peixes € o tempo de exposi¢cado ao

anestésico e as concentragfes usadas na sedagdo dos animais. Assim como a
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sedacdo, a recuperacdo apresenta diferentes estagios que foram descritos por
Hikasa et al., (1986) e sdo usados até hoje na avaliacdo dos tempos de recuperacao

para sedacdo em peixes (Tabela 2).

TABELA 2 - Estagio de recuperacdo anestésica em peixe.

Estagio Resposta Comportamental

1 Reaparecimento dos movimentos operculares

2 Retorno parcial do equilibrio e da capacidade de nado
3 Recuperacéo total do equilibrio
4 Nado e reacéo para estimulos externos ainda vacilantes

5 Total recuperacao do equilibrio e capacidade normal de nado

*Modificada de Hikasa et al., (1986)

Para Woody et al, (2002), as mudancas comportamentais dos peixes nos
diferentes estagios da anestesia sdo visiveis, iniciando-se com a redugdo do
movimento opercular até a completa perda de reacdo a manipulacdo. Estes autores
destacam o0s quatro primeiros estagios como sendo os mais distintos. Para um
observador inexperiente as mudancas ocorridas no animal ao passar do estagio 4
para o estagio 5, podem passar despercebidas pois as vezes se mostram muito
sutis. Uma vez no estagio 5 € necessario remover 0s animais da solucédo anestésica
para evitar que avancem para o estagio 6, a fim de se evitar a perda dos animais, ou
uma recuperagao demorada.

Entretanto, deve-se ter uma atencéo especial quanto ao uso dos anestésicos,
pois a sua utilizacdo durante o manejo pode apresentar resultados contraditérios. O
uso de anestésicos deve ser avaliado com critério, pois concentracbes altas
associadas ao tempo de exposicdo prolongado trazem riscos aos peixes, como:
danos branquiais, perda de muco, deficiéncias respiratorias, mortalidade por super-
dosagem e colapsos medulares (IWAMA e ACKERMAN, 1994; SUMMERFELT e
SMITH, 1990; PARK et al., 2008).

Para se evitar os efeitos negativos da pratica, € importante estabelecer a sua
concentracdo e o tempo ideal de exposicdo (INOUE et al., 2003). E necessario o
conhecimento da concentracdo ideal de anestésico correspondente ao estagio
desejado de sedacdo. Essa variagdo pode ser exemplificada durante a engorda, na
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qual os juvenis avangados s&o na maioria das vezes anestesiados por trés principais
motivos: 1) realizacdo de biometria; 2) procedimento cirirgico; e 3) inspecao visual.
O estagio de inducdo necessario para uma biometria € a sedacéo leve, enquanto
gue para uma cirurgia ou inspecao visual € necessario que 0 peixe atinja uma
anestesia profunda (ROSS e ROSS, 2008).

Segundo Roubach et al.,, (2001), os anestésicos sintéticos jA sdo bem
conhecidos e utilizados nas pisciculturas, porém sao substancias quimicas toxicas e
onerosas. O anestésico ainda pode se acumular no organismo dos animais por um
determinado tempo, necessitando de um periodo de depuracdo para eliminar esses
residuos (BOOTH, 1988), o que justifica 0 aumento nas pesquisas com anestésicos
naturais. Gongalves et al. (2008) utilizaram o mentol para anestesiar pacu (Piaractus
mesopotamicus). Este mesmo anestésico foi utilizado em tambaqui (Colossoma
macropomum) por Facanha e Gomes (2005). Dentre 0s anestésicos naturais
conhecidos, o 6leo de cravo é bastante utilizado, contendo diversos trabalhos na
literatura sobre o seu uso como anestésico (COOKE et al., 2004; FRISCH et al.,
2007; GUENETTE et al., 2007; WEBER et al., 2009).

1.4 OLEO DE CRAVO-DA-INDIA (Eugenia caryophyllata)

O dleo de cravo é extraido do caule, das flores e folhas das espécies Eugenia
caryophyllata e E. aromatica, e tem como principio ativo o eugenol (4-alil-2-
metoxifenol), que representa de 70 a 90% do 6leo (MAZZAFERA, 2003). O éleo de
cravo € um produto vegetal muito conhecido e ja teve muitas aplicagdes na medicina
popular (LAPEMM, 2005). O eugenol é considerado seguro para humanos, animais
e ambiente, e é utilizado como flavorizante na industria alimenticia e como agente
analgésico, antibacteriano, antifingico, antiviral e anestésico local na odontologia
(KEENE et al., 1998; GRIFFITHS, 2000; ROSS e ROSS, 2008).

O Odleo de cravo vem ganhando muito destague entre 0s anestésicos
comumente utilizados em peixes, pois apresenta caracteristicas ideais para um
anestésico, como baixo custo, facilidade de aquisicao, alto grau de eficiéncia, baixa
toxicidade, eficacia comprovada e seguranca ambiental (KEENE et al., 1998; INOUE
et al., 2003; ROSS E ROSS, 2008). Apesar disso, com administracdes sucessivas do

O0leo de cravo, pode ocorrer acumulo do eugenol no organismo dos peixes
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(GUENETTE et al., 2007). Wagner et al., (2002) e Cho e Heat, (2000), afirmam que
este farmaco é metabolizado e excretado rapidamente pelo organismo do animal.

Comparado a MS-222 (tricaina metanosulfonato), o eugenol, nas mesmas
concentracdes, apresenta curto tempo de inducdo e alto tempo de recuperacao
anestésica, o que o torna ideal para procedimentos mais demorados (KEENE et al.,
1998). Segundo Wagner et al.,, (2003), o0 eugenol apresenta um desempenho
anestésico melhor que o de outras substancias ja utilizadas e, apds sua utilizacao,
ndo demonstra efeitos deletérios aparentes nos peixes (WOODY et al., 2002). Logo,
o0 Oleo de cravo, quando comparado a outros anestésicos, se mostra mais pratico no
campo e em algumas operacdes no laboratério, devido a sua capacidade de rapida
imobilizacdo dos animais, quando ministrado em baixas concentracoes (MUNDAY e
WILSON, 1997; CHO e HEATH, 2000; INOUE, 2005).

O eugenol presente no 6leo de cravo age provocando depressao do sistema
nervoso central por meio da interagdo com neurotransmissores envolvidos na
sensacao de dor, com efeito agonista sobre o acido gama-amino-butirico (GABA) e
antagonista sobre o glutamato que atua sobre os receptores N-metil-daspartato
(NMD) (YANG et al., 2003). Assim, o eugenol possui boa capacidade de reduzir
respostas metabdlicas do estresse (MUNDAY e WILSON, 1997; SLADKY et al.
2001; PIRHONEN e SCHRECK, 2003; SMALL, 2003). No momento, ainda né&o
foram encontrados tracos téxicos desse produto em animais aquaticos previamente
expostos, e nem em outras areas, como a odontologia, a industria de alimentos e a
fabricacdo de perfumes, que utilizam amplamente o produto para humanos, sem a
constatacao de riscos, inclusive ambientais (Barbosa et al. 2007).

Vérios estudos tém demonstrando os efeitos do éleo de cravo e do eugenol
sobre tilapias, tais como Oliveira et al., (2009), Moreira et al., (2010), Simdes, Paiva
e Gomes (2010), Costa (2011), Delbon e Ranzani Paiva (2012) e Simdes (2012).
Também existem trabalhos com outras espécies como Jundia, (Rhamdia quelen),
(CUNHA et al.,, 2006, 2010; CUNHA 2007; ANZILIERO et al. 2008), Dourado,
(Salminus brasiliensis), (HISANO et al., 2007, HISANO et al., 2008; PADUA et al.,
2009), Pacu, (Piaractus mesopotamicus), (GONCALVES et al., 2008), Pampo,
(Trachinotus marginatus), (OKAMOTO et al., 2008), Plati, (Xiphophorus maculatus),
(PACHECO, 2009), Lambari, (Astyanax bimaculatus), (PEREIRA-DA-SILVA et al.,
2009; PAULA, 2009), Pirarucu, (Arapaima gigas), (HONCZARYK & INOUE, 2009)
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Embora haja um namero consideravel de informacdes sobre o uso do 6leo
de cravo e do eugenol como anestésicos na piscicultura, o seu uso ainda é pouco
difundido no setor aquicola, mesmo ja sendo considerado um meétodo eficaz para
eutanasia em peixes (RIBAS et al., 2007). Os resultados obtidos em estudos com o
Oleo de cravo em peixes demonstram que este cravo € uma alternativa em relacéo
aos produtos sintéticos, normalmente utilizados (INOUE et al., 2011; OLIVEIRA et
al., 2009; PEREIRA-DA-SILVA et al., 2009; VIDAL et al., 2008). Ainda sim sao
necessarios mais estudos para que se possam determinar protocolos eficientes para

cada espécie.

1.5 OLEO DE MELALEUCA (Melaleuca alternifolia)

A Melaleuca alternifolia € conhecida na Australia como “arvore de cha”,
ocorrendo principalmente em &reas de pantano, préoximas a rios (RUSSEL e
SOUTHWELL, 2002). O 6leo essencial das folhas de M. alternifélia € muito utilizado
na medicina alternativa australiana (KRISTOFFERSEN, ATKIN e SHENFIELD,
1996). Segundo Willians et al., (1990), ha evidéncias de que séculos antes do
conhecimento cientifico sobre os microrganismos, os aborigenes australianos ja
usavam as folhas esmagadas de M. alternifolia para obter um cataplasma de acao
antibacteriana.

O 6leo de melaleuca é obtido por meio da destilacdo a vapor das folhas e
ramos terminais de M. alternifélia. Este 6leo é composto principalmente de terpinen-
4-ol, y-terpineno, a-terpineno, 1,8-cineol e outros produtos quimicos (CARSON e
RILEY, 2001). Segundo Altman, (1989) estes sao os constituintes mais importantes
relacionados a atividade antimicrobiana. Para que tenha eficiéncia como anti-séptico
o comité australiano de padronizacdo estabelece que o O6leo deve conter
guantidades de cineol abaixo de 15% e de terpinen-4-ol acima de 30% (Australian
Standard As 2782-85).

Devido ao fato do cienol ser conhecido como um irritante da pele, e o terpinen-
4-ol apontado como o maior contribuinte da atividade antimicrobiana dentre os
componentes, indica-se uma relacdo entre niveis de concentragdo minimos e
maximos para cada composto. Os Oleos que geralmente séo classificados como
tendo qualidade superior possuem entre 2 e 5% de cienol e entre 40 a 47% de
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terpinen-4-ol (WILLIANS et al., 1990). E comum encontrar produtos para cuidado
com a pele que levam o 6leo de melaleuca em sua composi¢cdo (CARSON, RILEY e
COOKSON 1998; GREAY, et al., 2010).

Embora pouco se saiba sobre a acdo anestésica do 6leo de melaleuca, a
atividade de anestesia local ndo foi atribuida ao terpineol, uma vez que as misturas
de isOmeros geralmente possuiem 65% de a-terpineol. Para observar a acéo
anestésica da mistura, foi feito, in vivo, o teste do reflexo conjuntival em coelhos e in
vitro no nervo frénico-hemidiafragmal em ratos. A técnica foi demonstrada por
Ghelardini, Galeotti e Mazzanti (2001). Resultados semelhantes foram obtidos por
Moreira et al., (2001).

Em um trabalho conduzido por Hart et al, (2000), para determinar 0 mecanismo
com que o 6leo de melaleuca reduziu a inflamacéo da pele induzido por histamina,
verificou-se que uma solucdo aquosa de todos 0s componentes provoca uma
reducdo significativa na resposta a estimulacdo dos nervos sensoriais. Ja o terpinen-
4-ol, ao ser estudado separadamente, ndo apresentou efeito sobre os nervos
sensoriais, mas influenciou moderadamente na vasodilatacdo e no extravasamento
do plasma. O 1,8-cineol agiu diretamente nos nervos sensoriais e 0 a-terpineol
exibiu propriedades tanto antiedematosa como anestésica local. Em outro estudo,
guando se alimentou ratos e camundongos com 1,8-cineol houve em diminuicéo da
nocicepcao quimica (SANTOS e RAO 2000).

Em relacédo ao uso do 6leo de melaleuca como anestésico em peixes, dispde-
se de poucos registros detalhados de sua agéo, sendo os seus efeitos ja registrados
por autores como Rezende, Vianna e Lanna (2012) e Hajek (2011). Esses autores
observaram que o 6leo de melaleuca pode sedar os animais em um tempo
relativamente curto mantendo-os com a coloragdao normal e com pouca, ou henhuma
alteracdo comportamental. O composto também proporciona uma rapida
recuperacdo para 0s peixes, sendo o Unico fator desvantajoso apresentado pelo
extrato oleoso de melaleuca segundo Rezende, Vianna e Lanna (2012).

