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“Ndo ha diferencas fundamentais
entre 0 homem e 0s animais nas
suas faculdades mentais: 0s
animais, como 0s homens,
demonstram sentir prazer, dor,
felicidade e sofrimento. ”

Charles Darwin



RESUMO

O transporte € um importante procedimento na piscicultura, no qual se adicionam substancias
como sais e / ou anestésicos para amenizar o estresse e aumentar as densidades de peixes para
otimizacdo do processo. No presente estudo, avaliou-se a utilizacdo de 6leos essenciais de
melaleuca e cravo ou sal adicionado na agua de transporte de tambaquis em sistema fechado.
Para tanto, foram realizados trés experimentos. No primeiro, avaliou-se o efeito de diferentes
concentracdes na sobrevivéncia e qualidade de agua de tambaqui durante a simulacdo de
transporte e determinou-se a concentragdo mais apropriada para esse procedimento. No
segundo e terceiro experimento avaliou-se a eficdcia da concentracdo determinada no
experimento anterior em comparagéo ao sal durante o transporte, utilizando os indicadores:
fons plasmaticos, pardmetros hematoldgicos, histolégicos e metabdlicos. As seguintes
concentracdes foram adicionadas a agua no primeiro experimento: 2,78, 5,56, 8,34, 11,12 mg
L de 6leo de melaleuca; 2,43, 4,86, 7,3, 9,12 mg L™ dleo de cravo, 2,60, 5,20, 7,80, 10,40
mg L de misto (os dois 6leos combinados 1:1); 0,8% de sal + 6leo de melaleuca (5,20 mg L
1); 6leo de cravo (4,86 mg L) + sal 0,8%, misto (5,20 mg L) + sal 0,8%. Cada concentragéo
constituiu um tratamento com 5 réplicas. O grupo controle ndo teve a adi¢do de aditivos. O
segundo e terceiro experimento, tiveram duracao de 15 e 36 h de transporte, respectivamente.
A adigdo da concentragdo mista de 10,40 mg L de 6leo de melaleuca e cravo constituiu o
tratamento MEUG; 0,8% de sal adicionado constituiu o tratamento SAL. Um grupo de peixes
ndo submetidos ao transporte constitui 0 grupo basal. No primeiro experimente, 0S
tratamentos a 11,12, 9,20 e 10,40 mg L™ de 6leo de melaleuca, de cravo e misto,
respectivamente, proporcionaram os maiores tempos de transporte. A concentracdo de amonia
total aumentou com o periodo de transporte, sendo inferior ao controle nos tratamentos 6leo
de melaleuca a 11,20 e no misto a 10,40 mg L. O oxigénio dissolvido manteve-se em
maiores valores nestas concentracfes. A sobrevida ap6s a recuperagdo foi maior no
tratamento misto a 10,40 mg L. Esta concentragdo mostrou-se mais apropriada para um
transporte de longa duracdo (até 48 h). Os resultados obtidos no segundo e terceiro
experimento, mostraram que 0s niveis de cortisol, glicose e lactato plasméatico aumentaram
apos o transporte, em compara¢do aos valores antes dos transportes. Os valores glicémicos do
tratamento MEUG foram inferiores ao do tratamento SAL, independentemente do tempo de
transporte. O mesmo ocorreu para o lactato, somente no experimento de 15 h. Os niveis do
glicogénio hepatico foram maiores no tratamento MEUG. N&o houve alteracbes nos ions
(sodio, cloreto, potassio) independente do tratamento e do tempo de transporte. A
concentracdo de hemoglobina aumentou no tratamento SAL, ap0s o transporte de 15 h e 36 h.
As branquias ndo sofreram alteracdes morfofisioldgicas deletérias. Com excecdo do
glicogénio hepatico no tratamento SAL, todos os parametros estavam semelhantes aos basais
apos recuperacdo por 96 h. Os indicadores evidenciaram respostas primarias e secundaria ao
estresse, demonstrando resultados mais favoraveis para o transporte de tambaquis por 15 e 36
h com uso dos 6leos essenciais combinados de melaleuca e cravo a 10,4 mg L como
sedativos.

Palavras chaves: estresse, fitoterapicos, sedativos, bem-estar animal



ABSTRACT

Transport is an important procedure in fish farming, in which substances such as salts and / or
anesthetics are added to relieve stress and increase fish densities for optimization of the
process. In the present study, the use of essential oils of melaleuca and clove or salt added in
the transport water of tambaquis in a closed system was evaluated. For that, three experiments
were carried out. In the first, the effect of different concentrations on the survival and water
quality of tambaqui during the transport simulation was evaluated and the most appropriate
concentration was determined for this procedure. In the second and third experiments, the
efficacy of the concentration determined in the previous experiment compared to the salt
during transport was evaluated using the following indicators: plasma ions, haematological,
histological and metabolic parameters. The following concentrations were added to the water
in the first experiment: 2.78, 5.56, 8.34, 11.12 mg L melaleuca oil; 2.43, 4.86, 7.3, 9.12 mg
Lt clove ail, 2.60, 5.20, 7.80, 10.40 mg L* of mixed (the two combined oils 1 :1); 0.8% salt +
melaleuca oil (5.20 mg L-1); clove oil (4.86 mg L) + 0.8% salt, mixed (5.20 mg L) + 0.8%
salt. Each concentration constituted a treatment with 5 replicates. The control group did not
have the addition of additives. The second and third experiments had duration of 15 h and 36
h of transport, respectively. The addition of the mixed concentration of 10.40 mg L? of
melaleuca oil and clove was the MEUG treatment; 0.8% salt added constituted the SAL
treatment. A group of fish not submitted to transport constitutes the basal group. In the first
experiment, treatments at 11.12, 9.20 and 10.40 mg L of melaleuca, clove and mixed oil,
respectively, provided the highest transport times. The total ammonia concentration increased
with the transport period, being lower than the control in the oil treatments of melaleuca at
11.20 and in the mixed at 10.40 mg L. The dissolved oxygen remained at higher values at
these concentrations. Survival after recovery was greater in mixed treatment at 10.40 mg L.
This concentration proved to be more appropriate for long-term transport (up to 48 h). The
results obtained in the second and third experiments showed that levels of cortisol, glucose
and plasma lactate increased after transport compared to values before transport. The
glycemic values of the MEUG treatment were lower than that of the SAL treatment,
regardless of the transport time. The same was true for lactate, only in the 15 h experiment.
Hepatic glycogen levels were higher in the MEUG treatment. There were no changes in the
ions (sodium, chloride, potassium) regardless of the treatment and the transport time. The
hemoglobin concentration increased in the SAL treatment, after the transport of 15 h and 36 h.
The gills had no deleterious morphophysiological changes. Except for hepatic glycogen in
SAL treatment, all parameters were like baseline after recovery for 96 h. The indicators
showed primary and secondary responses to stress, showing more favorable results for the
transport of tambaquis for 15 and 36 h with the use of essential oils combined with melaleuca
and clove at 10.4 mg L as sedatives.

Key words: stress, phytotherapy, sedatives, animal welfare
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

O cultivo de organismos aquaticos, conhecido como aquicultura, € um dos setores da
producdo animal que mais se expandiu no mundo, principalmente o cultivo de peixes
(TAVARES-DIAS; MARIANO, 2015). Essa expansdo esta relacionada ao incremento na
demanda mundial por pescado nas Ultimas décadas, sobretudo, ao crescimento populacional e
a busca por alimentos mais saudaveis (BRABO et al., 2016).

O Brasil se destaca no cenério da aquicultura como um dos paises da América com
maior potencial para a piscicultura, principalmente a dulcicola (MOREIRA et al., 2015).
Possui cerca de 8.500 km de zona costeira e 5 milhdes de hectares de agua doce continental
em reservatérios naturais e artificiais que poderiam ser aproveitados na produgdo de
organismos aquaticos, além de areas favoradveis para a construcdo de tanques e acgudes
(KUBTZA, 2015).

Em uma piscicultura, a rotina de manejo é composta por uma série de praticas que
causam estresse durante as diferentes etapas de producdo. A intensidade ou duracdo desses
manejos provoca respostas estressoras indesejaveis, com consequente reducdo nas taxas de
crescimento, perda de peso, imunodepressdo e mortalidade (BARCELLOS et al., 2001;
IWAMA et al., 2006).

As principais fontes de estresse em manejos sdo: captura, biometria, vacinagéo,
inducdo artificial para reproducéo e transporte (URBINATI et al., 2015). O transporte assume
um papel fundamental, pois tem como objetivo a transferéncia dos peixes entre estruturas de
uma piscicultura ou a outros empreendimentos, como pesque-pague, comércio de peixes
ornamentais ou ao abate para consumo humano (CUPP et al., 2017).

A crescente preocupacdo com os efeitos do transporte tem impulsionado a busca por
praticas que visam amenizar os efeitos estressores por medidas que incluem: uso de
imunoestimulantes na racdo, restricdo alimentar antes do transporte para esvaziamento
gastrointestinal, uso de aditivos (cloreto de sodio, sulfato de célcio e anestésicos) na agua do
transporte e controle da densidade de peixes (BENDHACK; URBINATI, 2009; DIAS et al.,
2016; FERREIRA et al., 2017; BIZARRO et al., 2018).