O Oleo de melaleuca possui 0s requisitos praticos estabelecidos por Gilderhus
e Marcking (1987), como baixo custo e boa margem de seguranca para 0s peixes, 0
que lhe confere eficiéncia como um anestésico para esses animais. Esse Oleo
também foi estudado em trabalhos de outros autores (WEYL, KAISER e HECHT
1996; HSEU et al.,, 1998; PARK et al., 2008). Sua poténcia estimada, quando
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comparada aos dados presentes na literatura, pode ser considerada semelhante do
2-fenoxietanol (MOHAMED 1999; VELISEK e SVOBODOVA 2004; LAMBOOLJ et al.,
2009), entretanto parece ser aproximadamente 10 vezes mais fraca do que o 6leo
de cravo (VELISEK et al., 2005; HAJEK, KZYSZEJKO e DZIAMAN, 2006).

Segundo Rezende, Vianna e Lanna (2012), o 6leo de melaleuca é um
composto que necessita de mais estudos, podendo ser usado em um composto
misto com o 6leo de cravo com o objetivo de maximizar a sua acdo e amenizar 0s
efeitos negativos que o Oleo de cravo possa ter sobre os animais. Dessa forma a
investigacdo de uma formula mista dos dois compostos pode resultar em um

anestésico eficiente que ndo acarrete nenhum dano fisico aos individuos.

2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho é verificar as alteracdes dos parametros
hematoldgicos e do comportamento de tilapia do Nilo em funcdo da sedacdo com
diferentes combinacdes de 6leo de cravo e melaleuca.

2.1.1 OBJETIVO ESPECIFICO

Verificar o tempo de sedacdo e recuperacdo dos peixes nas diferentes
combinacdes de 6leo de cravo e melaleuca.

Verificar as alteracdes dos parametros hematoldgicos (hematdécrito, eritrocitos,
hemoglobina) no sangue bruto dos peixes, nas diferentes combinacdes de Oleo de
cravo e 0Oleo de melaleuca.

Verificar a resposta comportamental dos peixes durante a exposicdo as

diferentes combinacdes de 6leo de cravo e 6leo de melaleuca.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL E ANIMAIS

O experimento foi conduzido em novembro de 2014, no setor de Piscicultura
DPA/EVZ da Universidade Federal de Goias, Campus Samambaia, Goiania-GO
(Figura 1). As tildpias — (O. niloticus) (n= 230 com uma média de 66 g + 18,56 g;

meédia + desvio padrao ) foram obtidas no proprio setor (Figura 2).

FIGURA 1 - Setor de Piscicultura DPA/EVZ da Universidade Federal de Goias,
Campus Samambaia, Goiania-GO.

FIGURA 2 — Tilapia (O. niloticus).
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3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado em
ensaio fatorial completo (3x7), com 2 fatores (tempo apods a inducdo e proporcédo de
Oleo de cravo e 6leo de melaleuca), sendo que o primeiro fator teve trés niveis: o
momento da inducdo, 1 hora apds a inducdo e 24 horas apds a inducdo. Foram
analisados 2 grupos de variaveis, a saber: comportamento do peixe durante e apos
a inducado da anestesia, e parametros hematoldgicos de cada individuo.

O segundo fator corresponde a 7 tratamentos: o grupo controle e as 6
combinacdes de 6leo de cravo e melaleuca ( 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, e 100%),
sendo 0% composta somente por Oleo de cravo, e 100%, composta por 6leo de
melaleuca puro. Todas essas solucdes foram preparadas a uma concentracdo de
100 mg L, conforme a recomendacao de Deblon e Ranzani Paiva (2012).

Utilizaram-se, no total 210 peixes, distribuidos em parcelas de 10 animais
resultando um total de 21 parcelas. Adicionalmente um grupo de 20 animais foi
submetido a coleta de sangue antes do inicio do experimento com o objetivo de se
determinar os parametros hematologicos do grupo livre de anestésicos. Os 210
animais foram separados em 7 tratamentos com 30 peixes, em um total de 3
parcelas de 10 animais por grupo (10 repeti¢cdes).

Cada grupo de 30 animais foi submetido a uma combinacéo de 6leo de cravo e
o0leo de melaleuca, e o grupo controle foi submetido as mesmas condi¢cdes de
manejo, porém com auséncia de anestésico. Para o processo de indugéo anestésica
e recuperacdo dos animais utilizaram-se 20 baldes plasticos transparentes de 1,5
litros, e 6 aquarios de 10 litros.

Dos 20 baldes plasticos utilizados, 10 foram destinados a individualizacdo do
grupo utilizado para avaliar o tempo de inducdo. A individualizacdo dos animais foi
necessaria para mensurar 0s tempos de sedacdo, e registrar as mudancas
comportamentais.

Os 10 baldes plasticos restantes foram utilizados para individualizacdo dos
peixes do segundo grupo utilizados para avaliar o tempo de recuperacdo. A
individualizacdo teve como objetivo registrar os tempos de recuperacdo para cada
animal do grupo. Os peixes foram individualizados somente apds o ultimo peixe dos

grupos submetidos ao tratamento ter alcancado o nivel 5 de sedacgdo. As tilpias
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permaneceram separadas em agua sem anestésico com oxigenagdo constante.
Apds 60 minutos de recuperacgao os peixes foram submetidos a coleta de sangue.

Os 10 peixes do ultimo grupo de cada tratamento permaneceram
acondicionados nos aquarios de 10 litros com agua livre de anestésicos e
constantemente oxigenados. Apos 24 horas decorrentes do periodo de sedagédo os
animais foram submetidos a coleta sanguinea. Os aquarios foram usados para
inducdo dos animais dos segundos e terceiros grupos, e usados para recuperacéo e
permanéncia dos animais dos terceiros grupos. Todos os grupos foram submetidos a
coleta de sangue.

Para sedacao dos animais foram preparados, com o auxilio de baldes plasticos
graduados, de 20 litros, um total de 7 litros de agua por solucdo (Tabela 3). A agua
utilizada para o experimento foi retirada do mesmo poc¢o artesiano que abastece o
setor de piscicultura da UFG. As solucdes sedativas de 6leo de melaleuca e 6leo de
cravo (Samia®) foram diluidas com o auxilio de seringas de 3 e 10 ml, e de uma
pipeta de 1ml com um pipetador tipo péra, a uma proporcéao de 1:4 em etanol/L, uma
vez que estes 0leos ndo sdo misciveis em agua. A solucdo foi dividida entre os
recipientes onde os peixes ficaram acondicionados, sendo 5 litros da solucao
destinada ao aquario, e 2 litros divididos igualmente entre os 10 baldes, perfazendo
200 ml por balde.
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TABELA 3 — Preparo das solugcbes experimentais de Oleo de cravo e Oleo de
melaleuca a partir da solucao estoque, para 1 litro 4gua. O valor em (%) representa
a quantidade de oleo de melaleuca para cada solucéo, a solucédo de 0% é composta

por 6leo de cravo puro.

Ingredientes Proporcéo de 6leo de melaleuca/6leo
de cravo nas solugdes (100 mg L)
0%/ 20%/ 40%/ 60%/ 80%/ 100%/
100% 80% 60% 40% 20% 0%

Oleo de Cravo (ml)* 0,1 0,08 0,06 0,04 0,02 O

Oleo de Melaleuca (ml)** 0 0,023 0,047 0,07 0,094 0,117
Alcool Etilico (97°) (ml) 0,4 0,412 0,428 0,44 0,456 0,458
Agua (ml) 1000 1000 1000 1000 1000 1000

Total das solucdes (Melaleuca e Cravo 3,5 3,605 3,745 3,85 3,99 4,025

+ Alcool) para cada tratamento (ml)

*Valor arredondado, uma vez que a densidade do o6leo de cravo é de 1,03 g/ml.

**Densidade do 6leo de melaleuca é de 0,885 — 0,906 g/ml.

3.3 CONDUCAO DO EXPERIMENTO

Os animais utilizados no experimento foram mantidos em tanques de
alevinagem, onde eram alimentados trés vezes ao dia com racdo comercial. No dia
anterior ao experimento foi suspensa a alimentacdo dos peixes, observando-se 24
horas de jejum para o inicio dos trabalhos de sedagéo.

Os peixes foram capturados com o auxilio de pucas e rede de arrasto e
acondicionados e monitorados em caixas plasticas devidamente oxigenadas. As
caixas foram abastecidas com agua do tanque onde 0s animais estavam confinados
antes da captura. Para determinagdo do oxigénio dissolvido, pH, amodnia, e
temperatura, foram coletadas amostras da agua de cada caixa, aquario, balde e do
tanque. Para determinacdo dos parametros da agua utilizaram-se 0s seguintes
equipamentos: medidor de oxigénio eletronico digital, medidor de pH eletrdnico
digital e Kit para analise de amdnia na &gua aménia indotest Alfakit®. As amostras de
agua foram coletadas antes e depois da sedacéo, apos 1 hora e 24 horas apos a

sedacéo.
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3.3.1 Anestesia

Para o inicio dos trabalhos com anestesia foram preparados 3 aquarios com 5
litros de dgua com solucdo anestésica, e 10 baldes plasticos transparentes com 200
ml da mesma &gua contida no aquéario em teste (Figura 3). Em cada aquario
continha uma solugéo diferente de acordo com as composi¢cdes selecionadas para
serem testadas no dia. Devido a quantidade de animais e a natureza do experimento
optou-se por trabalhar com 3 concentracbes por dia, de modo a possibilitar a
realizacdo das analises sanguineas e observacdo comportamental dos animais.
Como foram utilizados 10 baldes para indu¢édo anestésica, 0S mesmos eram sempre
esvaziados apoOs a sedacédo, e enxaguados com agua do poco para receberem as
novas solucoes.

O trabalho de sedacao se iniciou sempre no mesmo horério e o intervalo entre
o0 inicio e o fim das observacdes foi sempre de uma hora. A exposi¢do a primeira
solucéo anestésica sempre se iniciava as 9:00 h, realizando um tratamento por vez,
encerrando a Ultima solucdo aproximadamente por volta das 10:00 h. Esse intervalo
de tempo se mostrou satisfatério devido a rapida acdo da concentracdo de

anestésicos usados.

FIGURA 3 — Aquérios usados durante o experimento de sedacao.
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No primeiro dia testaram-se as solugfes compostas por 6leo de cravo puro
(0%) e as solucbes de 20% e 40% de Oleo de melaleuca. No segundo dia trabalhou-
se com as solucdes de 60%, 80% e 100% de oleo de melaleuca. No terceiro dia,
somente o grupo controle foi submetido ao teste. Como neste dia 0 grupo nao foi
exposto a nenhum anestésico optou-se pelo maior tempo de sedacgdo registrado em
um dos tratamentos como sendo o tempo de permanéncia dos animais nos
recipientes.

A escolha do horario, sequéncia, e quantidade de solucbes por dia teve como
objetivo evitar extensfes exaustivas dos testes e minimizar possiveis influéncias
sobre os animais em funcdo do aumento da temperatura da dgua. Os animais néo
foram submetidos a nenhuma forma de manejo ou transporte adicional.

Apoés serem colocados nos aquarios e baldes com agua contendo anestésico,
0S animais permaneceram nos recipientes até alcancarem o nivel 5 de sedacdo. O
grupo controle permaneceu 19 minutos nos aquarios sem anestésicos, simulando o
tempo de sedacdo do grupo tratado com a solucdo de 100%. Apds alcancarem o
estdgio 5 de sedacdo, os 10 animais de cada tratamento que estavam
individualizados nos baldes foram submetidos a pesagem e coleta de sangue.

Durante o periodo de exposicdo aos anestésicos 0s animais individualizados
nos baldes plasticos foram monitorados com a finalidade de se registrarem as
alteracdes comportamentais, as alteracfes nas coloracdes, e 0s tempos de cada
fase de sedacdo (quando possivel). Para registrar os tempos, utilizaram-se 5

cronbmetros digitais, pranchetas, papel e lapis.

3.3.2 Recuperacéao

No momento em que o ultimo animal de cada tratamento alcangou o nivel 5 de
sedacéo, retiraram-se aleatoriamente 10 peixes, dentre os 20 animais restantes, que
foram acondicionados no aquario para inducdo a anestesia. Os animais foram
individualizados nos 10 baldes plasticos destinados a recuperacdo, onde foi
colocado 1 litro de agua livre de anestésicos, retirada do poco artesiano. A agua foi
constantemente oxigenada por uma bomba de ar.

Para registrar o tempo de cada fase de recuperagdo, usou-se a mesma
estratégia descrita para anestesia. Os peixes restantes permaneceram em um dos 3
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aquarios destinados a recuperacdo, contendo 8 litros de agua do po¢o sem
anestésico e com aeracao constante.

Os animais s6 foram considerados recuperados quando apresentaram uma
capacidade normal de nado, e total equilibrio, de acordo com o estagio 5 na
classificacdo proposta por Hikasa et al., (1986). Os peixes permaneceram
confinados nos baldes durante 60 minutos. Apds 60 minutos depois da sedacédo, 0s
10 peixes acondicionados nos baldes foram submetidos a coleta de sangue e
pesagem. Os 10 peixes restantes permaneceram nos aquarios até o periodo de 24
horas apds a sedacado, quando foram submetidos a coleta sanguinea e pesagem.

O grupo controle foi submetido a todos os procedimentos descritos, com
excecdo da individualizacéo e observacao, uma vez que nao estavam sobre o efeito
de anestésicos. Os animais usados durante o experimento foram eutanasiados por

meio de imersdo com o uso de doses elevadas de benzocaina 300 mg/L.

3.4 COLETAS DE SANGUE E ANALISE DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Na medida em que o0s peixes alcancavam o estagio 5 de sedacédo e os animais
em recuperagdo chegavam aos tempos de 1 hora e 24 horas ap0s a inducgdo, os
peixes eram selecionados e submetidos a coletas de sangue por meio de puncao
caudal (Figura 4). Para coleta sanguinea foram usadas seringas de 3 ml com EDTA,
como medida preventiva para se evitar a formacdo de coagulos e hemdélise nas
amostras.

Durante todo o manejo para coleta sanguinea, os animais foram removidos dos
aquarios e baldes e depositados em um balde de 20 litros com agua do pogo
artesiano, no qual aguardavam até serem submetidos a coleta das amostras de
sangue. Em seguida, os peixes foram pesados e retornaram as caixas plasticas,
onde aguardaram até o momento da eutanasia.

Para coleta de sangue os animais foram contidos adequadamente com 0 uso
de uma cama de espuma e um pano Umido sobre os olhos. Foram coletados 0,5 ml
de sangue por animal. O material coletado foi depositado em microtubos de 0,5 ml
para coleta de sangue com EDTA K2 VACUPLAST®.

Os microtubos foram acondicionados em uma caixa de isopor devidamente

refrigerada com gelo. Em seguida, foram transportados para o Laboratorio
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multiusuério do setor de pos-graduacao da E.V.Z da Universidade Federal de Goiés,
para serem realizadas as seguintes analises hematoldgicas: hematdécrito, dosagem

de hemoglobina e contagem de eritrécitos.

FIGURA 4- Puncgé&o caudal

Para realizacdo das analises hematoldgicas foi utilizado o analisador
hematolégico automatico modelo BC-2800® (Mindray) que utiliza o método Coulter
para determinagdo dos dados dos eritrécitos. A determinagdo do hematdcrito foi
realizada em microcentrifuga modelo EV 024® (EVLAB). A contagem microscopica
dos eritrécitos foi realizada em hemocitobmetro (Camara de Newbauer), para
comparacdo e validacdo dos resultados do analisador hematologico automético
frente a espécie animal que foi estudada no trabalho.

Para a andlise microscopica dos eritrocitos e leucécitos utilizou-se um
microscopio 6ptico modelo CX 41® (Olympus). Para auxiliar na contagem manual
dos eritrécitos empregou-se também o contador diferencial de células modelo CCS-
01® (Kacil).

Para a dosagem da hemoglobina foi utilizado kit comercial Doles®, pelo método
da cianomethohemoglobina descrito por KAMPEN & ZIJLSTRA (1964), por
espectrofotometria e uso de solucéo padrédo de hemoglobina estandardizada em 546
nm em espectrofotdmetro semiautomatico, modelo BIO 2000® (Bioplus). Para
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determinacdo manual foram utilizadas solu¢cbes hematologicas Rees Ecker e
solucéo de Natt-Harrick.

3.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos no experimento foram submetidos a uma andlise de variancia
no intuito de verificar se houve diferenca significativa ou ndo entre os tratamentos.
Os parametros da agua nao apresentaram diferenca significativa entre as medias (p
> 0,05). J& para as andlises hematolégicas, foi observada uma variacao significativa
(p < 0,05) nos tempos de sedacao e recuperacao entre as médias.

As andlises que apresentaram uma diferenca significativa entre as medias (p <
0,05), foram submetidos ao teste de Scott Knott (1974).

Optou-se pelo teste de Scott Knott como mais indicado, uma vez que este visa
a separacao de médias de tratamentos em grupos distintos por meio da minimizacao
da variacdo dentro dos grupos e maximizacdo da variacdo entre grupos. Devido a
auséncia de ambiguidades, os resultados sdo mais facilmente interpretados. Desta
forma este procedimento resulta em maior objetividade e clareza (BORGES e
FERREIRA, 2003).

Foi realizada também uma andlise de correlagcdo para verificar se existiu
relacdo entre as variaveis observadas no trabalho, e se estas variaveis foram

acompanhadas por outras variaveis quando registrada alguma alteracéao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PARAMETROS DA AGUA

4.1.1 Temperatura

A maior temperatura registrada foi de 30°C e a menor, de 24°C (Tabela 4). Este
intervalo esta de acordo com o recomendado para a maioria dos peixes tropicais
durante atividades de transporte. Segundo Vieira et al. (2003), a faixa ideal de
temperatura esta entre 20 e 30°C, sendo considerado o nivel 6timo para a maioria
das espécies entre 25 e 28°C. Baldisserotto, (2002) ressalta que variacdo da
temperatura corporal afeta a velocidade das reacfes quimicas: seu aumento eleva a
energia cinética dos atomos e moléculas, facilitando as reacdes. A temperatura ndo
foi um fator de estresse para 0s peixes, mantendo-se em condi¢cfes 6timas para o

bem estar dos animais.

TABELA 4 — Temperatura (C°) da agua na inducéo de juvenis de tilapia do Nilo nas
diferentes solucdes de 0Oleo de cravo e 6leo de melaleuca a uma concentragdo de

100mg/L antes da inducdo, no momento da inducéo, 1 hora apés, e 24 horas.

Tempos Solucgdes de 6leo de cravo/6leo de melaleuca*
0%/ 20%/  40%/ 60%/ 80%/ 100%/ **Controle
100% 80% 60% 40% 20% 0%

Antes da Indugcéo 26,1 26, 3 26 275 26,3 26,8 26,1
Inducéo 29 30 30 26,1 26,2 29,8 26,1
Recuperacéo 26,2 26,2 26,2 26,2 26,2 26,2 26,2
1 hora 27,6 28,3 27,6 26,3 26,5 25,6 26,5
24 horas 25 24 24,6 275 272 24 26,8

*Solucdes de 6leo de cravo e 6leo melaleuca nas quais 0% corresponde a 6leo de cravo puro, e
100% a 6leo de melaleuca puro, de modo que os valores representam as concentracdes de 6leo de
melaleuca em cada solucao.

**Q grupo controle ndo foi sedado.
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As alteracbes na temperatura ndo foram significativas (p > 0,05). Porém
observou-se um alto coeficiente de variacao igual a 0,64. Esse valor elevado para o
coeficiente de variacdo ndo permite uma avaliacao estatistica precisa dos dados. No
entanto, 0 aumento na temperatura da agua para as solucdes de 0%, 20%, 40%, e
100% durante o momento da inducdo podem estar relacionados a adigcdo dos
anestésicos e a densidade de animais contidos em cada aquario.

4.1.2 Potencial de hidrogenidénico (pH)

O pH inicial da agua foi 6,42 e o pH final foi 8,33 esses valores encontram-se
no limite desejavel para alevinos e juvenis de tilapia do Nilo, pois a faixa ideal para a
espécie segundo Kubitza (2000), é de 6,0 a 8,5. As maiores elevacdes no nivel de

pH foram observadas ap6s 24 horas (Tabela 5).

TABELA 5 — pH da agua na inducdo de juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus)
expostos a diferentes solucbes de Oleo de cravo e 6leo de melaleuca a uma

concentracdo de 100mg/L apdés a inducgédo, e 1 hora apés, e 24 horas.

Tempos Solucgdes de 6leo de cravo e 6leo melaleuca*
0% 20% 40% 60% 80% 100% **Controle
Antes de Indugéo 6,71 6,71 6,71 6,71 6,71 6,71 6,71

Inducéo 6,8 6,42 6,52 6,53 6,53 6,6 6,74
Recuperacéo 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7 6,7

1 hora 6,4 6,8 6,9 6,86 6,88 6,6 6,93
24 horas 8,23 7,05 8,33 753 74 7,03 7,26

*Solucdes de Oleo de cravo e 6leo melaleuca nas quais 0% corresponde a 6leo de cravo puro, e
100% a 6leo de melaleuca pura, de modo que os valores representam as concentracdes de 6leo de
melaleuca em cada solucao.

** O grupo controle néo foi sedado.

N&o houve diferenca significativa entre as médias (P > 0,05) segundo a analise
de variancia e devido ao coeficiente de variacdo de 0,59. O aumento nos valores do
pH da agua 24 horas ap0s a inducao podem estar relacionados a aeracao constante

dos aquarios de recuperacdo. Os aquarios foram oxigenados constantemente
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durante o periodo de 24 horas, 0 que pode ter diminuido a concentracdo de CO2 na
agua, resultando no aumento do pH.

4.1.3 Amobnia

Apéds todos os animais terem alcancado o estagio 5 de sedagdo em cada
concentracdo, o nivel de amoénia néo ionizada observado foi de 0,00 a 1,25 mg/L. De
acordo com Kubitza (1999), niveis de amodnia ionizada entre 0,70 e 2,40 mg/L
podem ser letais para os peixes quando expostos por curto periodo de tempo.
Embora ndo se tenha registrado perda de animais durante o experimento, observou-
se que em algumas concentracbes o nivel de amodnia ficou dentro do intervalo

descrito acima (Tabela 7 e Figura 5).

TABELA 7 - Niveis de ambnia (mg/L) na agua antes e ap0s a inducdo de juvenis de
tilapia do Nilo (O. niloticus) expostos a diferentes solu¢cdes de 6leo de cravo e 6leo

de melaleuca a uma concentragéo de 100mg/L.

Tempos Solucdes de 6leo de cravo e 6leo de melaleuca*
0% 20% 40% 60% 80% 100% **Controle

Antes da inducéo 0 0 0 0 0 0 0

ApOs a inducdo 1,25 0,805 0,485 0,494 0,426 O 1,073

*Solucdes de 6leo de cravo e 6leo melaleuca nas quais 0% corresponde a 6leo de cravo puro, e
100% a 6leo de melaleuca pura, de modo que os valores representam as concentracdes de 6leo de
melaleuca em cada solucao.

** O grupo controle nao foi sedado.

Em relacdo a temperatura e o pH da 4gua observados no momento da inducéo,
0os tratamentos que continham as solucdes de 0%, 20%, e o grupo controle
apresentaram maiores concentracbes de amonia ionizada. Essas concentracdes
podem ser letais para os peixes levando os animais a morte. Durante a inducédo nao
foi observado a morte de nenhum animal, o que pode estar relacionado ao curto

tempo de exposi¢cao dos animais durante a inducéo.
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Niveis de Amonia

W Apdsaindugdo O

1,25
1,073
0,805
0,485 0,494
0,426
I I I 0
0%

20% 40% 60% 80% 100% Controle |

Solugdes de dleo de cravo e 6leo de melaleuca |

FIGURA 5 — Niveis de amdnia das amostras de agua referente as solucdes de 6leo
de cravo e 6leo de melaleuca a 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% e grupo controle,

nos momentos anteriores e posteriores a inducéo.

Oliveira (2007) observou o aumento da amoénia ao trabalhar com alevinos de
tilapias sob a acéo do 6leo de cravo para transporte. O autor registrou uma variacao
de 0,05 para 3,59 mg/L, essa variacdo se assemelha aos resultados encontrados
neste trabalho. Os valores dos niveis de amdnia apresentados na Tabela 8 e na
Figura 6 estéo relacionados a quantidade de animais, pois a densidade de animais e
o fato de estarem alocados em aquéarios sem renovagdo da agua por 24 horas

resultaram no acumulo de excretas, nitrogenados.
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TABELA 8 - Variacao dos niveis de amdnia (mg/L) na agua apoés a inducéo, 1 horas
e 24 horas apés a inducdo de juvenis de tilapia do Nilo expostos a diferentes

solucdes de 6leo de cravo e 6leo de melaleuca a uma concentracdo de 100mg/L.