Os anestésicos geralmente utilizados em piscicultura sdo provenientes de substancias
sintéticos que provocam efeitos colaterais aos peixes como danos a cornea e branquias e, além
disso, deixam residuos no ambiente (ROUBACH; GOMES, 2001). Com isso, 0 uso de
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anestésicos fitoterapicos vem ganhando espago por reduzirem os efeitos estressores, serem
ambientalmente seguros, com minimos efeitos colaterais e contribuir para o bem-estar dos
peixes (SOARES; TAVARES-DIAS, 2013).

Boas préaticas de manejo, como a utilizacdo de sedativos, sdo de aplicabilidade simples
e eficazes para garantir o bem-estar dos animais e intensificar a produtividade na piscicultura.
Para tanto, é preciso compreender e mitigar os fatores estressores relacionados ao manuseio e
transporte que prejudicam a condicao geral dos peixes e podem provocar mortalidade durante

e apds o procedimento, resultando em perdas financeiras (GOES et al., 2017).
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 O transporte de peixes

Nas psiculturas o transporte de peixes vivos é uma atividade corriqueira. No entanto, é
certamente um dos principais problemas que afeta a homeostase dos peixes nas condi¢des de
criacdo em cativeiro (INOUE et al., 2005). E uma pratica traumatica, pois além do
deslocamento em si, também envolve a captura inicial nos tanques, a manipulacdo e o
armazenamento dos individuos até a liberagdo (GOMES et al., 2003).

Existem dois manejos de transporte de peixes que sdo mais usuais: o sistema aberto e
0 sistema fechado. No sistema aberto, os peixes sdo transportados dentro de caixas de
polietileno contendo &gua e fornecimento continuo de O2 por meio de compressores de ar ou
cilindros de ar comprimido durante todo o periodo do transporte (SAMPAIO; FREIRE,
2016). No sistema fechado, os peixes sdo transportados em saco de pléstico (recipiente
hermeticamente fechado) e todos os requisitos para sua sobrevivéncia sdo autocontidos
(GONSALVES et al.,, 2010). Neste caso, a &gua € adicionada, o peixe depurado é
acondicionado em seguida, o ar comprimido € injetado e o recipiente € fechado. O saco é
lacrado pode ser acondicionado em caixas de isopor ou papeldo com intuito de promover uma
maior protegdo contra danos mecanicos, bem como uma maior facilidade no manuseio e
isolamento térmico dos sacos (BALDISSEROTTO; GOMES, 2010).

O transporte em sistema fechado € o mais comum, principalmente o transporte de
peixes alevinos e juvenis, por que reduz substancialmente o volume e o peso total do
transporte da &gua, permite que seja possivel prolongar o tempo de transporte e é
economicamente vantajoso (BERKA, 1986). Contudo, a duracdo, a densidade de carga e as
mudangas bruscas nos parametros fisicos e quimicos da agua sdo alguns entraves que
dificultam a eficiéncia de tal procedimento (OLIVEIRA et al., 2009). Deste modo, a garantia
de sucesso na prética, seria 0 ajuste entre a maior densidade de peixes e 0 menor volume de
agua possivel, sem causa de estresse, deterioracdo da qualidade da dgua e mortalidade (LUZ
etal., 2013; MOREIRA; FARIAS, 2015).

2.2 Respostas fisioldgicas de peixes ao estresse de transporte

O estresse pode ser definido como uma perturbacdo intrinseca ou extrinseca a um
determinado organismo, causando um desequilibrio no seu equilibrio fisiolégico dinamico
(BARTON, 2002). Os peixes, frente a um agente estressor, tém a capacidade natural de

responder fisiologicamente. Entretanto, a resposta fisioldgica ao fator estressor pode ser
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deletéria a saude desses animais, quando os mecanismos de resposta sdo forcados além de
seus limites normais (BARTON; IWAMA, 1991).

O transporte de peixes, caracteriza-se como multiplos estimulos adversos que
induzem respostas de estresse, com consequéncias negativas sobre o desempenho produtivo,
resposta imune e suscetibilidade dos peixes a doencas (BARTON, 2002; BRANDAO et al.,
2006).

Estas respostas fisiologicas ao estresse podem ser classificadas como primarias,
secundarias e terciarias (IWAMA et al., 2006). As respostas primarias sao neuroendocrinas,
envolvem deteccdo neuronal de mudangas ambientais. Essas respostas neuroenddcrinas
incluem a liberacdo rapida de adrenalina, estimulacéo do sistema celular hipotalamo-hipofise-
inter-renal no rim cefalico, culminando na liberacdo de cortisol no sangue do animal
(ADAMANTE et al., 2008). As catecolaminas sdo liberadas do tecido cromafim no rim
cefalico dos peixes e também dos neurdnios adrenérgicos, e o cortisol é liberado pelas células
do tecido intra-renal, também localizadas no rim cefalico. O principal componente do tecido
intra-renal estimulante da hipo6fise € o horménio adrenocorticotréfico (ACTH), que também
estimula a liberacdo de adrenalina (IWAMA et al., 2006). O cortisol, por sua vez, mobiliza
reservas de energia para manter o fornecimento de oxigénio e energia para a regulacdo
osmética (GEORGE et al., 2013). Esse horménio, portanto, € um dos indicadores primarios
mais utilizado para a caracterizagéo do estresse em peixes (ELLIS et al., 2012).

As respostas secundarias sdo os efeitos mediados pelos horménios liberados durante a
resposta primaria. Incluem alteracdes na glicemia, no acido lactico, hematologia,
concentracOes de ions e permeabilidade das branquias (OBA et al., 2009). O indicador de
resposta secundaria mais comumente analisada ao estresse do transporte em peixes € a
glicemia (SAMPAIO; FREIRE, 2016). A hiperglicemia é mediada principalmente pelo efeito
da inducdo exercida pelas catecolaminas sobre a liberacdo de glicose do figado, sendo a
glicogendlise o principal processo de liberacdo de glicose para o plasma (ADAMANTE et al.,
2008). Deste modo, a determinacdo dos niveis do glicogénio hepéatico, apds eventos
estressantes como o transporte, € usualmente realizada como complemento na avaliacdo da
resposta secundaria ao estresse (SALBEGO et al., 2017). Além da elevacdo de glicose na
corrente sanguinea, 0 aumento da concentracdo de lactato decorrente do metabolismo
anaerdbio, também é uma resposta secundaria ao estresse (LI et al., 2009). O lactato é gerado
pela fermentacdo anaerobica da glicose quando o oxigénio ndo supre a demanda metabdlica
do organismo (HOCHACHKA; LUTZ, 2001).
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Alteracdes hematoldgicas sdo outros exemplos de indicadores secundarios de estresse
(SAMPAIO; FREIRE, 2016). Essas alteragcbes ocorrem geralmente para fornecer mais
oxigénio em funcdo do aumento da atividade metabdlica em condicdes estressantes
(WOJTASZEK et al.,, 2002). Nesse sentido, as analises hematoldgicas sdo utilizadas
frequentemente na avaliagdo do estado de saude de peixes na aquicultura (FAZIO, 2019),
sendo uma ferramenta integrante para quantificacdo do estresse ocasionado por praticas de
manejo, como o transporte (CHAGAS et al., 2012; HARDI et al., 2015).

Respostas terciarias sdo o resultado do estresse cronico que leva a exaustéo fisiologica
e pode ter consequéncias a longo prazo, afetando negativamente a fungdo imunoldgica do
teledsteo, a locomogdo / natagdo, 0 metabolismo, a reproducdo, a taxa de crescimento, o
comportamento e a sobrevida (KVAMME et al., 2013). A limitacdo da capacidade do animal
de tolerar estressores subsequentes ou adicionais também é atribuida a uma manifestacdo da
resposta terciaria (LIMA et al., 2006).

O conhecimento das respostas de estresse em operacOes de transporte de peixes é
primordial para o estabelecimento de praticas de manejo adequadas, principalmente aquelas

que reduzam a mortalidade dos peixes pos-transporte (SINK; NEAL, 2009).
2.3 Aditivos na agua de transporte

Para atenuar os efeitos estressores durante e ap0s o transporte, o cloreto de sodio é
muito recomendado, no entanto, a utilizacdo de anestésicos tem se destacado, pois em
dosagens especificas podem desacelerar o metabolismo e diminuir a atividade fisica dos
peixes (HARMON, 2009; SOUZA et al., 2012), resultando em um menor consumo de
oxigénio, menor producdo de compostos nitrogenados e menos atrito entre 0s animais
(FINSTAD et al., 2003). Fato este relevante para o transporte em sistema fechado, onde a
auséncia de suprimento de oxigénio ndo é constante (BERKA, 1986).

Entretanto, o uso de anestésico deve ser criterioso, pois concentragdes inadequadas
associadas ao tempo de exposicdo prolongado trazem riscos aos peixes, como: danos
branquiais, perda de muco, deficiéncias respiratérias ou mortalidade por superdosagem
(PARK et al., 2008). A tricaina-metanossulfonato (MS222) e a benzocaina, dentre outros, so
anestésicos sintéticos extensivamente empregados (GOMES et al., 2001; KIESSLING et
al., 2009) que apresentam desvantagens ao causar danos deletérios aos peixes (PARODI et al.,
2014). A fim de superar esses entraves, atengdo vem sendo dada aos anestésicos naturais
devido a preocupacdo com aqueles de origem sintética pelos seus efeitos adversos ao animal
(INOUE et al., 2003).
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2.3.1 Oleo de cravo

O dleo de cravo, cujo componente majoritario € o eugenol (4-alil-2metoxifenol), é um
produto natural extraido, por destilacdo de caules, folhas e flores do cravo da india, Syzygium
aromaticum (SOUZA et al., 2015). Caracteristicas como o baixo custo, baixa toxicidade para
humanos e animais, tornam o 6leo de cravo um anestésico promissor para aquicultura
(FERNANDES et al., 2017)

Este fitofarmaco pode agir como um depressor do sistema nervoso central (SNC) de
peixes, atuando como anestésico e analgésico (ROSS; ROSS, 2008) e que pode ser
metabolizado e excretado rapidamente do organismo do animal, ndo requerendo tempo de
caréncia (WAGNER et al., 2003), um fato positivo para uso em peixes destinados ao abate.
Por isso vem sendo recomendado como preventivo ao estresse (SAINI et al., 2018).

Na maioria dos estudos que empregam o 6leo de cravo, tém sido utilizadas altas
concentragdes, que resultam em uma rapida sedacdo profunda, perda de equilibrio e perda de
reflexo (MITJANA et al, 2014; CUNHA et al., 2015). Altas concentracdes de anestésico para
uma rapida sedacdo profunda sdo ideais para procedimentos invasivos, como cirurgias
(SIMOES et al., 2012). No entanto, ha casos que uma sedagio leve é suficiente e mais
desejavel que uma sedacdo profunda para facilitar a movimentacéo dos peixes, COmo Nno caso
do transporte (BECKER et al., 2012).

2.3.2 Oleo de melaleuca

O género Melaleuca, pertencente a familia Myrtaceae, inclui aproximadamente 100
espécies nativas da Australia e llhas do Oceano Indico. De acordo com Oliveira e
colaboradores (2011) a Melaleuca alternifolia é comumente conhecida na Austrélia como
“arvore de cha”, florescendo principalmente em areas de pantano, préximas de rios.

O principal produto dessa planta é o 6leo essencial (TTO - tea tree oil), de grande
importancia medicinal por possuir comprovada a¢édo bactericida e antifungica contra diversos
patdégenos humanos, sendo utilizado em formulagdes topicas (OLIVEIRA et al., 2011). O 6leo
¢ obtido por meio da destilacdo a vapor das folhas e ramos terminais de M. alternifdlia
(GUSTAFSON et al., 1998). Este 6leo é composto principalmente de terpinen-4-ol, y-
terpineno, a terpineno, 1,8-cineol e outras moléculas (CARSON et al., 2006).

O TTO apresenta diversas aplicagdes do ponto de vista fitoterapéutico. Possui amplo
espectro de acdo antibacteriana, como efeito bactericida in natura e bacteriostatico em baixas
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concentragfes (KWIECINSKI et al., 2008), antifangico (OLIVA et al., 2003) e antiviral
(MINAMI et al., 2003).

A utilizacdo do TTO tem sido pouco explorada na aquicultura. Mas tendo vista sua
ampla aplicacdo medicinal, foi estudada sua propriedade anestésica em carpas (Cyprinus
carpio) e apresentou 6timos tempos de anestesia e recuperacdo na espécie (HAJEK, 2011).
Em peixes palhacos (Amphiprion clarkii) também foi reportado como um anestésico eficaz
para procedimentos recorrentes como biometria entre outros (CORREIA et al., 2018). Em
tilapias do Nilo, assim como o 6leo de cravo, o 6leo de melaleuca foi eficiente em anestesiar e
promover rapidos tempos de recuperacdo (REZENDE et al., 2017). H& poucos relatos sobre o
uso deste 6leo para manejos de transporte de peixes, 0 que realga ainda mais a necessidade de

estudos desse cunho.
2.3.3 Cloreto de Sédio

A utilizag&o do cloreto de s6dio como redutor de estresse € amplamente difundida na
aquicultura para igualar o gradiente osmético entre a 4gua e o plasma do peixe, fazendo com
gue haja uma reducao na difusdo de ions para a agua (ALMEIDA et al., 2016). Esse produto
também estimula a secrecdo de muco sobre o epitélio branquial, recobrindo lesdes
provenientes dos manejos e dificultando a passagem de ions atraves das membranas celulares,
desse modo colabora com a manutencdo da homeostase (WURTS, 1995).

O transporte provoca aumento da demanda energética nos peixes gque ja se encontram
debilitados pelos manejos anteriores de captura e acondicionamento nas unidades de
transporte (SERRA et al., 2011). Desse modo, a utilizacdo do sal muitas vezes se torna
necessaria pois sua adi¢cdo reduz o custo energético do organismo com 0S pProcessos
osmorregulatérios (GOMES et al., 2003). Além disso, o sal também tem efeito profilatico, é
de féacil obtencéo e baixo custo, com eficacia comprovada para algumas espécies (TACCHI et
al., 2015; NAVARRO et al., 2017; BIZARRO et al., 2018).

2.4 Branquias como biomarcadores histologicos

Os estudos histologicos sdo importantes para se verificar a sensibilidade de 6rgdos as
substancias toxicas, o grau das lesdes estd diretamente relacionado com seu potencial
patologico, logo, a forma como a lesdo afeta a fungdo do 6rgdo e a capacidade de
sobrevivéncia do animal é levada em consideracdo quando se trata de importancia das lesGes

(BERNET et al., 1999), principalmente quando se refere as branquias, 6rgdo responsavel
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pelas trocas gasosas, osmorregulacdo, excrecdo de compostos nitrogenados, &cidos e sais
(MACHADO, 1999).

Entre os tipos de alteracbes morfoldgicas comumente observadas em estudos de
toxicidade nas branquias estdo os edemas, hiperplasia epitelial das lamelas secundarias,
infiltracdo de células epiteliais, fusdo lamelar, proliferacdo entre outras (FLORES-LOPES;
THOMAZ; 2011).

O muco, secretado pelas células mucosas, na superficie das branquias tem sido
considerado uma importante protecao contra lesdes abrasivas por materiais solidos suspensos
em &gua e por agentes toxicos (MORON et al., 2018). Em contato com as particulas sélidas,
as secrecbes mucosas tendem aumentar (COELLO; KHAN, 1996), logo, mudancas na
densidade dessas células refletem alteracdes na quantidade de muco produzida.

A exposicao de peixes a concentracOes elevadas de 6leos naturais, como o cravo pode
promover algumas alteracfes no epitélio branquial. Alteragdes como congestdo e descamacéo
epitelial foram observadas nas branquias de Danio rerio ap6s banhos com 6leo de cravo a 100
ppm apo6s a anestesia (UMALI et al., 2011). Em Betta splendens, analises histopatoldgicas das
branquias demonstraram, que a exposicao por um tempo prolongado de 48 horas a 40 ppm do
6leo de cravo também promovem alteracGes, como edema do epitélio de lamelas secundarias,
hiperplasia de células epiteliais, elevagdo epitelial e fusdo parcial de lamelas secundarias
(WARISTHA et al., 2011).

2.3 A espécie Colossoma macropomum

Colossoma macropomum Cuvier 1818, é uma espécie neotropical, também conhecida
por tambaqui em diversas regides do Brasil, pertence a ordem Characiformes e a familia
Characidae (LEITAO; FAVACHO, 2015). O tambaqui é um peixe de clima tropical, sendo o
maior Characiformes da regido Amazonica podendo chegar a 30 kg e até 1 m de comprimento
(ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998). Em termos socioecondmicos e ecoldgicos, é um dos
teleGsteos mais importantes presente nas bacias da Amazoénia (WOOD et al., 2017).

C. macropomum € uma das mais apreciadas no estado do Amazonas alcancando
grande valor comercial (RUFFINO et al., 2005) devido ao teor nutricional de sua carne (VAL
et al., 2000). O crescimento na sua producdo € bastante expressivo e se deve as suas
caracteristicas zootécnicas e adaptabilidade, destacando-se sua rusticidade, seu habito
alimentar onivoro-filtrador e seu grande porte, caracteristicas que possibilitam, quando bem

manejado, rapido ganho de peso (FILHO et al., 2016).
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A criagdo do tambaqui, segundo Dairiki e Silva (2011), é dividida basicamente em trés
fases: a larvicultura, a produgéo de juvenis e a engorda. Na larvicultura, os peixes sao criados
da eclosdo até o peso médio individual (PMI) de 0,5 a 1 g durante 30 a 45 dias; a producao de
juvenis, que € a proxima etapa, dura cerca de 60 dias, e 0 PMI dos peixes fica entre 40 g e 50
g. Por fim, na engorda, o tempo é varidvel, pois depende do peso de abate. Muitos
pesquisadores e produtores tém intensificado esforcos para estabelecer um pacote tecnoldgico
para a criacao da espécie (TAVARES-DIAS et al., 2013).