Tempos Solucdes de 6leo de cravo e 6leo de melaleuca*
0% 20% 40% 60% 80% 100% **Controle

Apés a indugéo 1,25 0,805 0,485 0,494 0,426 0 1,073

1 hora 0,245 0,134 0,07 0,619 0,391 0,435 0,391

24 horas 1,934 2,807 3,283 3,667 4,233 2,238 4,029

*Solugbes de 6leo de cravo e 6leo melaleuca nas quais 0% corresponde a 6leo de cravo puro, e
100% a 6leo de melaleuca pura, de modo que os valores representam as concentracdes de 6leo de
melaleuca em cada solucao.

** O grupo controle ndo foi sedado.

Niveis de Amonia, apos a indugao e recuperagao

4,5

N .

0% 20% 40% 60% 80% 100% Controle

Solugdes de éleo de cravo e 6leo de melaleuca

WM Apdésalindugdo O1hora M24horas

FIGURA 6 - Niveis de ambnia das amostras de agua referente as solucdes de dleo
de cravo e 6leo de melaleuca a 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% e grupo controle,

apo6s a inducgéo, 1 hora, e 24 horas apos a indugéo.
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Neste trabalho observou se que o0s niveis de amobnia ionizada foram
considerados letais em relacdo ao pH e a temperatura da dgua dos tratamentos
apos 24 horas. Os valores observados para concentracdo de amonia foram elevados
em quase todos os tratamentos apds 24 horas, tendo como Unica excecdo o
tratamento referente a solugdo de 20%. Entretanto ndo foi registrada a perda de
nenhum animal, o que leva a crer que o tempo de exposicdo dos peixes a estas
concentracfes nao foi suficiente para ocasionar a morte dos organismos. Oliveira
(2008) sugere que concentracfes de amonia ionizada de 2,6 mg/L séo letais a partir
de 96 horas.

N&o houve diferenca significativa entre as médias (P > 0,05) segundo a anélise
de variancia. Devido ao alto coeficiente de variacdo 1,41 observado durante
experimento. Dessa forma é possivel afirmar que as solucdes anestésicas usadas
ndo afetaram as concentracdes de amoénia nos aquarios. Os peixes permaneceram
confinados em aquérios, oxigenados constantemente, porém ndo houve renovacao
da agua até a finalizacao do experimento.

O aumento da amonia ocorre em sistemas fechados onde ndo ha renovacao da
agua. O aumento na concentracdo de amdnia € preocupante, pois € um agente
estressor que promove a liberacdo de hormdnios corticosteroides na circulacao
sanguinea dos animais e desencadeia as respostas metabdlicas, ibnicas e
hematoldgicas caracteristicas do estresse (GONCALVES et al.,2010).

Os aumentos nos niveis de ambnia observados para o0s tratamentos e 0 grupo
controle ap6s 24 horas foram crescentes em relacdo a concentracdo de Oleo de
melaleuca nas solucdes, ou seja, quanto maior a concentracdo de 6leo de melaleuca
nas soluc¢des, maior foram os niveis de amoénia observados na agua. No entanto
quando observamos o tratamento submetido & solucdo de 100% (6leo de melaleuca
puro) os niveis de amodnia se encontram em niveis mais baixos, proximos aos
valores observados para os tratamentos submetidos a solucao de 0% (6leo de cravo
puro).

Esse efeito esta relacionado ao tempo de recuperacédo dos peixes (Tabela 22),
0s tratamentos onde 0s animais apresentaram um menor tempo de recuperacao
tiveram niveis menores de amodnia apds 24 horas. Entretanto no momento da
inducéo a concentracdo de 6leo de cravo nas solu¢des coincidiu com o aumento dos

niveis de amodnia, ou seja, quao maior a concentracdo de Oleo de cravo, maior foram
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os niveis de amonia observados. E possivel inferir que ao se recuperarem rapido
dos efeitos dos anestésicos, 0os animais ndo sofrem estresse resultante da retomada
dos reflexos e recuperacédo do equilibrio. Outro fator € o aumento do metabolismo,
Ou Seja, se a recuperagao ocorre em um curto tempo 0s animais nao apresentam um
aumento imediato do metabolismo, o que resulta em uma menor liberagdo de

excretas nitrogenada na agua.

4.1.4 Oxigénio dissolvido (OD)

O oxigénio dissolvido variou de 0,36 a 7,84 mg/L. Nao foram observadas
diferencas significativa entre as médias (P > 0,05) segundo a analise de variancia.
Essa auséncia ou ocorréncia de diferencas significativas ndo pode ser comprovada

devido ao alto coeficiente de variacéo igual a 0,39 observado durante o experimento.

TABELA 9 - Oxigénio dissolvido (mg/L) na agua utilizada para inducdo e
recuperacdo, nos momentos antes da inducdo, apés a inducdo, antes da
recuperacdo, 1 hora apés a inducdo e 24 horas ap6s a indugdo de juvenis de tilapia
do Nilo, expostos a diferentes solucdes de Oleo de cravo e 6leo de melaleuca a uma

concentragéo de 100mg/L.

Tempos Solucdes de 6leo de cravo e 6leo de melaleuca*
0% 20% 40% 60% 80% 100% **Controle

Antes da Inducéo 780 7,73 784 768 7,75 7,83 7,56

Inducao 743 756 7,69 297 275 754 5,81

Antes da recuperacdo 6,32 6,32 6,32 6,32 6,32 6,32 6,32

1 hora 5,2 5,8 5,7 529 5,28 5,78 5,36

24 horas 036 2,26 184 482 52 2,31 2,96

*Solucdes de 6leo de cravo e 6leo melaleuca nas quais 0% corresponde a 6leo de cravo puro, e
100% a 6leo de melaleuca pura, de modo que os valores representam as concentracdes de 6leo de
melaleuca em cada solucao.

** O grupo controle ndo foi sedado.
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4.1.5 Parametros Hematolégicos

Foi observado que os resultados dos parametros hematolégicos apresentaram
diferencas estatisticas (p<0,05) segundo a analise de variancia (Tabelas 10 e 11).
Essas diferencas foram registradas entre os grupos expostos as solugdes, a inducao
anestésica e os tempos de recuperacao para o hematdcrito (Ht) (Tabela 12), e a taxa
de hemoglobina (Hb) (Tabela 13).

TABELA 10 — Quadro resumo da analise de variancia dos valores do hematdcrito
(Ht) observados em juvenis de tilapia do Nilo, expostos a diferentes solucdes de 6leo

de cravo e 6leo de melaleuca a uma concentracdo de 100mg/L.

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 154168,1 10 15416,81 786,9624 0,00 1,94004
Dentro dos grupos 1723,944 88 19,59027

Total 155892 98

TABELA 10 — Quadro resumo da analise de variancia dos valores da taxa de
hemoglobina (Hb) observados em juvenis de tilapia do Nilo, expostos a diferentes

solucBes de 6leo de cravo e 6leo de melaleuca a uma concentracdo de 100mg/L.

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P F critico

Entre grupos 20,002 6  3,333667 5,471434 0,000131  2,246408
Dentro dos grupos 38,385 63 0,609286

Total 58,387 69
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TABELA 12 — Media (x dp) do hematdcrito (Ht) das amostras coletadas em juvenis
de tilapia do Nilo submetidos a inducéo anestésica a uma concentracdo de 100mg/L
de diferentes solucdes de 6leo de cravo/6leo melaleuca a uma proporcdo de 0%,
20%, 40%, 60%, 80%, 100% de Oleo de melaleuca, e o grupo controle desprovido
de anestésicos. As amostras foram coletadas no momento da indugéo, 1 hora e 24

horas apds a inducéo.

Solucdes* Inducéao 1 hora 24 horas

0%/100% 26,41 + 1,90 24,46 + 3,15 26,35 + 1,90
20%/80% 26,43 + 3,68 22,59 + 2,44%F 23,42 + 3,06
40%/60% 27,38 + 2,94 21,81 + 4,21%® 22,53 + 2,09
60%/40% 26,05 + 2,99%° 24,49 + 2,47% 27,91 + 2,02
80%/20% 25,67 +2,97* 23,40 + 2,42%° 27,03 + 1,86*
100%/0% 25,06 + 3,19** 24,40 + 3,70** 21,89 + 2,918
Controle** 23,59 + 2,02** 23,01 + 1,86** 24,59 + 2,88

Médias com letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,5)
entre as solugfes segundo o teste de Scott-Knott.
Médias com letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenga significativa entre a

inducéo, 1hora e 24 horas ap6és a inducéo (p < 0,5) segundo o teste de Scott-Knott.

Os resultados do hematdcrito (Ht) para inducdo, e recuperagdo ap6s 1 hora
nao apresentaram diferenca significativa entre o grupo controle e as solucdes.
Entretanto ap6s 24 horas os valores dos hematdécritos para as solucfes de 0%, 60%
e 80 % diferiram do grupo controle e das solugcdes de 20%, 40% e 100%. Em relacao
ao momento de inducdo, 1 hora e 24 horas apés a inducdo a solucdo de 0% e o
grupo controle n&o apresentaram diferenca significativa entre os valores do

hematocrito.
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TABELA 13 - Media (+ dp) da taxa de hemoglobina (Hb) das amostras coletadas em
juvenis de tilapia do Nilo submetidos a indugéo anestésica a uma concentracao de
100mg/L de diferentes solucdes de Oleo de cravo/6leo melaleuca a uma propor¢cao
de 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% de 6leo de melaleuca, e o grupo controle sem
anestésico. As amostras foram coletadas no momento da inducgéo, 1 hora e 24 horas

apo6s a inducéo.

Solucdes Inducéao 1 hora 24 horas

0%/100% 9,42 +0,78* 8,92 + 0,80 9,51 +0,71*%
20%/80% 9,52 + 0,69* 8,35 + 0,93 8,28 +1,11"
40%/60% 9,48 + 0,74* 8,93 + 0,93 8,02 + 0,65
60%/40% 8,80 + 0,99 8,64 + 0,93* 9,38 + 0,98*
80%/20% 8,59 + 0,89 8,24 +0,98% 9,23 + 0,75
100%/0% 8,74 + 0,66™* 8,73+0,71* 7,57 + 1,10
Controle 7,96 + 0,60 8,22 + 0,59* 8,37 + 0,79"

Médias com letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,5)
entre as solugfes segundo o teste de Scott-Knott.
Médias com letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenga significativa entre a

inducéo, 1hora e 24 horas ap6és a inducéo (p < 0,5) segundo o teste de Scott-Knott.

Os resultados do hematocrito indicaram um aumento nos valores durante a
inducéo, e se reduziram apos 1 hora de recuperacao. O grupo controle se manteve
estavel durante a inducdo até 24 horas ap0s a inducdo, ou seja, ndo apresentou
nenhuma diferenca significativa no decorrer do experimento. Os grupos tratados com
as solucoes de 20%, 40% e 80% apresentaram uma diferenca significativa para os
valores do hematdcrito, e também foram os que tiveram maior reducdo nos valores
deste parametro apos 1 hora em relacdo a indugédo. Os demais grupos nao diferiram
em relacdo aos valores de hematdcritos observados no momento da indugéo e 1
hora apos.

O aumento no hematdcrito dos peixes no momento da indugdo é uma
caracteristica que ja foi registrada por autores como Delbon (2010) e Simdes et al.,
(2012) que usaram eugenol e 6leo de cravo para anestesiar tilapias do Nilo. Esse
aumento no hematdcrito também foi observado por Inoue et al., (2011) ao submeter

tambaquis a banhos anestésicos com eugenol.
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Segundo Morales et al. (2005), o0 aumento dos valores de hematdécrito indicam
hemoconcentracédo ocasionada pelo aumento da demanda por oxigénio, o que leva
o animal a retornar a situacao de estresse. Foi observado nesse trabalho que os
anestésicos ocasionam déficit respiratério pela diminuicdo dos batimentos
operculares, o que leva os animais a um estado de hipdxia tecidual, e possiveis
alteracdes na pressao arterial e dilatacdo de vasos periféricos. Segundo Padua et
al.,, (2012) estes efeitos estdo associados a farmacodindmica de cada anestésico,
nos quais a intensidade e gravidade das alteracées depende do mecanismo de acao
de cada grupo farmacolégico.

Como foi observado durante o0 experimento uma maior ocorréncia de
hiperventilacdo nos animais expostos as solucbes de 0%, 20%, e 40 %, esse
comportamento pode indicar um desconforto causado pelo 6leo de cravo. Nas
solugdes de 60%, 80% e 100 % né&o foi observada hiperventilagdo nos animais, mas
0s peixes levaram um tempo maior para alcancarem o estagio 5 de sedacédo (Tabela
13).

Essa extensdo no tempo de sedacdo pode submeter os animais a um maior
tempo de hipdxia tecidual, resultando em aumento do hematdcrito. Entretanto no
momento da inducdo o aumento do hematécrito foi mais expressivo para 0s grupos
tratados com as solucdes de 20%, e 40%, é possivel que a irritacdo causada pelo
0leo de cravo aumente o estresse agudo nos animais, influenciando ainda mais o
aumento do hematdcrito. Ja para o grupo submetido a solucédo de 100 % de 6leo de
melaleuca puro 1 hora ap6s a inducdo os valores do hematécrito se mantiveram
estaveis (Tabela 12).