O transporte é uma atividade que envolve riscos, sendo necessarios todos os cuidados
possiveis para se evitar estresse excessivo e injurias que resultardo em prejuizos ou até mesmo
em mortalidade de tambaquis (GOMES et al., 2006).
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Resumo

Avaliou-se os efeitos da utilizacdo do sal comum e dos sedativos 6leo de cravo (eugenol) e
6leo essencial de melaleuca sobre tempo de transporte de juvenis de tambaqui em sistema
fechado. As seguintes concentracdes foram adicionadas a dgua de transporte: melaleuca (2,78,
5,56, 8,44, 11,12 mg L™), cravo (2,43, 4,86, 7,30, 9,20 mg LY), misto (os dois dleos
combinados 1:1: 2,60, 5,20, 7,80, 10,40 mg L), sal a 0,8%, melaleuca (5,20 mg L) + sal
0,8%, cravo (4,86 mg L) + sal, misto (5,20 mg L) + sal 0,8%. Cada concentragio constituiu
um tratamento. O grupo controle foi isento de aditivos. Os peixes foram colocados em sacos
plasticos a densidade maxima de até 262 g L, na sequéncia os sacos foram inflados com
oxigénio puro e amarrados, perfazendo 5 repeti¢cBes (sacos) por concentracdo. Os efeitos da
sedacédo leve por tais substancias foram avaliados no comportamento, na sobrevivéncia e
sobre a qualidade da agua. Os tratamentos a 11,12, 9,20 e 10,40 mg L™ de 6leo de melaleuca,
de cravo e misto, respectivamente, proporcionaram 0s maiores tempos de transporte. A
concentracdo de amdnia total aumentou (p < 0,05) com o periodo de transporte, sendo inferior
ao controle nos tratamentos 6leo de melaleuca a 11,20 e no misto a 10,40 mg L. O oxigénio
dissolvido manteve-se em maiores valores nestas concentracdes. A densidade de 262 kg m3
mostrou diminuicdo (p < 0,05) do pH na agua. A sobrevida apos a recuperagdo foi maior no
tratamento misto a 10,40 mg L. Para um transporte de tambaqui de longa duracéo de até 48 h
a concentracdo de 10,40 mg L de dleo de cravo associada ao 6leo de melaleuca foi a mais
apropriada.

Palavras chave: sedativos, estresse, bem-estar, Colossoma macropomum

1. INTRODUCAO

O transporte de peixes vivos € uma pratica de rotina essencial nas etapas de producao
das pisciculturas (NAVARRO et al., 2017). E um manejo recorrente, na fase juvenil,
realizado comumente dentro de um saco plastico, lacrado apds a adi¢do de agua e oxigénio
puro, designado assim de sistema fechado (GONCALVES et al., 2010).

O sistema fechado apresenta algumas limitagdes que estéo atreladas a densidade de
carga, ao volume e a qualidade da 4gua (MOREIRA; FARIAS, 2015). Por serem sensiveis a
esses fatores, os peixes podem sofrer sérios efeitos em sua saude com desencadeamento de
diversas respostas fisiologicas que podem resultar em mortalidade (CONTE, 2004; IWAMA

et al., 2006). Um transporte bem-sucedido seria alcangado a partir do ajuste entre a maior
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densidade de peixes e o menor volume de &gua possivel, com o minimo de estresse,
degradacdo da qualidade da &gua e mortalidade (LUZ et al., 2013).

Algumas praticas sdo recomendadas para atribuir eficiéncia ao procedimento de
transporte. A depuracdo prévia dos animais é uma das primeiras medidas, seguida da adi¢édo
de substancias como sal ou anestésicos para diminuir os efeitos estressores e contribuir para o
bem-estar (DINIZ; HONORATO, 2012). O jejum ameniza a excre¢do de metabolitos, o sal
previne a perda de ions ao equilibrar o gradiente osmotico entre o meio externo e o plasma, 0s
anestésicos sdo bem preconizados por abrandarem a excitacdo dos peixes e reduzirem o
consumo de oxigénio (ANJOS et al., 2011; HARMON et al., 2009).

Entretanto, a frequéncia com que 0s anestésicos sintéticos tém sido utilizados nas
pisciculturas tem provocado uma série de efeitos adversos nos peixes (ZAHL et al., 2012) em
virtude disso, fitoterapicos tém sido citados como alternativa, por possuirem baixa toxicidade,
viabilidade econdmica e eficiéncia no uso (MIRGHAED et al., 2016). O 6leo de cravo,
extraido de plantas do género Eugenia (MAZZAFERA, 2003) e o dleo de melaleuca extraido
da Melaleuca alternifolia, enquadram-se nesses quesitos. O Oleo de cravo tem como
componente majoritario o eugenol (4-alil-2-metoxi-fenol), sendo o principal composto com
propriedades anestésicas, as quais tém sido bem relatadas para espécies de peixes
(JAVAHERY et al.,, 2012), ja para o Oleo de melaleuca sdo reportadas propriedades
bactericida e antifingica (OLIVEIRA et al., 2011) e recentemente anestesicas (REZENDE et
al 2017).

Colossoma macropomum (Cuvier 1818) é a principal espécie de producdo na regido
amazonica, devido ao seu grande potencial de crescimento, alta produtividade e rusticidade
(MAIA et al., 2018). Portanto, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentragdes de
6leo de cravo (eugenol), 6leo de melaleuca e sal na sobrevivéncia e qualidade de agua de
tambaqui durante a simulacdo de transporte e determinar a concentracdo mais apropriada para

esse procedimento.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Animais e instalacdes

Juvenis de tambaqui (n =300 total, 65,3+ 1,49, 13,6 + 2 mm) adquiridos em uma
piscicultura comercial, localizada no Estado do Tocantins, Brasil, e entdo, transferidos ao
laboratdrio de Morfofisiologia e Bioguimica de Peixes Neotropicais da Universidade Federal
do Tocantins campus Araguaina, TO, Brasil, foram aclimatados durante 30 dias em caixas de

polietileno (1.000 L) contendo aeracdo constante, temperatura (28,0 £ 0,6 °C) e pH (7,0 £ 0,4)
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controlados. A alimentacdo ocorreu diariamente em dois periodos (manhd e tarde) com
fornecimento de ragdo comercial extrusada com 28% de proteina bruta ad libitum. A
alimentacdo foi interrompida 24h antes da experimentacdo, para o esvaziamento do trato

gastrointestinal, conforme reportado em AMEND et al. (1982).
2.2 Procedimentos experimentais

Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Tocantins (processo n° 23.101.003678/2017-68).

A experimentacdo consistiu na exposicdo dos peixes, durante uma simulagéo de
transporte, a aditivos a base de dleos essenciais de melaleuca (Phytoterapica®) e cravo
(Biodindmica®), ao sal comum e a agua sem aditivos, contabilizando 19 tratamentos com
cinco repeti¢bes cada. Cada 6leo foi diluido em etanol puro (1:9) resultando em uma solucao
alcodlica de estoque (Vidal et al. 2008). A unidade experimental foi composta por um saco
plastico transparente contendo agua e solucdo sedativa e trés peixes nas concentragdes

descritas abaixo (Tabela 1). As concentrac6es foram definidas em testes prévios.

Tabela 1. Concentracdes de 6leos e de sal utilizadas na simulacdo de transporte de tambaqui

Aditivo Concentragdes

Dose da solugéo pré-diluida (mL L) 0,50 1,00 1,50 2,00 -
Oleo de cravo! (mg L) 2,43 4,86 7,30 9,20 -
Oleo de melaleuca? (mg L) 2,78 5,56 8,34 11,12 -
Misto (mg L) (6leo de cravo + dleo de melaleuca, 1:1) 2,60 5,20 7,80 10,40 -
Sal (0,8%) + Oleo de cravo - 4,86 - - 0,8%
Sal (0,8%) + Oleo de melaleuca - 5,56 - - 0,8%
Sal (0,8%) + Misto - 5,20 - - 0,8%
Sal - - - - 0,8%

Controle (somente 4gua), densidade 200 kg m3 - - - - -
Somente agua, densidade 262 kg m™ - - - - -

Somente 4gua, densidade 162 kg m - - - - -

Na simulagdo de transporte, um total de 285 juvenis de tambaquis foram capturados
aleatoriamente e distribuidos em 95 unidades experimentais. Em seguida, os sacos foram
completados com oxigénio puro, lacrados e condicionadas em caixas de papeldo (KUBITZA,
2009). O transporte ocorreu em ambiente com temperatura controlada entre 26 °C e 28 °C,
onde as caixas foram dispostas lado a lado e observacdes sobre o comportamento e o Obito

foram realizados em intervalos frequentes de uma hora. O comportamento foi avaliado quanto
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ao estagio de sedacdo dos peixes, conforme adaptacGes dos estagios descritos por Ross e Ross
(2008) os quais 0s peixes tinham que atingir e permanecer no estagio de leve sedacdo (pouco
reativo a estimulos externos, batimentos operculares lentos e equilibrio normal).