Apds 24 horas foi observado um pequeno aumento no hematécrito dos
animais, com excec¢do dos valores dos grupos submetidos a solu¢do com 100% de
0leo de melaleuca puro, onde se observou uma reducédo significativa no valor do
hematocrito, diferindo significativamente dos valores observados no momento da
inducdo e apd6s 1 hora. As concentragfes que apresentaram o maior aumento
diferindo significativamente dos valores observados no tempo de 1 hora apoés a
inducéo foram as solugdes de 60% e 80%.

A reducdo no hematdcrito 1 hora apds a sedacdo pode estar relacionada a
sedacdo profunda e a recuperacao, pois a medida que os animais se recuperam, 0S

batimentos operculares voltam a frequéncia normal, indicando a reducdo da
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demanda por oxigénio. Ao serem submetidos a uma sedacdo profunda, os peixes
sofrem uma redugdo nos batimentos cardiacos, o ritmo cardiaco ainda permanece
reduzido, mesmo estando recuperados completamente apds a sedacéo, o que leva
0S peixes a apresentarem um comportamento menos hiperativo.

Simdes et al., (2012) também observaram um aumento significativo dos valores
de hematdcrito logo apo6s a anestesia (Oh), em todos os tratamentos onde (O.
nilocticus) foram expostos a diferentes concentracbes de 6leos de cravo. Segundo
estes autores, o hematocrito dos peixes do tratamento-controle foi menor, enquanto
o hematdcrito dos peixes submetidos as concentracdes de 6leo de cravo foi maior
logo ap6s a anestesia (tempo Oh) deferindo significativamente (p < 0,05), e
apresentaram valores menores de hematdécrito nos tempos 12h, 48h e 96h apés a
anestesia.

O uso dos anestésicos pode ocasionar um aumento da fragilidade osmotica
dos eritrécitos, em razdo de distlrbios de permeabilidade da membrana destas
células (TAVARES-DIAS et al., 2008; INOUE et al., 2011). Esse aumento na
fragilidade osmdética pode ser o responsavel pelos aumentos no hematdcrito e
hemoglobina. Padua et al., (2012) também observaram um aumento nos valores de
hematdécrito de tuviras (Gymnotus aff. inaequilabiatus) quando expostas ao 6leo de
cravo e seus derivados. Estes resultados se assemelham aos resultados
apresentados neste trabalho.

Em relacdo aos valores da taxa de hemoglobina (Hb), foi observado que
durante o momento da inducdo os grupos tratados com as solucdes de 0%, 20% e
40 % nao apresentaram diferenca significativa entre si, mas diferiram dos animais
tratados com as solucdes de 60%, 80%, 100% e do grupo controle. J& 0s grupos
submetidos as solugbes de 60%, 80% e 100 % ndo apresentaram diferenca
significativa entre si, e o grupo controle diferiu de todos os grupos observados
(Tabela 13).

Para o tempo de 1 hora apdés a inducdo nao foi registrado uma diferenca
significativa dos valores de hemoglobina entre os grupos tratados com as solugdes e
0 grupo controle. Ja para o tempo de 24 horas ap0s a indugdo observou-se que 0S
valores de hemoglobina dos peixes tratados com as solucdes de 0%, 60%, e 80%

nao diferiram entre si, apresentando, porém uma diferenca significativa em relacéo
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aos grupos sedados com as solugcdes de 20%, 40%, 100% e o grupo controle, os
mesmos néo diferiram de forma significativa entre si.

Essa heterogeneidade entre os valores de hemoglobina observados apés 24
horas pode estar relacionada ao estresse quimico, e ao mecanismo fisioldgico de
compensacado frente a hipéxia. ApoOs 24 horas observou-se uma elevacdo na
concentracdo de amonia e nos valores de pH, acompanhadas pela redugédo no
oxigénio dissolvido na agua, essas condicbes podem manter o0 peixe
permanentemente estressado.

Ja o mecanismo fisioldgico de compensacédo resulta em liberacdo das células
estocadas nos centros hematopoiéticos e muitas vezes, estas células ndo estao
totalmente maturas. Segundo Satake et al., (2009) a biossintese de hemoglobina
encontra-se ativa nestas células, possuindo baixa concentracdo deste pigmento
respiratério. Se, durante o periodo de 24, ndo houver hemodilui¢cdo, € natural que a
hemoglobina aumente em funcéo da biossintese e da maturacdo dos heritroblastos.

Os valores da concentracdo de hemoglobina (Hb), em relacdo aos tempos de
inducao, 1 hora e 24 horas ap0s a inducéo, ndo apresentaram diferenca significativa,
para 0s grupos tratados com as solugdes de 0%, 60% e o grupo controle, se
mantendo estaveis. Os grupos submetidos as concentracdes de 20% e 40 %
apresentaram maior valor na concentracdo de hemoglobina durante a inducédo, Ja
nas amostras coletadas ap6s 1 hora observou-se nos grupos tratados com a solugéo
de 20%, uma reducdo nos valores de hemoglobina, e estes valores continuaram a
reduzir apés 24 horas. No grupo submetido a solucdo de 40%, a reducdo na
concentragdo de hemoglobina so foi significativa apos 24 horas (tabela 13).

Os grupos tratados com as solu¢bes de 60%, 80% e 100% de oOleo de
melaleuca, mantiveram os valores da hemoglobina mais baixos durante a inducéo, e
apos 1 hora esses valores ndo sofreram variagdo significativa. Apos 24 horas foi
registrado um aumento nos valores da hemoglobina para os grupos submetidos as
solugbes de 60% e 80%, sendo os peixes tratados com a solugdo de 100% os
anicos que apresentaram reducdo na hemoglobina apos 24 horas. O grupo controle
se manteve estavel em relacdo a concentracdo de hemoglobina no momento da
inducéo a sedacéo, 1 hora apés a sedacéo, e 24 horas apos.

Para os demais parametros hematolégicos ndo houve diferenca estatistica
(p>0,05) entre o fatorial e a testemunha. No entanto, alguns grupos diferiram entre si
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e os tempos de inducdo e recuperacdo para numero de eritrocitos (Hem) (Tabela
14), volume corpuscular médio (Vcm) (Tabela 15), hemoglobina corpuscular média
(Hcm) (Tabela 16), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (Chcm) (Tabela
17), do indice de anisocitose (Rdw) (Tabela 18), contagem total de plaquetas (PIt)
(Tabela 19), volume plaquetario médio (Mpv) (Tabela 20), plaquetdcrito (Pct) (Tabela
21).

TABELA 14 - Media (+ dp) do numero de eritrécitos (Hem) das amostras coletadas
em juvenis de tilapia do Nilo submetidos a inducdo anestésica a uma concentracao
de 100mg/L de diferentes solu¢cdes de Oleo de cravo/éleo melaleuca a uma
proporcao de 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% de Oleo de melaleuca, e o grupo
controle sem anestésicos. As amostras foram coletadas no momento da inducao, 1

hora e 24 horas apés a inducéo.

Solugdes Inducéao 1 hora 24 horas

0%/110% 1,807 + 0,16* 1,795 + 0,27* 1,945 + 0,18*
20%/80% 1,785 + 0,27 1,577 + 0,20 1,753 + 0,25
40%/60% 1,888 + 0,21 1,494 + 0,37 1,727 +0,21°"
60%/40% 1,812 +0,17%° 1,907 + 0,30%® 2,063 + 0,22%*
80%/20% 1,725 + 0,18% 1,788 + 0,12%° 1,964 + 0,16*
100%/0% 1,749 + 0,19 1,652 + 0,28 1,593 + 0,26"
Controle 1,625 + 0,10* 1,690 + 0,16™ 1,729 +0,16™

Médias com letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,5)
entre as solugBes segundo o teste de Scott-Knott.
Médias com letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenga significativa entre a

inducéo, 1hora e 24 horas apés a inducao (p < 0,5) segundo o teste de Scott-Knott.

Os valores do numero dos eritrocitos (Hem) para a inducdo nao diferiram
significativamente entre os grupos tratados com as solu¢des. Entretanto, 1 hora apos
a inducédo, as médias dos grupos tratados com as solugfes de 0%, 20%, 100 % de
0leo de melaleuca e o grupo controle ndo diferiram entre si, mas apresentaram
diferenca significativa em relagcdo aos grupos tratados com as solucdes de 40%,
60% e 80 %. Apds 24 horas observou-se que os grupos tratados com as solucdes
de 20%, 40%, 100% e o grupo controle, ndo diferiam entre si, mas diferiram dos
grupos tratados com as solugdes de 0%, 60%, e 80%.
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Em relacdo ao momento da indugdo, 1 hora e 24 horas apo0s a inducdo os
grupos submetidos as solugdes de 0%, 20%, 100% de 6leo de melaleuca e grupo
controle, ndo apresentaram nenhuma diferenca significativa, mas os grupos tratados
com as solucdes de 40%, 60%, e 80%, diferiram entre 0 momento da inducéo, 1
hora e 24 horas apos a indugéo. O grupo tratado com a solu¢éo de 40% sofreu uma
reducdo no valor do numero de eritrocitos, apdés 1 hora, mas este valor voltou
aumentar apos 24 horas. Os grupos expostos as solucbes de 60%, e 80 %
apresentaram aumentos no valor do numero de eritrécitos ap6s 1 hora e 24 horas,
sendo atribuidos a estes peixes e aos peixes tratados com a solugcédo de 0% (6leo de
cravo puro), os maiores niveis no numero de eritrécitos registrados no trabalho
(Tabela 13).

De acordo com o que foi observado no trabalho, os valores dos numeros de
eritrécitos podem ter sido influenciados pela hipéxia causada pelo tempo de
sedacdo, e pelo estresse resultante da irritacdo causado pelo 6leo de cravo.
Sudagara et al., (2009), observou o aumento nos valores dos eritrocitos em (R.
rutilus) anestesiados com concentragfes crescentes de cravo em po (175, 225, 275
e 350 mg/L). Mohammadizarejabad et al., (2010) também observaram um efeito
similar no esturjdo (Huso huso) ao avaliar essas mesmas concentracdes deste
anestésico.

Os valores médios do volume corpuscular médio (Vcm) observado no momento
da inducdo, e 24 horas ap6s a inducdo da sedacdo, ndo apresentaram diferenca
significativa entre 0s grupos expostos as solugcBes. Entretanto, as amostras
coletadas nos peixes apdés 1 hora apresentaram diferenca significativa entre os
animais tratados com as solugdes de 20%, 40% e 100% de 6leo de melaleuca, que
diferiram dos grupos tratados com as solugcbes de 0% (6leo de cravo puro), 60%, e
grupo controle. Os peixes tratados com a solucdo de 80% foram o0s que
apresentaram o menor valor médio para o volume corpuscular médio, diferindo de
todos os grupos observados no momento da inducdo, l1hora e 24 horas apds a
inducao (Tabela 15).
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TABELA 15 - Média (= dp) do volume corpuscular médio (Vcm) das amostras
coletadas em juvenis de tilapia do Nilo submetidos a inducdo anestésica a uma
concentracdo de 100mg/L de diferentes solucdes de Oleo de cravo/6leo melaleuca a
uma proporcao de 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% de 6leo de melaleuca, e o
grupo controle desprovido de anestésicos. As amostras foram coletadas no
momento da inducéo, 1 hora e 24 horas apés a indugéo.

Solucdes Inducéao 1 hora 24 horas
0%/100% 144,26 +8,03* 136,92 +8,13"® 13563 +8,95®
20%/80% 148,15 +8,32** 144,20 +10,69* 134,96 + 29,54%°
40%/60% 145,51 + 6,42* 149,94 + 13,34* 131,41 + 10,58%®
60%/40% 142,29 + 12,44* 133,09 +6,82°® 13525+ 7,57
80%/20% 148,54 + 6,66* 127,56 +9,82°C 138,42 + 6,68%
100%/0% 143,68 +8,61* 147,81 +8,07* 138,36 +11,19*
Controle 145,43 +6,31* 136,74 +6,19"® 139,87 + 3,07

Médias com letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,5)
entre as solugfes segundo o teste de Scott-Knott.

Médias com letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenga significativa entre a
inducéo, 1hora e 24 horas apés a inducéo (p < 0,5) segundo o teste de Scott-Knott.