Quando o primeiro peixe de cada saco plasticos veio a ébito, considerou-se encerrado
0 tempo de transporte para a concentracdo. O saco pléstico foi aberto e a qualidade de agua:
temperatura, oxigénio dissolvido, pH e concentracdo de amdnia foram avaliados através de
Kits especificos. Os dois peixes restantes de cada saco plastico foram transferidos para caixas
de 500 L correspondente para cada tratamento, providas de fluxo continuo e aeragéo de agua,
seguindo as andlises de sobrevivéncia, durante um periodo de 96h de recuperacdo. Nesse
periodo o fornecimento de racdo ocorreu a partir de 24h para observar o comportamento

alimentar dos peixes.
2.3 Anélises estatisticas

Os dados foram analisados na seguinte maneira: a primeira considerando um
experimento em DIC com 19 tratamentos e segunda considerando apenas os 0Oleos e suas
concentragOes caracterizando um experimento fatorial (3x5). Na primeira analise, os dados
foram submetidos a anélise de variancia e teste de Tukey quando os resultados da anova
foram significativos (P >0,05). Utilizou-se uma analise de regressdo para os dados

relacionados aos 0leos.

3. RESULTADOS

Os valores médios dos parametros de qualidade da agua nas unidades experimentais
avaliadas por tratamento imediatamente ap6s a simulacdo de transporte, com excecdo da
temporada, demonstram sofrer interferéncia conforme o tipo e a dose do tratamento utilizado
(Tabela 2).

Tabela 2. Qualidade da agua em sistema fechado ap6s o procedimento de transporte de
tambaquis com adicédo de sal, 6leo essencial de melaleuca e 6leo essencial de cravo

Oxigénio )
Dose  Temperatura ) ) Amonia
Tratamento L 3 dissolvido pH .
(mgL?)  (©C) . (mg L")
(mgL™)
Valor inicial 25,0+0,3 8,6 £0,8* 7,1+0,2 0,001*

Pds-transporte

Densidade 162 kg m® - 24.8+0,3 2,8 +0,8bc 6,3+0,1ab 0,011 + 0,003ab

Controle (Densidade -

200 kg m) 251+09 3,2+0,8¢c 6,3+0,2ab 0,021 +0,001b




33

Densidade 262 kg m

- 251+0,5 3,6 + 1,5¢ 5,9+0,1b* 0,018 + 0,002ab
2,78 249+0,5 3,2+0,8c 6,2 +0,1ab 0,012 + 0,003ab
. 5,56 248+0,4 58+ 1,8 6,3+0,1ab 0,010 + 0,002ab
Oleo de melaleuca
8,34 24,7 +0,7 42+13a 6,3+0,1ab 0,010 + 0,003ab
1112 24,9+0,2 5,4 + 0,9ab 6,4+0,.2ab 0,006 + 0,001b
2,43 252 +0,4 3,6 + 0,5bc 6,3+0,2ab 0,012 + 0,003ab
. 4,86 25,0+ 0,7 3,4 +0,9bc 6,2+0,1ab 0,010 % 0,004ab
Oleo de cravo
7,30 249+0,5 3,8 + 1,5abc 6,2+0,1ab 0,009 + 0,003ab
9,20 253+0,4 4,2 +0,8abc 6,5+02a 0,009 + 0,003ab
2,60 250+ 0,4 3,2+0,8c 6,2+0,1ab 0,011 +0,003ab
Misto (1:1): 5,20 24,9+0,2 4,4 +1,1c 6,3+0,2ab 0,009 + 0,003ab
6leo de cravo
10,40 247+04 4,8 +0,8ab 6,6+0,1a 0,006 + 0,003c
Sal 08%  247+04 3,2+0,8¢c 6,3+0,1ab 0,011 + 0,003ab
Sal e 6leo de melaleuca 5,60 248+0,3 3,6 +0,5¢ 6,2+0,1ab 0,011 + 0,003ab
Sal e 6leo de cravo 4,80 251+0,3 3,8+0,8¢c 6,3+0,1ab 0,012 + 0,003ab
Sal e composto (1:1) 520 251402 3,8+0,8¢ 6,3+0,1ab 0,012 +0,002a

* Indica diferenca significativa em relag&o ao valor inicial, letras diferentes na coluna indicam
diferencas entre os tratamentos pelo teste Tukey (p < 0,05)

O tempo médio de transporte para cada concentracdo dos tratamentos esta exibido a

sequir (Figura 1). As doses, de 6leo de melaleuca, 6leo de cravo e misto (1:1) 11,12, 9,22 e

10,40 mg L%, respectivamente, proporcionaram 0 maior tempo de transporte quando

comparado ao controle.
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Densidade 262 kg L Hb
Controle (200 kg L) b

6leo de cravo 2,43 mg L) b

Oleo de melaleuca (2,78 mg L) |—| ab

Oleo de melaleucatdleo de cravo (2,60 mg L)

Densidade 162 kg L — ab
Sal (0,8%) —ab

Oleo de cravo (4,86 mg L) ab

Sal (0,8%) + melaleuca (5,56 mg L) ab

Oleo de cravo (7,30 mg L?)

Oleo de melaleucatoleo de cravo (5,20 mg L%)

Oleo de melaleuca (5,56 mg L) i ab
Oleo de melaleuca (8,34 mg L) i ab
Sal (0,8%) + oleo de cravo (4,86 mg L) — ab
Oleo de melaleuca+6leo de cravo (7,80 mg L) ab
Sal (0,8%)+oleo melaleuca+oleo de cravo (5,20 mg L) |—| ab
Oleo de melaleuca (11,12 mg L?) —ab

ab

Oleo de cravo (9,20 mg LY)

Oleo de melaleuca+6leo de cravo (10,40 mg L)
0 15 30 45 60 75
Horas de Transporte (h)

Figura 1. Tempo limite para o transporte (horas) de juvenis de tambaqui em diferentes
densidades e concentracBes dos respectivos aditivos: sal, 6leo essencial de melaleuca e dleo
de cravo. Letras diferentes indicam diferencas entre os tratamentos pelo teste Tukey
(p <0,05)

A andlise do efeito entre as diferentes concentracBes para cada tratamento de forma
isolada, através de regressdo linear, demonstra que 0 aumento na resposta para tempo de
transporte, independente dos compostos: 6leo de cravo, 6leo de melaleuca e misto entre éleo
de cravo e 6leo de melaleuca seguem o mesmo padréo para todos: y = 7,03x + 36,44, r> = 0,95

(Figura 2).
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y=3644 + 7.03x, 2= 095 T

60 -

40-
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0.0 0.5 1.0 15 20
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Figura 2. Regresséo linear do tempo limite de transporte (horas) de tambaqui em funcéo da
concentracdo dos aditivos: 6leo de melaleuca, éleo de cravo ou misto

O efeito nos parametros de qualidade da &gua de transporte, também foi evidenciado
pelas equacdes de regressao linear, conforme apresentadas a seguir (tabela 3). A concentracdo
de amonia e o pH apresentaram o mesmo padréo de equacdo. Para o oxigénio dissolvido, 0s

tratamentos apresentaram equacdes distintas.

Tabela 3. Regressdo linear dos parametros de qualidade de 4gua do transporte de tambaqui em
funcéo da concentracdo dos aditivos: 6leo de melaleuca, 6leo de cravo ou misto

Parametro

Tratamento Amonia (mg L™) pH Oxigénio dissolvido (mg L%

Oleo de cravo y = 2,84 +0,68x, 12 = 0,49

Oleo de melaleuca y =292 +1,32x, 1> = 0,58
y=0,017-0,003x,r2=0,96 y=6,17 +0,16x, 1> =0,93

Misto (6leo de
melaleuca + 6leo y =2,36 +0,88x, 1* = 0,66
de cravo)

As taxas de sobrevivéncia registradas durante a recuperacdo por 96 h apds os
tambaquis serem submetidos a simulagéo de transporte estdo exibidas na tabela abaixo (tabela
4).
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Tabela 4. Sobrevida de tambaquis durante a recuperagdo por 96 horas ap0s ao transporte em
sistema fechado com adicéo de aditivos: sal, 6leo essencial de melaleuca e 6leo de cravo

Tratamento Dose (mg L™) Taxa de sobrevivéncia (%)
Densidade 162 kg m? - 70
Controle (Densidade 200 kg m=) - 50
Densidade 262 kg m - 40
2,78 40
Oleo de melaleuca >0 60
8,34 60
11,12 80
2,43 40
Oleo de cravo 486 >0
7,30 70
9,20 80
2,60 40
Misto (1:1): 6leo de cravo e 6leo de 520 60
melaleuca 7,80 70
10,40 90
Sal 0,8% 70
Sal e 6leo de melaleuca 5,60 60
Sal e 6leo de cravo 4,80 60
Sal e misto 5,20 70

A avaliacdo do comportamento alimentar denotou que os peixes do controle e
densidade 262 kg m® comecaram a comer a partir de 72 h e retomaram a alimentagéo
habitualmente somente a partir das 96 h de recuperacdo. O tempo de retomada para 0s peixes
das concentragOes 2,43, 2,60, 2,78, 4,86 e 5,56 mg L™ foi em torno de 72 h, enquanto os
peixes expostos a concentracdo de 10,4 mg L do sedativo (misto) retomaram alimentacéo a

partir das 48 h ap6s o transporte, voltando ao consumo normal em 72 h.

4. DISCUSSAO

O transporte de peixes &€ muito importante para a piscicultura e 0 monitoramento da
qualidade da agua e essencial para o sucesso desta operacdo (GARCIA et al., 2015). Além
disso, adequar a densidade de carga de peixes para sistemas de transporte fechados deve

considerar devidamente varios fatores, como espécie, peso individual do peixe, volume de
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agua, coeficiente de espaco livre, temperatura, qualidade da &gua e duragdo do transporte
(KAMALAM et al., 2017).

A temperatura da agua nos sacos plasticos manteve-se dentro da faixa de conforto da
espécie que € de 25 °C a 30 °C (SILVA et al., 2013). Esse fato era esperado uma vez que as
embalagens foram acondicionadas nas caixas de papeldo e a temperatura externa foi
controlada (27,2 £ 1,1 °C).

A diminuicdo do pH, em todos os tratamentos e inclusive sendo mais expressiva na
maior densidade empregada, podem ter sido ocasionadas pelo consequente aumento do
dioxido de carbono devido a respiracdo natural dos peixes, conforme reportado por Kamalam
et al. (2017). Anjos et al. (2011), avaliaram o uso de sal, gesso e 6leo de cravo em um
transporte de alevinos da mesma espécie por 12 h e relataram mudancas significativas nos
paramentos da agua, principalmente pela reducdo do pH, o que corrobora com os resultados
do presente estudo.

As alteragGes ocorridas nas concentragdes de amonia em todos os tratamentos séo o
reflexo do tempo de confinamento dos peixes nos sacos plasticos, que tende a aumentar
devido a excrecdo de metabdlitos na agua (URBINATI et al., 2004), ainda mais quando a
densidade ¢ elevada (GONSALVES et al., 2010).

O comportamento de sedacdo foi mantido nos tratamentos com as maiores doses dos
6leos, desta forma colaborando para que as concentraces de amdnia fossem inferiores nesses
tratamentos. Isso elucida, os efeitos positivos da adicdo dos sedativos, pois 0 uso desse tipo de
substancia visa a reducdo da excitacdo dos peixes retardando o metabolismo dos animais para
que resulte em menor consumo de oxigénio e excrecdo de metabolitos (HARMON, 2009).
Achados semelhantes, foram encontrados no transporte de tilapia do Nilo por 4 h, onde o
tratamento com 6leo de cravo a 15 mg L™ foi eficiente em amenizar a excre¢do de aménia
(MOREIRA; FARIAS, 2015). De modo similar, no transporte de jundia (Rhamdia quelen)
com mesma duracdo o eugenol e o dleo essencial de Lippia alba reduziram a excrecdo de
amonia (BECKER et al., 2012).

Os peixes expostos as menores concentragdes ou ao sal ndo mostraram estagio de
sedacdo e mantiveram-se com a natacdo e o metabolismo mais ativos, causando maior
deterioracdo da qualidade da agua. Essas observacOes estdo em conformidade com as
realizadas por Moreira e Farias (2015) com tilapias do Nilo submetidas ao transporte com 5 e
10 mg L de 6leo de cravo.

Em relacdo ao tempo de transporte, o fato de as menores médias de tempo de

transporte terem ocorrido no controle e na maior densidade podem ser atribuidos a auséncia
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de aditivos, o que deixou 0s peixes mais sucessiveis ao estresse em funcdo da movimentagao
excessiva nos sacos, abrasdo mecanica e deterioracdo de qualidade da agua (GONCALVES et
al., 2010; MOREIRA, FARIAS, 2015). Cabe ressaltar, que apesar do menor tempo, ainda
ultrapassaram a faixa de 20 h, isso pode ser um reflexo dos manejos empregados, como a
depuracdo por 24 h e o proprio adensamento utilizado no saco plastico. Gomes et al. (2006)
relataram que o sal ndo foi eficiente na reducdo do estresse do tambaqui transportados em
sistemas fechados e que inclusive contribuiu para a mortalidade dos peixes por causa de
disfungdes osmorregulatéria induzidas pelo tipo de sistema. Em contraste, nos tratamentos
que tiveram a adicdo de aditivos, principalmente o sedativo de melaleuca e cravo combinados
a 10,40 mg L%, houve maior tempo de transporte devido a eficiéncia do efeito sinérgico do
aditivo conjuntamente ao manejo.

Durante a recuperacdo o comportamento alimentar foi um reflexo da amplitude do
estresse gerado pelo transporte, os tambaquis expostos as maiores doses sedativas retomaram
a alimentag&o mais rapidamente devido efeitos redutores do estresse. Em consonancia Gomes
et al. (2003), mencionam que peixes quando menos estressados durante a operacdo de
transporte retomam a alimentacdo habitualmente nas primeiras 48 h, demonstrando assim
sinais de recuperacdo. O tambaqui, segundo estes autores, apresentou valores de cortisol
semelhantes aos valores registrados antes do transporte neste periodo da recuperagdo,
indiciando o retorno da homeostase, isso possivelmente foi o que contribuiu para as
diferencas no comportamento alimentar dos peixes no presente estudo.

As diferencas observadas para a sobrevida dos tambaquis durante o periodo de
recuperacdo por 96 horas, também esta associada ao estresse, conforme aponta Barton (2002)
o transporte atua como multiplos estimulos adversos aos peixes que induzem respostas a esses
estimulos, com consequéncias negativas sobre o desempenho, imunidade e suscetibilidade dos
peixes a doencas e pode ter como resultado a morte. De modo analogo, Navarro et al. (2017)
registraram altas taxas de mortalidade de pacamas (Lophiosilurus alexandri) logo nas
primeiras 24 h ap6s um transporte de 10 h devido ao estresse gerado durante o procedimento.
No presente estudo, a maior sobrevida ocorrida para o tratamento misto a 10,40 mg * é um
indicativo de efeitos redutores de estresse, visto também pelos efeitos sobre a qualidade da

agua e comportamento alimentar.

5. CONCLUSAO
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O efeito sinérgico do anestésico 6leo de melaleuca associado ao 6leo de cravo, na
concentracgdo de 10,4 mg L foi evidenciado e pode ser indicado para uso no transporte de

tambaqui de longa duracao (até 48h) em sistema fechado.
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Resumo

Avaliou-se os efeitos da utilizacdo do sedativo de 6leos essenciais de melaleuca e cravo
combinados em comparacdo aos do sal sobre indicadores de estresse em tambaqui,
submetidos a dois experimentos de transporte: um de curta duragdo por 15 h e outro com
duracdo maior de 36 h. Os peixes foram distribuidos em dois tratamentos, na sequéncia
transportados dentro de sacos plasticos (195 g/L; 20 réplicas por tratamento) contendo agua
previamente preparada. No tratamento MEUG, os peixes foram transportados em &gua
contendo a adi¢do de 10,4 mg/L de solucdo anestésica de 6leo essencial de melaleuca e 6leo
de cravo; no tratamento SAL, com sal a 0,8% adicionado. O grupo basal foi constituido por
peixes ndo submetidos ao transporte. A eficacia destes fitoterapicos foi verificada pelos
indicadores bioquimico, hematoldgico e histoldégico pds-transporte e apds 96 h de
recuperacdo. Os niveis de cortisol, glicose e lactato plasmatico aumentaram apos o transporte,
em comparacdo aos valores antes dos transportes. Os valores glicémicos do tratamento
MEUG foram inferiores ao do tratamento SAL, independentemente do tempo de transporte. O
mesmo ocorreu para o lactato, somente no experimento de 15 h. Os niveis do glicogénio
hepético foram maiores no tratamento MEUG. N&o houve alteragdes nos ions (sodio, cloreto,
potassio) independente do tratamento e do tempo de transporte. A concentracdo de
hemoglobina aumentou no tratamento SAL, ap6s o transporte de 15 h e 36 h. As branquias
ndo sofreram alterac6es morfofisiologicas deletérias. Com excecdo do glicogénio hepéatico no
tratamento SAL, todos os parametros estavam semelhantes aos basais apds recuperacao por
96 h. Os indicadores evidenciaram respostas primarias e secundaria ao estresse, demonstrando
resultados mais favoraveis para o transporte de tambaquis por 15 e 36 h com uso dos 6leos
essenciais combinados de melaleuca e cravo a 10,4 mg L como sedativos.

Palavras chaves: transporte, fitoterapicos, estresse, bem-estar

1. INTRODUCAO

Em pisciculturas, o transporte de peixes vivos é fundamental para o ciclo de producéo.
O sistema bésico de transporte mais comumente utilizado é o de sistema fechado, constituido
por um recipiente fechado (saco plastico) onde todos os requisitos para a sobrevivéncia dos
peixes sdo autocontidos (BERK, 1986; BARBAS et al., 2017). Entretanto, fatores como a
duracdo, a densidade de carga e as mudancas bruscas nos parametros fisico-quimicos da agua
influenciam diretamente a eficiéncia desse procedimento por causarem estresse aos peixes
(ZAHL et al., 2012; LUZ et al., 2013).
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As respostas ao estresse em peixes sdo classificadas em priméria, secundaria e
terciaria. Estas respostas geralmente sdo usados como indicadores quantitativos do estresse,
inclusive ao transporte (SAMPAIO; FREIRE, 2016). Na caracterizacdo da resposta primaria,
o cortisol ¢ um dos indicadores mais utilizados (ADAMANTE et al., 2008). Como
indicadores secundarios, alteracdes na glicemia, acido lactico, glicogénio hepéatico e muscular,
pardmetros hematologicos e equilibrio hidroeletrolitico sdo utilizados para diagnosticar a
ocorréncia de estresse (WENDELAAR-BONGA, 1997). As respostas terciarias sdo
caracterizadas pelo comprometimento do crescimento, mudancas no comportamento e
aumento da susceptibilidade a doencgas e consequentemente mortalidade (WENDELAAR-
BONGA, 1997).