Para a variacdo dos valores médios do volume corpuscular médio em relacéo
ao momento da inducéo, 1 hora e 24 horas apés a indugédo, somente o grupo tratado
com a solucdo de 100% de Oleo de melaleuca puro e o grupo controle ndo
apresentaram diferenca significativa. Os peixes tratados com as solucbes de 0%
6leo de cravo puro, 60% e 80% apresentaram uma reducdo nos valores médios do
volume corpuscular médio, porem estes valores mantiveram-se estaveis apos 24
horas, exceto no grupo tratado com a solucdo de 80%, que apresentou um aumento
no valor médio do volume corpuscular médio apos 24 horas. Os peixes submetidos
as solucbes de 20% e 40% sO apresentaram uma reducao significativa do valor

médio do volume corpuscular médio 24 horas apds a inducéo (Tabela 16).
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TABELA 16 — Media (+ dp) da hemoglobina corpuscular médio (Hcm) das amostras
coletadas em juvenis de tilapia do Nilo submetidos a inducdo anestésica a uma
concentracdo de 100mg/L de diferentes solucdes de Oleo de cravo/6leo melaleuca a
uma proporcao de 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% de 6leo de melaleuca, e o
grupo controle desprovido de anestésicos. As amostras foram coletadas no
momento da inducéo, 1 hora e 24 horas apés a indugéo.

Solucdes Inducéao 1 hora 24 horas

0%/100% 51,30 * 3,66 50,72 + 7,08 49,09 + 3,52%*
20%/80% 54,94 + 7,41%* 53,75 + 8,68 47,32 + 2,98%8
40%/60% 50,34 + 2,17%° 62,44 + 13,39%* 46,63 + 2,61%°
60%/40% 48,50 + 2,68*" 46,72 +1,28% 45,26 + 1,65
80%/20% 49,67 +1,93** 44,85 + 2,68% 46,97 + 1,36*"
100%/0% 50,19 + 4,10** 52,87 + 5,46 47,81 *+ 3,36**
Controle 48,93 + 1,96 48,75 + 2,21 48,40 + 1,33*

Médias com letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,5)
entre as solugfes segundo o teste de Scott-Knott.
Médias com letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenca significativa entre a

inducéo, 1hora e 24 horas ap6és a inducéo (p < 0,5) segundo o teste de Scott-Knott.

Foi observado que os valores da hemoglobina corpuscular média (Hcm) nédo
apresentaram diferenca significativa entre os grupos tratados com as solucdes e o
grupo controle durante a inducao, e 24 horas apos a inducdo. Apds 1 hora os peixes
tratados com as solucbes de 0%, 20% e 100% de Oleo de melaleuca diferiram dos
animais expostos as solucdes de 60% e 80% e do grupo controle.

Os peixes tratados com a solucdo de 40% apresentaram o maior valor médio
na hemoglobina corpuscular média, diferindo significativamente de todos os grupos
expostos as demais solugbesl hora apds a inducdo. Entre o momento da inducao, 1
hora e 24 horas apos a inducdo, somente os grupos tratados as solucdes de 20% e

40% apresentaram uma variagao significativa.
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TABELA 17 — Media (= dp) da concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(Chcm) das amostras coletadas em juvenis de tildpia do Nilo submetidos a inducéo
anestésica a uma concentracdo de 100mg/L de diferentes solucdes de oOleo de
cravo/6leo melaleuca a uma proporcao de 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% de o6leo
de melaleuca, e o grupo controle sem anestésicos. As amostras foram coletadas no

momento da inducéo, 1 hora e 24 horas apés a indugéo.

Solucdes Inducéao 1 hora 24 horas

0%/100% 35,64 + 1,82%* 37,11 + 3,66™ 36,08 +1,77*
20%/80% 36,19 * 4,40** 37,24 + 4 51" 34,85+ 1,74*
40%/60% 34,71 + 1,94%° 41,62 + 6,47%* 35,61 + 1,63%
60%/40% 33,79 + 1,77* 35,21 + 1,65™ 34,02 +1,73*
80%/20% 33,46 + 1,28* 36,06 + 0,63 34,08 +1,41*
100%/0% 35,10 + 2,92** 35,67 + 2,56™" 34,64 + 1,04**
Controle 33,71 + 1,98 35,72 + 1,23 34,58 +1,18*

Médias com letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,5)
entre as solugfes segundo o teste de Scott-Knott.
Médias com letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenga significativa entre a

inducéo, 1hora e 24 horas ap6és a inducéo (p < 0,5) segundo o teste de Scott-Knott.

Os valores das concentracdes de hemoglobina corpuscular média (Chcm), nao
apresentaram uma diferenca significativa entre os grupos submetidos as solucdes e
o grupo controle durante a inducéo, 1 hora, e 24 horas apés a induc¢do. Em relacéo
aos tempos, somente 0s peixes expostos a solucdo de 40% apresentaram uma
variagcdo significativa, ocasionada pelo aumento do valor médio das concentragdes

de hemoglobina corpuscular média 1 hora apos a inducéo (Tabela 15).
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TABELA 18 - Media (+ dp) da determinacdo do indice de anisocitose (Rdw) das
amostras coletadas em juvenis de tilapia do Nilo submetidos a inducdo anestésica a
uma concentracdo de 100mg/L de diferentes solucbes de Oleo de cravo/6leo
melaleuca a uma proporcao de 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% de Oleo de
melaleuca, e o grupo controle sem anestésicos. As amostras foram coletadas no

momento da inducéo, 1 hora e 24 horas apés a indugéo.

Solucdes Inducéo 1 hora 24 horas
0%/100% 13,12 + 3,50* 14,69 + 5,62 9,65 + 1,83%
20%/80% 17,75 + 9,60 19,94 + 9,13 13,84 + 2,73
40%/60% 14,20 + 1,95% 24,36 + 12,34** 11,82 + 1,327
60%/40% 12,48 + 1,41 10,01 # 2,50°* 9,19 + 1,72*
80%/20% 12,60 + 1,28 10,49 * 2,26°* 9,79 + 2,19*
100%/0% 14,30 + 2,78* 17,43 + 2,61 10,60 + 1,83%
Controle 13,83 + 2,00™ 11,88 + 3,11 10,26 + 2,34%4

Médias com letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,5)
entre as solugfes segundo o teste de Scott-Knott.
Médias com letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenga significativa entre a

inducéo, 1hora e 24 horas ap6és a inducéo (p < 0,5) segundo o teste de Scott-Knott.

Foi observado que os valores do indice de anisocitose (Rdw), nao
apresentaram uma diferenca significativa entre os grupos tratados com as solucdes
e 0 grupo controle no momento da inducéo e 24 horas ap0s a inducédo. Apés 1 hora
0s grupos tratados com as solucdes de 0%, 60%, 80% e grupo controle diferiram
significativamente dos peixes tratados com as solu¢des de 20%, e 100% de 6leo de
melaleuca. O grupo tratado com a solugcédo de 40% apresentou 0 maior valor médio
do indice de anisocitose, diferindo significativamente dos grupos expostos as demais
solugdes 1 hora apo6s a inducao (Tabela 16).

Entre 0 momento da inducédo, 1 hora e 24 horas apds a inducdo, 0s peixes
submetidos as solu¢des de 60%, 80% e o grupo controle ndo apresentaram uma
variagcado significativa. Os grupos tratados com as solu¢gbes de 0%, 20%, e 100%
tiveram uma redugdo nos valores médios do indice de anisocitose 24 horas apos a
inducdo. O grupo tratado com a solucdo de 40% apresentou uma reducao
significativa no valor médio do indice de anisocitose apds 24 horas, e em relacdo ao
valor observado 1 hora apos a inducgao.



56

TABELA 19 - Media (x dp) da contagem total de plaguetas (PIt) das amostras
coletadas em juvenis de tilapia do Nilo submetidos a inducdo anestésica a uma
concentracdo de 100mg/L de diferentes solucdes de Oleo de cravo/6leo melaleuca a
uma proporcao de 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% de 6leo de melaleuca, e o
grupo controle desprovido de anestésicos. As amostras foram coletadas no
momento da inducéo, 1 hora e 24 horas apés a indugéo.

Solucdes Inducéo 1 hora 24 horas
0%/100% 24,5 +7,87™ 46,6 + 5,65™" 31,6 + 5,56
20%/80% 32,1+ 11,20"® 45,1+ 15,08 32,3+5,83"
40%/60% 43,5 + 11,5284 55,3 + 17,34 53,9 + 13,65
60%/40% 25,7 + 11,83 32,0 + 9,45%* 14,3 + 3,43°®
80%/20% 26,4 + 10,90" 30,6 + 19,79 19,6 + 5,75
100%/0% 40,4 + 15,62%° 61,3 + 25,50** 30,8 + 18,198
Controle 33,1+ 10,77 31,4+ 9,47 21,3 + 6,37

Médias com letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,5)
entre as solugfes segundo o teste de Scott-Knott.
Médias com letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenga significativa entre a

inducéo, 1hora e 24 horas ap6és a inducéo (p < 0,5) segundo o teste de Scott-Knott.

Os valores da contagem total de plaquetas (PIt) apresentaram uma diferenca
significativa entre os grupos tratados com as solucdes e o grupo controle durante a
inducao, de forma que os grupos tratados com as solucdes de 40% e 100% diferiram
dos demais grupos e do grupo controle.

No tempo de 1 hora ap6s a inducdo foram observadas trés variacdes
significativas dos valores médios da contagem total de plaquetas. Os peixes tratados
com as solucdes de 0% e 20% diferiram dos grupos expostos as solucdes de 60%,
80% e do grupo controle, da mesma forma os grupos tratados com as solucdes de
40% e 100%, diferiram dos grupos citados acima.

Apoés 24 horas, foi observado que os valores médios da contagem total de
plaguetas referentes aos grupos tratados com as solugbes de 0%, 20% e 100%,
diferiram significativamente dos grupos expostos as solucdes de 60%, 80% e do
grupo controle. Os peixes expostos a solucao de 40% diferiram de todos os grupos,

24 horas apés o momento da inducéo (Tabela 17).
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Entre 0 momento da inducdo, lhora e 24 horas apés a inducédo, observou-se
gue os grupos tratados com as solugdes de 40%, 80%, e o grupo controle néo
diferiram entre o momento da inducdo, 1 hora e 24 horas apds a inducdo. Ja os
peixes tratados com as solucdes de 0%, e 20 % e 100%, aumentaram os valores
médios dos valores médios da contagem total de plaquetas 1 hora apés a inducgdo, e
voltaram a reduzir apds 24 horas. O grupo tratado com a solugédo de 60% manteve o
valor médio da contagem total de plaquetas estavel até 1 hora apos a inducéao, e
apresentou a maior reducdo do valor médio da contagem total de plaquetas

registrada entre 0os grupos apoés 24 horas.

TABELA 20 - Media (+ dp) da determinacéo do volume plaguetario médio (Mpv) das
amostras coletadas em juvenis de tilapia do Nilo submetidos a inducdo anestésica a
uma concentracdo de 100mg/L de diferentes solucdes de 6leo de cravo/éleo
melaleuca a uma proporcdo de 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, 100% de Oleo de
melaleuca, e 0 grupo controle sem anestésicos. As amostras foram coletadas no

momento da inducéo, 1 hora e 24 horas ap6s a inducao.

Solugdes Inducéo 1 hora 24 horas

0%/100% 8,19 + 0,60°° 8,71 +0,73% 9,35 + 0,52%
20%/80% 8,22 + 0,47 8,95 + 0,34* 9,06 + 0,61*"
40%/60% 8,79 + 0,50 9,09 + 0,40 9,22 +0,33*%
60%/40% 8,33+ 0,52 8,13 + 0,38" 8,43 + 0,70
80%/20% 8,65+ 0,51 8,51 + 0,14 8,27 + 0,36™
100%/0% 8,62 + 0,48 8,76 + 0,33* 9,12 + 0,46
Controle 8,77 + 0,65* 8,70 + 0,40 8,29 + 0,514

Médias com letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,5)
entre as solu¢Bes segundo o teste de Scott-Knott.
Médias com letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenga significativa entre a

inducéo, 1hora e 24 horas apds a inducéo (p < 0,5) segundo o teste de Scott-Knott.

Durante o experimento foi observado que os valores médios do volume
plaguetario médio (Mpv), apresentaram uma diferenca significativa entre os grupos
tratados com as solucdes e o grupo controle, durante a inducdo e 24 horas apos a
inducdo. Os peixes tratados com as solucdes de 0%, 20% e 60% nao diferiram entre

si, e apresentaram uma diferenca significativa em relagdo aos grupos expostos as
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solucdes de 40%, 80%, 100%, e o grupo controle, durante a inducdo. Apds 1 hora
somente os grupos tratados com as solucdes de 60% e 80%, variaram em relacéo
aos demais grupos e o grupo controle (Tabela 18).