Alguns trabalhos descrevem alternativas para minimizar o estresse e contribuir com o
bem-estar dos peixes, por exemplo, controle da densidade, adi¢do de sal ou anestésicos na
agua de transporte. Em algumas situaces, o tratamento com agentes anestésicos ou sedativos
pode ser necessario para garantir o bem-estar dos peixes (ZAHL et al., 2012). Algumas
consideracOes sdo feitas na escolha do anestésico, incluindo seguranca, custo, disponibilidade
e protocolo de administracdo (PAWAR et al., 2011).

Vaérios produtos sintéticos, como metanossulfonato de tricaina (MS-222), sulfato de
quinaldina, benzocaina e 2-fenoxietanol sdo amplamente utilizados para anestesiar peixes
(CORREIA et al., 2018). No entanto, efeitos negativos, como perda de muco, irritacdo
branquial e danos na cornea podem ser observados (PARODI et al., 2014). Nos ultimos anos,
atencdo tem sido dada para anestésicos de fontes naturais por serem menos toxicos para
animais, consumidores e para 0 meio ambiente, além serem de baixo custo (SACCOL et al.,
2018).

O oleo de cravo, extraido de plantas do género Eugenia, é considerado seguro para
humanos, animais e ambiente e de facil aquisicdo (IVERSEN et al., 2003). O componente
majoritario desse 6leo é o eugenol (4-alil-2-metoxi-fenol) cuja propriedade anestésica é bem
reportada na literatura para varias espécies (FERNANDES et al., 2017). O dleo de Melaleuca
alternifélia € mais conhecido por sua acdo bactericida e antifungica. Estudos recentes
demonstraram a sua eficacia como sedativo para algumas espécies de peixes como a
Oreochromis niloticus (REZENDE et al., 2017) e o Rhamdia quelen (SOUZA et al., 2018),
em outras espécies 0s estudos ainda sdo incipientes, inclusive durante o transporte.

Colossoma macropomum, comumente chamado de tambaqui, pertencente a familia
Serrasalmidae, € uma das espécies mais cultivadas nas pisciculturas brasileiras e de varios
outros paises da América do Sul e Central (FAO, 2017, REIS et al., 2019). A compreensdo
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das respostas ao estresse durante o transporte é importante para elaborar procedimentos de
boas praticas de manejos. Objetivou-se com este estudo, avaliar a eficicia de aditivos
fitoterapicos a base de 6leos essenciais de melaleuca e cravo em comparacgédo ao sal durante o
transporte de tambaqui, utilizando os seguintes indicadores: caracteristicas fisico-quimicas da

agua, ions plasmaticos, parametros hematolégicos, histologicos e metabolicos.
2. MATERIAL E METODOS
2.1 Aditivos

O sal (cloreto de sddio, Master® 25 kg); o 6leo essencial de melaleuca (Terpinen-4-ol
44%, Phytoterapica® 20 ml) e o dleo essencial de cravo (Eugenol 98%, Biodindmica® 20
ml), foram obtidos em lojas especializadas. Devido sua natureza hidrofébica, foi preparada
uma solucédo sedativa diluindo-se 10 ml de cada 6leo em alcool etilico 99,8% na propor¢éo
1:1:9 (VIDAL et al., 2008).

2.2 Animais e aclimatacéo

Juvenis de tambaqui (n = 300 total, 65,2 £ 1,20 g, 13,8 £ 1,10 cm) foram aclimatados
durante 30 dias em viveiros (12 m?) nas instalacdes da Embrapa (Empresa Brasileira de Pesca
e Aquicultura) em Palmas, Tocantins, Brasil. Durante a aclimatag&o, a aeragdo foi constante, a
temperatura (28 + 0,6 °C) e o pH (7,0 £ 0,4) controlados. Os peixes foram alimentados
diariamente em dois periodos (9 h e 16 h) com fornecimento de racdo comercial extrusada ad
libitum (32% de proteina bruta). A alimentacdo foi suspensa 24 h antes das experimenta¢oes,

para o esvaziamento do trato digestivo.

2.3 Procedimentos experimentais

Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Tocantins (processo n0.23.101.003678/2017-68).

Dois experimentos (Experimento 1 e Experimento 2) foram elaborados simulando os
procedimentos logisticos de transporte de tambaqui comumente realizados no ciclo de
producdo da piscicultura. Ambos foram conduzidos em condigdes de tempo e procedimentos
viaveis para uso em piscicultura, estes incluiram trafego rodoviario e espera (ainda nos sacos),
antes de serem efetivamente liberadas no destino final.

Nos experimentos, foram avaliados: 1) tratamento MEUG, preparado com 2 mL da
solugéo sedativa diluida em 10 L de agua (equivalente a 10,4 mg de 6leo L™?); 2) tratamento

SAL, 100 L de agua com sal a 0,8%. Estas concentragbes foram estabelecidas em testes
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prévios, as quais garantiram a sobrevivéncia. Um tratamento sem adi¢do de aditivos ndo foi
preparado, tendo em vista que o transporte da espécie é recomendado com a adigdo sal
(GOMES et al., 2003; SOARES et al., 2009). Dez peixes capturados nos viveiros antes do
transporte, foram utilizados para coleta de amostras (sangue, figado, musculo branco e
branquias) para constituir um grupo de peixes que ndo foram submetidos ao estresse de
transporte.

Os procedimentos de captura e acondicionamento nas unidades (sacos plasticos) foram
idénticos em ambas as experimentacGes, a saber: 120 tambaquis foram capturados nos
viveiros e embalados em sacos plasticos com &gua (0,850 L), previamente preparada com as
dosagens a serem avaliadas como tratamentos. Ao total, foram 20 sacos por tratamento, na
densidade de 195 g L (3 peixes por saco). Em seguida, os sacos foram completados com ar
comprimido, lacrados, condicionadas em caixas papeldo e colocadas em um veiculo.

No Experimento 1, o tempo total no transporte foi de 15 h, compreendeu um
deslocamento rodoviario de 375 Km com 5 h de duracdo (EMBRAPA-Palmas até o
Laboratorio de Morfofisiologia de Peixes Neotropicais da Universidade Federal do Tocantins,
Araguaina/TO), onde 0s peixes permaneceram nos sacos por mais 10 h. Ao final desse
periodo, os sacos foram abertos e 10 peixes por tratamento foram retirados e amostrados
(coleta de sangue, figado, musculo branco e branquias) e os peixes remanescentes foram
submetidos a recuperacéo.

O Experimento 2, o deslocamento rodoviario durou 6 h e o tempo de espera nos sacos
plasticos foi de 30 h, totalizando assim 36 h de transporte. Ao término dessa operacao, 10

peixes foram amostrados por tratamento e os peixes restantes levados a recuperacéo.

2.4 Recuperagao do estresse

A recuperacdo ao estresse ocorreu a partir do momento em que os 50 peixes (ndo
amostrados), resultantes nos sacos plasticos foram distribuidos em tanques de polietileno (500
L) correspondente para cada tratamento, para a avaliacdo da recuperacdo por 96 h. Durante
este periodo, a aeracdo foi constante e os parametros de agua controlados (temperatura:
28,0 0,5 °C; pH: 6,9 + 0,2; Oxigénio dissolvido (OD): 9,0 + 0,3 mg L!; Aménia: 0,001 mg
L1). O arragcoamento foi fornecido conforme as condigdes descritas durante a aclimatagao.

Apos a recuperacdo 10 peixes por tratamento foram submetidos a amostragem.

2.5 Coleta de amostras
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O sangue foi coletado por pungdo do vaso caudal usando seringas embebidas em
anticoagulante para a anélise hematoldgica e bioquimica. A coleta das amostras de tecidos
(figado, musculo e branquias) ocorreram apds a eutanasia pela sec¢do da medula espinhal dos

peixes.

2.7 Andlises hematoldgicas

Apbs a coleta do sangue, o hematdcrito (%), a concentragio de hemoglobina (g dL™) e
0 nimero de eritrocitos (10  uL™Y) foram determinados. O hematdcrito foi determinado pelo
método de microhematdcrito, a hemoglobina pelo método da cianometahemoglobina. O
namero de eritrocitos foi quantificado a partir de uma aliquota de sangue total fixada em
tampdo formol citrato, usando-se uma camara de Neubauer espelhada, em microscopio de luz
(aumento de 40x). A partir dos resultados desses parametros os calculos dos indices
hematimétricos como o Volume Corpuscular Médio (VCM), a Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM) e a Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) foram
efetuados de acordo com Ranzani-Paiva et al. (2013).

Extensdes sanguineas também foram preparadas e coradas com Pandtico (Laborclin®)
para contagem total trombdcitos e diferencial de Leucdcitos seguindo as rescomendagdes de
Ranzani-Paiva et al., 2013).