No tempo de 24 horas apoés a inducéo os peixes tratados com as solucdes de
0%, 20%, 40% e 100% de Oleo de melaleuca apresentaram diferenca significativa
em relacdo aos grupos tratados com as solucdes de 60%, 80% e o grupo controle.
Entre 0 momento de inducéo, 1 hora e 24 horas apés a inducédo, apenas 0S grupos
tratados com as solucdes de 0% e 20% apresentaram uma variagcao significativa no
valor do volume plaquetério médio entre os tempos. Foi observado que os valores

aumentaram 1 hora e 24 horas apo0s a inducao.

TABELA 21 - Media (+ dp) do plaquetdécrito (Pct) das amostras coletadas em juvenis
de tilapia do Nilo submetidos a inducé@o anestésica a uma concentracdo de 100mg/L
de diferentes solu¢des de 6leo de cravo/6leo melaleuca a uma proporcdo de 0%,
20%, 40%, 60%, 80%, 100% de Oleo de melaleuca, e o grupo controle sem
anestésicos. As amostras foram coletadas no momento da inducdo, 1 hora e 24

horas apds a inducéo.

Solugdes Inducéo 1 hora 24 horas
0%/100% 0,0278 + 0,008%° 0,0446 + 0,04" 0,0300 + 0,03
20%/80% 0,0312 + 0,03** 0,0397 + 0,01** 0,0266 + 0,009**
40%/60% 0,0380 + 0,01** 0,0497 + 0,04** 0,0485 + 0,04**
60%/40% 0,0215 + 0,02** 0,0257 + 0,027 0,0134 + 0,003**
80%/20% 0,0223 + 0,02** 0,0222 + 0,006™* 0,0220 + 0,01
100%/0% 0,0343 + 0,03%° 0,0523 + 0,05** 0,0239 + 0,028
Controle 0,0288 + 0,02** 0,0265 + 0,02°* 0,0238 + 0,02°*

Médias com letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0,5)
entre as solu¢Bes segundo o teste de Scott-Knott.
Médias com letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferenca significativa entre a

inducéo, 1hora e 24 horas ap6s a inducéo (p < 0,5) segundo o teste de Scott-Knott.

O valor do plaquetocrito (Pct), ndo apresentou diferenca significativa entre os
grupos tratados com as solucdes e o grupo controle durante a inducdo. Entretanto, 1
hora apés a inducdo os valores do plaqguetocrito variaram significativamente, de
modo que os peixes tratados com as solu¢des de 0%, 20%, 40%, e 100% de 6leo de
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melaleuca diferiram significativamente dos grupos tratados com as solugdes de 60%,
80% e do grupo controle (Tabela 19).

Apoés 24 horas, somente o grupo tratado com a solucdo de 40% apresentou
uma diferenca significativa no valor do plaquetdécrito, em relacdo aos demais grupos
e o grupo controle. Em relagdo ao momento da inducdo, 1 hora e 24 horas apés a
inducdo, somente os peixes tratados com as solugdes de 0% e 100% apresentaram
uma variacdo significativa. Essa variacdo se caracterizou pelo aumento do

plaquetdcrito, no tempo de 1 hora apos a inducéo.

4.1.6 Correlacdo dos Parametros Hematoldgicos

Ao se analisar as variaveis hematoldgicas, observou-se uma correlacao
positiva alta e significativa entre plaquetocrito (Pct) e contagem total de plaquetas
(PIt) (r= 0,83), e hemoglobina (Hm) e hematdcrito (Ht) (r = 0,8). O hematdcrito (Ht),
também teve correlacdo positiva alta e significativa com o numero de eritrcitos
(Hem) (r = 0,83) (Tabela 20).

TABELA 22 - Coeficiente de correlacdo de Spearman entre variaveis hematoldgicas

em juvenis de O. niloticus apds a inducao anestésica com solu¢cées compostas com

Oleo de cravo e 6leo melaleuca.

Parametros Hb  Ht vecm Hcm Chem Rdw  Plt Mpv Pdw Pct
Hem 069 083 -0,44 -06 -043 -049 -0,19 -0,213 -0,13 -0,18

Hb 1 08 -0,05 0,08 0,04 -0,02 -0,04 -0,07 0,04 0,04
Ht 1 -0,03 -0,35 -0,52 -0,36 -0,21 -0,19 -0,08 -0,13
Vem 1 0,52 0,03 035 0,06 0,07 013 0,11
Hcm 1 0,76 0,71 0,27 0,15 0,23 0,34
Chcm 1 059 03 02 0,18 0,33
Rdw 1 04 01 0,18 0,39
Plt 1 0,31 0,12 0,83
Mpv 1 0,26 0,29
Pdw 1 0,12
Pct 1

*Valores em negrito indicam correlacg&o significativa.
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A hemoglobina corpuscular média (Hcm), apresentou uma correlagdo alta,
positiva e significativa com a concentragdo de hemoglobina corpuscular média e o
indice de anisocitose (r = 0,76 e 0,71). O indice de anisocitose e a concentracéo de
hemoglobina corpuscular média apresentaram uma correlacdo moderada positiva
igual a 0,59. Estes resultados diferem daqueles observados por Deriggi et al., (2006)
que relataram em seu trabalho que as concentracdes de ions plasmaticos em tilapia
do Nilo ndo foram afetadas pela exposicdo ao eugenol, sugerindo que o uso de 6leo
de cravo ou de seus derivados ndo ocasiona distarbios osmorregulatérios em juvenis
avancados de tilapia.

O volume corpuscular médio e a hemoglobina corpuscular média (Hcm)
apresentaram uma correlacdo moderada positiva significativa igual a 0,52, esse
correlacdo j4 era esperada uma vez que estes parametros estdo relacionados. Os
parametros hematoldgicos foram influenciados pela concentragdo de 6leo de cravo
nas solucdes, hipdxia, e o0 estresse proveniente da irritacdo causada pelas

concentracdes de Oleo de cravo para o hematocrito.

4.3 INDUCAO A ANESTESIA

Neste trabalho, observou-se que os tempos de sedacdo para cada fase
diferiram entre si em relacdo as proporcfes de 6leo de cravo e Oleo de melaleuca
nas solucdes anestésicas (p<0,05) (Tabela 21).

Os tempos de sedacao na fase 1 e 2, de acordo com o teste de Scott-Knott,
nao apresentaram diferenca entre si, com excecdo dos grupos tratados com a
solugéao de 100%, que diferiram dos demais grupos nas duas fases. Na fase 3 e 5 de
sedacdo o0s grupos sedados com as solugbes de 0%, 20% e 40%, nao
apresentaram diferenca entre si, e as concentracoes de 60% e 80%, foram
semelhantes, e diferiram dos outros tempos presentes na fase 3. O grupo tratado

com a solucdo de 100% diferiu de todos os tempos observados no experimento.
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TABELA 23. Tempo (segundos) de inducéo aos estagios de anestesia em juvenis de tilapia do Nilo, (O. niloticus), utilizando grupos

de peixes tratados com diferentes solu¢Bes de 6leo de cravo e 6leo de melaleuca (0%, 20%, 40%, 60%, 80%, e 100% de Oleo de

melaleuca) a uma concentracdo de 100 mg/L.

Solugcbes Fasel(s) Fase 2 (s) Fase 3 (s) Fase 4 (s) Fase 5 (s)

0% 4,62+1,85b 593+0,45b 7,23 +1,80c 18.11 + 3,27b 4414 £ 13,05 ¢
20% 6,04 £ 2,08 b 12,15+0,76 b 18,25 + 5,03c 47.86 +11,18b 98.07 £ 25,34 ¢
40% 7,11+1,70b 14,00 £ 0,25 b 20,89 £ 3,29 ¢ 52.85 + 10,43b 126.20 + 26,50 c
60% 7,69+1,82b 20,04 £9,53 b 34,69 + 8,34b 58.01 + 8,13b 221.37 £81,15b
80% 10,98 £3,75b 22,77 £5,82 b 39,34 +5,78b 60.66 + 9,59 b 292.09 £ 137,93 b
100% 75,44 £ 24,12 a 141,93+ 30,10 a 286,23 + 44,54 a 466.52 £ 97,79 a 1046.77 £ 103,01 a

Médias seguidas por letras diferentes, nas colunas, indicam diferenca significativa pelo Teste de Scott-Knott (P<0,05).


http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/11/11134/tde-12032008-151057/publico/cristianemarianadasilva.pdf
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Na fase 4 os grupos tratados com as solu¢cdes de 0% a 80%, foram agrupadas
pelo teste de Scott-Knott, de forma que a Unico grupo que diferiu foi o tratado com a
solugcdo de 100%. O grupo submetido a solucao de 0% (6leo de cravo puro), 20% e
40%, diferiram dos grupos submetidos as soluc¢des de 60%, 80% e 100%. O grupo
exposto a solucdo de 100 % composta por 6leo de melaleuca puro, diferiu de todas

0S outros grupos segundo o teste de Scott-Knott (Figura 7).

Tempo de Sedacao

B Tempo de sedagdo

1046,77
292,09
221,37
126,2
98,07 ,
—— ] ]
| 0% 20% 40% 60% 80% 100% |

| Solugdes de 6leo de cravo e 6leo de melaleuca |

FIGURA 7 — Tempo de sedacado para os peixes submetidos as solucbes de 6leo de
cravo e 6leo de melaleuca a uma proporcéo de 0%, 20%, 40%, 60%, 80% e 100%

de 6leo de melaleuca.

Segundo Marking e Meyer (1985), a inducdo a anestesia profunda deve
apresentar um curto tempo de laténcia (1 a 3 minutos). O tempo de sedacéo dos
peixes expostos as solugcbes de 0%, 20%, e 40% esta dentro do intervalo proposto
por Marking & Meyer (1985), sendo por isso indicadas para anestesia profunda. A
reducdo do tempo de inducdo em funcdo do aumento da concentracdo de Oleo de
cravo ou eugenol ja foram registradas por autores como Soto e Burhanuddin (1995),
qgue induziram exemplares de rabbitfish (Siganus lineatus) a anestesia com 6leo de
cravo, e Cunha e Rosa (2006), que estudaram a acéo do eugenol em diferentes

espécies de peixes tropicais marinhos.
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A concentracdo que foi usada no experimento encontra-se dentro do intervalo
de valores ja obtidos para tilapia do Nilo (Delbon, 2006; Vidal et al., 2007) e para
outras espécies como o European sea bass, Dicentrarchus labrax; o gilthead sea
bream, Sparus aurata e alevinos de lambari, Astyanax sp. (Mylonas et al., 2005;
Silva et al., 2009). Entretanto, mesmo tendo a capacidade de induzir os animais a
anestesia dentro do tempo recomendado pela literatura, as solu¢des de 0%, 20% e
40%, provocaram nos peixes perda na coloragao, irritacdo, comportamento de tosse,
e reflexo de regurgitacdo. Estas reacdes podem ser segundo Grush et al. (2004) e
Vidal et al. (2006), atribuidas ao eugenol.

Uma forma de se evitar os efeitos negativos causados pela sedacdo com 6leo
de cravo ou eugenol, seria utilizar concentracbes mais baixas destes farmacos.
Entretanto, estas concentracdes podem ndo sedar 0s peixes em um menor tempo, 0
gue poderia aumentar 0 estresse dos animais. O uso do 6leo de melaleuca pode
reduzir o tempo de sedagdo sem que agrave as respostas negativas causadas pelo
Oleo de cravo. Outra opc¢ao é o uso de 6leo de melaleuca puro, que mesmo podendo
ter um custo 2 vezes superior ao do custo do 6leo de cravo ao ser adquirido em lojas
de produtos naturais e fornecedores especializados, pode ser uma boa opcao
guando se considera o bem estar dos animais.

Nos grupos tratados com as solugdes correspondentes a 60%, 80% e 100% de
6leo de melaleuca, ndo foram registradas rea¢cdes adversas esperadas para o tempo
de sedacdo. Os tempos de sedacdo observados para esses grupos hao tenham
correspondido aos tempos de sedacédo sugeridos por, Marking e Meyer (1985) e
Park et al., (2009a). Os tempos de sedacdo desses grupos estdo de acordo com o
tempo maximo de sedacdo que deve ser de 10 min. (ROSS e ROSS, 2008). No
entanto, estudos com adultos de algumas espécies de peixes tropicais como 0
tambaqui (Roubach et al., 2005) e a tilapia, demonstram que o 6leo de cravo é
seguro se usado em um tempo de até 30 min. de anestesia.

Os valores observados para os tempos de sedacdo se encontram dentro do
intervalo de seguranca proposto por Roubach et al., (2005). Entretanto nos grupos
tratados com as solucdes de 100% de 6leo de melaleuca, os tempos de sedacéo
foram aumentando na medida em que os peixes alcancavam as fases de sedacgao
mais profunda, permanecendo um longo periodo na fase 4 de sedacdo. Segundo
Park et al., (2009a), para um procedimento de manejo, 0 estagio mais adequado € o

de anestesia profunda, pois neste estagio o peixe fica completamente imével.
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No decorrer do experimento, o 6leo de melaleuca se mostrou inferior ao 6leo
de cravo em relagdo aos tempos de inducdo a sedacgéo, porém o 6leo de melaleuca
demonstrou ser mais eficiente em minimizar o0 estresse nos animais durante a
sedacédo. Hajek (2011), em um experimento com carpa comum (C. carpio ), testando
solucdes de 0,2 a 0,6 ml/L, observou uma leve agitacdo nos animais em funcéo do
anestésico. Os animais apresentaram resisténcia a anestesia profunda. Alguns
ficaram expostos por até 60 minutos.

Embora o 6leo de melaleuca ndo possua 0 mesmo poder de sedacdo que 6leo
de cravo, ele apresenta uma margem de seguranca maior para 0S peixes, 0 que
torna a sua utilizacdo apropriada quando se busca induzir os animais a niveis de

sedacdo mais profundos.

4.4 RECUPERACAO

Houve efeito significativo da composicdo da solucao anestésica sobre o tempo
de recuperacdo. Quando as médias do teste estatistico de cada grupo foram
comparadas, pelo teste Skott-Knott houve uma diferenca significativa (P<0,05). As
variagcbes nos tempos de recuperacdo ocorreram de acordo com o tempo de
sedacdo para os peixes tratados com as solu¢des que possuiam oleo de cravo. O
grupo tratado com a solucdo de 100% contendo 6leo de melaleuca puro, nao
obedeceu a esse parametro, e o tempo de recuperacdo foi inversamente

proporcional ao tempo de sedacgéo (Tabela 22).
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TABELA 24 - Tempo (segundos) das fases de recuperacdo em juvenis de tilapia do Nilo, (O. niloticus), utilizando grupos de peixes

tratados com diferentes solucdes de 6leo de cravo e d6leo de melaleuca com uma proporcéao de 0%, 20%, 40%, 60%, 80%, e 100%

de Oleo de melaleuca a uma concentracédo de 100 mg/L.

Solugcdes de oOleo Fase 1 (s) Fase 2 (s) Fase 3 (s) Fase 4 (s)
cravo e Oleo

melaleuca.

0% 63,68 + 4,40s° 144,76 + 26,09s° 236,25 + 11,57s° 340,16 + 27,60s°
20% 125,23 + 28,96s" 214,95 + 25,58s" 332,37 + 33,28s" 482,51 + 60,94s°
40% 161,21 + 21,93s? 300,26 + 54,5252 535,09 + 25,07s? 674,16 + 67,12s"
60% 114,59 + 21,62s" 224,10 * 35,20s" 325,21 + 17,63s" 603,34 + 68,89s”
80% 104,51 + 14,98s" 300,65 * 79,93s? 505,02 + 68,94s? 854,29 + 217,30s?
100% 42,84 + 17,60s 113,86 + 19,74s° 153,66 + 24,93s" 209,61 + 31,16s°

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas, indicam diferenca significativa pelo Teste de Scott-Knott (P<0,05) entre as solugdes.


http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/11/11134/tde-12032008-151057/publico/cristianemarianadasilva.pdf
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Os peixes tratados com as solucdes de 0% composta somente por 6leo de
cravo demonstraram um tempo de recuperagao diferente do tempo de recuperacao
observado para os animais tratados com as demais solu¢cbes em quase todas as
fases. Na fase 2 o tempo de recuperacdo ndo demonstrou diferenca significativa ao
tempo de recuperagdo dos peixes tratados com a solucdo de 100%. O grupo
tratado com a solugcdo de 20% de 6leo de melaleuca ndo apresentou em seu tempo
de recuperacdo uma diferenca significativa em relagcdo aos peixes submetidos as
solucbes de 60% e 80% na fase 1. Entretanto nas fases 2 e 3, a auséncia de
diferenca significativa nos tempos de recuperacao, s6 foi percebida para os peixes
tratados com a concentracdo de 60%, e 0 seu tempo de recuperacao diferiu de
todos os grupos na fase 4.

O tempo de recuperacado dos peixes sedados com a solucdo de 40% de oleo
de melaleuca na fase 1 diferiu do tempo de recuperacdo de todos 0S grupos nessa
fase. No entanto, nas fases 2 e 3 o grupo tratado com a solugdo de 40% nao
apresentou diferenca significativa em relagcdo aos tempos observados para 0 grupo
tratado com a solucdo de 80%. Na fase 4 o tempo de recuperacao do grupo tratado
com a solucéo de 40% néao diferiu daquele observado para os peixes tratados com a
solucéo de 60%.

Os peixes submetidos a solucao de 80% diferiram de todos os grupos na fase
4, ndo apresentando diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado com a
solucéo de 40 % nas fases 2 e 3, e do grupo tratado com a solucdo de 60% na fase
1. Os peixes submetidos a solucdo de 100% de Oleo de melaleuca puro nao
apresentaram diferenca significativa em relacdo aos animais sedados com a solucéo
de 0% (6leo de cravo puro) na fase 2, mas diferiram dos demais grupos, e das
demais fases.

Embora os tempos observados em algumas fases nédo tenham apresentado
uma diferencga significativa de acordo com o teste de Scott-knott, observou-se que,
de um modo geral, o tempo de recuperagdo aumentou em funcdo do tempo de
exposicdo dos animais as solu¢des. Quanto maior o tempo para alcancar o nivel 5
de sedacédo, maior o tempo de recuperacao (Figura 11). Essa relacdo nao foi
observada para os animais expostos ao 0leo de melaleuca, pois foi 0 grupo com o

maior tempo de sedag&o e 0 menor tempo de recuperagao.
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FIGURA 8- Tempo de recuperacao para os peixes submetidos as solu¢cdes de dleo
de cravo e 6Oleo de melaleuca a uma proporcdo de 0%, 20%, 40%, 60%, 80% e

100% de 6leo de melaleuca.
4.4.1 Correlacao Entre as Fases de Sedacéo e Fases de Recuperacéao

Os tempos de sedacdo e os tempos de recuperacao tiveram uma correlacéo
alta positiva e significativa. Esta correlacdo entre as fases de sedacéo pode estar
relacionada ao aumento progressivo dos tempos de sedacdo entre as fases, na
medida em que os animais alcangcavam os estagios de anestesia. Os peixes tratados
com as solu¢Bes com maior concentragdo de 6leo de cravo tiveram um menor tempo
de sedacéo, e os intervalos de tempo entre as fases foram proporcionais entre si. Na
medida em que se avancava para as fases de sedacdo profunda, os tempos de

sedacdo aumentavam proporcionalmente (Tabela 23).
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TABELA 23 - Coeficiente de correlacdo de Spearman entre variaveis de tempo para
sedacdo e recuperacdo em juvenis de apds a indugcdo anestésica com composto

misto de 6leo de cravo e 6leo melaleuca.

Tempos

/[Fases Sed/1 Sed/2 Sed/3 Sed/4 Sed/5 Rec/4 Rec/3 Rec/2 Rec/l
Sed/1 1 0,93 095 096 0,9 0,19 -0,48 -0,54 -0,51
Sed/ 2 1 0,95 095 0,93 0,17 -0,48 -0,54 -0,51
Sed/ 3 1 0,98 0,96 0,17 -0,49 -0,56 -0,53
Sed/ 4 1 0,93 0,16 -0,48 -0,54 -0,53
Sed/ 5 1 0,16 -0,43 -0,49 -0,44
Rec/ 4 1 -0,33 -0,31 -0,35
Rec/ 3 1 0,89 0,92
Rec/ 2 1 0,88
Rec/ 1 1

*Valores em negrito indicam correlagao significativa.

Em relacdo a recuperacdo houve uma correlacao alta e positiva significativa
entre as fases 1,2 e 3, devido ao fato dos animais apresentarem um aumento
proporcional do tempo de recuperacdo, em relacdo as fases de recuperacao.
Entretanto, a fase 4 de recuperacdo quando o animal retomava a capacidade normal
de nado, apresentou uma baixa correlagéo positiva significativa com as outras fases
de recuperacédo. Esse fato pode ser explicado pelo tempo de permanéncia dos
animais na fase 3 de recuperacao, que foi menor proporcionalmente as outras fases
de recuperacdo.

A correlacdo das fases de recuperacao e fases de sedacdo foi moderada e
negativa para as fases 1,2 e 3 de recuperacdo. Esse resultado pode estar
relacionado ao tempo de anestesia observado em cada solugcdo. Quanto menor o
tempo de inducdo a anestesia, maior € o tempo de recuperacao dos peixes (Park et
al., 2008). Neste trabalho foi observado que os animais expostos as solu¢cdes com
maior concentracdo de Oleo de cravo tiveram um menor tempo de sedacgéo, e
apresentaram um maior tempo de recuperacdo. Entretanto quando se observou as
solugdes de 0% e 100%, os tempos de recuperacédo foram inferiores aos tempos das
solugdes de 20%, 40%, 60% e 80%.

Como foram testadas diferentes solucbes de Oleo de cravo e Oleo de
melaleuca, acredita-se que o0 tempo de recuperacdo e inducdo tenha sido
influenciado pela concentracéo de 6leo de cravo nas solugfes. O 6leo de melaleuca

aparentemente ndo possui 0 mesmo potencial que o 6leo de cravo em relacédo a
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capacidade de sedacdo, porém o0s animais expostos ao Oleo de melaleuca
apresentam um menor tempo de recuperacdo. Hajek, (2011) observou que os
tempos de inducdo nao influenciaram nos tempos de recuperacdo de modo que nao
variaram de forma significativa. Para um melhor detalhamento do potencial do 6leo
de melaleuca como anestésico sdo necessarios mais estudos com concentracdes
diferentes.

Os parametros hematologicos foram influenciados pela concentracdo de 6leo
de cravo nas solucdes, hipdxia, e 0 estresse proveniente da irritacdo causada pelas
concentracbes de 6leo de cravo presentes na solugdo. Para que se tenha uma
melhor compreenséo das alteracdes dos parametros hematolégicos de tilapia do Nilo
em funcdo da sedacdo com diferentes combinacfes de 6leo de cravo e 6leo de
melaleuca, é necessario a realizacdo de estudos mais detalhados, que avalie um
namero maior de concentracdes, e 0 plasma sanguineo dos animais.

Ainda sdo necesséarios mais estudos para determinar os niveis de seguranca
do dleo de melaleuca, mas para atividades como manejos e coleta de sangue, ele
pode ser usado sem que agrida os animais e altere significativamente seus
parametros hematolégicos. Embora o 6leo de melaleuca ndo seja tdo eficiente em
imobilizar os peixes por um longo tempo, € preciso considerar a sua capacidade de
reduzir o estresse nos animais. O 6leo de melaleuca ndo provocou reacdes
negativas nos peixes e possibilitou uma rapida recuperacdo. Com isso apresenta-se
como excelente opc¢éo para sedacdo em transporte, uma vez que sejam ministradas

as doses correspondentes as fases de sedacdo desejadas para 0 manejo.
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CONCLUSAO

Pode-se concluir, para tilapias do Nilo, submetidas as condi¢cdes e presente
experimento, que: as solu¢des de Oleo de cravo e 6leo de melaleuca testadas foram
capazes de induzir os peixes aos estagios de anestesia, e apresentaram um menor
tempo de sedacdo em relacdo a proporcdo de Oleo de cravo nas solucdes. As
concentracbes com maior proporcédo de 6leo de cravo tiveram um maior poder de
sedacdo, mas submeteram o0s animais a reacbes como hiperatividade,
hiperventilacdo, tosse e reflexo de regurgitacdo. O 6leo de melaleuca em maior
propor¢ao nas solucdes ndo causou efeitos negativos perceptiveis nos animais.

Os parametros hematoldgicos indicaram uma possivel ocorréncia de distarbios
osmorregulatdrios, que podem ocorrer em animais expostos ao 6leo de cravo. Essas
alteracdes ndo foram significativas nos animais expostos a solucédo de 100% (6leo
de melaleuca puro). O 6leo de melaleuca pode ser usado em associacdo com 0leo
de cravo com o objetivo de amenizar os efeitos negativos causados pelo 6leo de
cravo puro. De acordo com os dados coletados no experimento, dentre todas as
solucdes testadas, a solucdo de 80% é a mais indicada para sedacao de tilapia do
Nilo. A solucdo de 80% apresentou um pequeno tempo de sedagédo e 0 seu tempo
de recuperacdo esteve dentro da margem toleravel para sedacdo em peixes.
Também néo foi observado nenhum efeito negativo nos animais durante a inducéo

anestésica.
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