2.6 Analises Bioquimicas

Amostras de sangue de 1,0 ml de cada animal foram centrifugadas a 12000 g por 3
min para separacdo de plasma e consecutivamente armazenado a -20 °C. No plasma foram
determinadas as concentrag@es de cortisol (g dLt), glicose (mg dL™?), lactato (mmol L), fon
sodio (MEq LY), ion cloreto (mEq L) e ion potassio (mEq L1). As determinages ocorreram
com a utilizacdo de kits especificos para cada parametro, seguindo as recomendacdes de cada
fabricante, a leitura ocorreu em microplacas através de um espectrofotdbmetro. As amostras de
figado e musculo branco foram utilizadas para determinar a concentracdo do glicogénio
hepatico e glicogénio muscular por meio de ensaio do teor de agUcares totais (leitura em
microplacas, a 480 nm) e os resultados foram expressos em pmols de glicosil-glicose g de
tecido (BIDINOTTO et al., 1997).

2.7 Processamento histoldgico e coloracao

As amostras do tecido branquial foram fixadas por 24 h em solucdo Bouin, apds

fixacdo foram desidratados em séries crescentes de alcoois (de 70% a 100%), diafanizadas em
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xilol, impregnados e posteriormente incorporados em parafina. Na sequéncia, o material foi
seccionado em cortes sagitais e transversais com 3 pm, estes foram hidratados e recolhidos
em laminas de vidros e entdo coradas em Hematoxilina e Eosina (HE) para as analises de
alteracdes morfoldgicas no epitélio branquial. Ja as sec¢des transversais foram coradas em
acido periddico de Schiff (Mc Manaus, 1948) para contagem total de células produtoras de

muco.

2.7.1 Analises histoldgicas

A andlise do tecido branquial foi obtida em um microscopio conectado a um
computador pelo software LAS 2.0. O tecido branquial foi examinado em 10 campos
aleatorios contendo 10 lamelas secundarias por campo em aumento de 400x. Estes exames
ocorreram semi-quantitativamente pelo Céalculo do Valor Médio de Alteracdo (VMA), com
base na incidéncia de lesbes (SCHWAIGER et al., 1997) e pelo Célculo do indice de
Alteracdo Histopatologica (IAH), baseado na severidade de cada lesdo (POLEKSIC &
MITROVIC — TUTUNDZIC, 1994).

2.7.2 Contagem de células mucosas

O ndmero total de células mucosas no epitélio branquial foi quantificado em 10
campos aleatdrios por peixe, cada campo foi constituido por um corte transversal do filamento
branquial no aumento de 400x, desta maneira contabilizou-se o numero total de células

produtoras de muco presentes nestes filamentos.

2.8 Andlise da agua

As caracteristicas fisico-quimicas da dgua foram mensuradas nos sacos plasticos antes
e apos a conclusdo do transporte em ambos 0s experimentos. A temperatura foi aferida por
meio de um termodmetro, nos demais parametros (oxigénio dissolvido, pH e concentracdo de

amonia) foram utlilizados kits especificos.

2.9 Analise estatistica

Os valores de todos parametros foram expressos como média + desvio padrdo. Todos
0os dados foram submetidos ao teste de Barthey para verificar a homogeneidade das
variancias. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. As diferencas

estatisticas entre 0s grupos experimentais foram determinadas pelo teste de variancia ANOVA
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e teste de Tukey. As diferencgas foram consideradas significativas com valores de P inferiores
a 0,05. Estas analises ocorreram com o software Graph Pad Instat® 5.0.

3. RESULTADOS

3.1 Parametros de qualidade de agua e mortalidade

N&o ocorreram mortalidades de tambaquis durante os experimentos.

Os valores dos parametros de qualidade de dgua do experimento 1 e do experimento 2
estdo listados a seguir (tabela 1). Para a temperatura e 0o pH ndo ocorreram diferencas
significativas em ambos os experimentos. Ocorreu reducdo do oxigénio dissolvido e aumento
na concentracdo de amonia apds os transportes. Entretanto, o oxigénio dissolvido foi
significativamente maior e a concentracdo de amonia menor no tratamento MEUG em relacdo

ao tratamento SAL.

Tabela 1. Pardmetros de qualidade de agua ap6s o transporte de Colossoma macropomum em
periodo de 15 h e 36 h e recuperacao por 96 horas

Transporte por 15 h

Antes Pés-transporte

Parametro Inicio SAL MEUG
Temperatura (°C) 26,6+1,0 27,3£0,7a 25,6 £ 0,5a
Oxigénio Dissolvido (mg L™?) 8505 3,0 £ 0,8b* 4,5+ 0,5a*
pH 6,8+0,3 6,0+ 0,7a 6,2 £ 0,5a

Amonia (mg L) 0,001 £ 0,042 £ 0,020 £

g 0,0001 0,003b 0,002a

Transporte por 36 h

Temperatura (°C) 257+0,4 27,4+ 0,8a 26,4 +0,5a
Oxigénio Dissolvido (mg L-1) 90+05 2,5+ 0,8a* 4,0 + 0,4b*
pH 69+06 5,8 + 0,6 6,3+ 0,5a

a 0,001 + 0,040 + 0,022 +

Amonia (mg L-1) 0,0001 0,0001b 0,0002a

Valores sdo médias com desvio padréo. * Indica diferenca em relacéo ao valor inicial. Letras
diferentes na mesma linha representam diferencas significativas (P < 0,05) pelo teste de Tukey

3.3 Parametros hematoldgicos

Os valores médios dos parametros hematologicos dos tambaquis expostos aos dois
experimentos de transporte, antes, pos-transporte e ap0s as 96 h de recuperacdo estdo
apresentados na Tabela 2. Houve aumento na concentracdo de hemoglobina dos peixes do
tratamento SAL em comparagéo aos valores basais, em ambos 0s experimentos. Apds as 96 h

de recuperacéo os valores nao diferiram.
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Tabela 2. Pardmetros hematoldgicos de tambaqui submetidos ao transporte por 15 e por 36
horas e recuperacdo por 96 horas. RBC = eritrocitos; Hb = hemoglobina; VCM = volume
corpuscular médio; HCM = hemoglobina corpuscular média; CHCM = concentracdo de

hemoglobina corpuscular média

Transporte por 15 h

Pds-transporte

Pds-recuperacao

Pardmetro Basal SAL MEUG SAL MEUG
RBC (10 éuL™?) 2,2+0,13 2,5+0,14a 2,3+0,14a 2,07+ 0,15a 2,10 +0,14a
Hb (g dL™) 10,7+0,9 14,2 + 0,8*b 11,4+ 3,5a 12,4 + 3,5a 11,3+ 0,6a
Hct (%) 25,47 £ 3,33 27,73 + 3,01a 27,80 + 3,78a 26,30 £ 2,3a 27,07 £ 2,2a
HCM (fL) 50,11 £ 7,47 55,23 * 8,25a 51,40 £ 11,78a 51,25 £ 6,7a 50,95 * 6,8a
VCM (pg cel?) 11498 £11,58 116,72+7,98a 112,01 +13,63a 126,2 + 10a 116,7 £ 9,2a
CHCM (pg fL?Y) 0,54 £ 0,09 0,58 £0,1a 0,55 + 0,084a 0,55 £ 0,09a 0,52 £ 0,08a
Transporte por 36 h

RBC (10 éuL™?) 2,3+05 2,6 £0,14a 2,4 +0,14a 2,27 £0,15a 2,30 +0,2a
Hb (g/dL) 11,28+1,0 15,23 £ 0,7*b 12,5+ 0,9a 12,1+ 12a 11,05+ 0,6a
Hct (%) 255+12 28,7+ 152 27,5+ 0,9a 25,30+ 1,3a 26,08 + 1,2a
HCM (fL) 59,2+5,3 60,2 £ 5,25a 58,3 + 3,78a 66,19 + 4,7a 60,95 * 6,8a
VCM (pg/cel) 118,68 +11,58 136,72+7,98a 122,01 +13,63a  126,2+10,4a 122,7+9,2a
CHCM (pg/fL) 0,59 £ 0,03 0,62 £ 0,04a 0,51+ 0,084a 0,54 £ 0,09a 0,52 £ 0,05a

Vvalores sdo médias com desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas
(p < 0,05) pelo teste de Tukey

A contagem de trombdcitos totais, leucdcitos totais e a diferencial de leucécitos ndo

apresentaram diferencas significativas, independentemente do tempo de transporte ou ao

tratamento utilizado (Tabela 3).

Tabela 3. Contagem total de trombdcitos (Th totais), de Leucdcitos totais (Lc totais) e
diferencial de leucdcitos de juvenis de Colossoma macropomum submetidos ao transporte por
15 h e 36 h e recuperacao por 96 horas

Transporte por 15 h

Pés-transporte

Pds-recuperacéo

E’S{jmetmg Controle SAL MEUG SAL MEUG

Tb totais 12.420 £ 2.339 11.490 + 2.652a 12.930+ 1.867a 11.430 £ 2.303a 12.430 + 1.604a
Lc totais 85.933 +5.580 83.554 + 7.650a 87.911 + 9.864a 84.464 +5.743a 85.752 + 7245a
Linfécitos 76.400 + 4.630 71910 +7.856a  76.235+8082  75557+8.387a  81.336 +8.454a
Neutréfilos 5.247 + 1.080 2647+2036a  3.606+16334a  3.262+1384a  3.378+1.474a
Mondcitos 2,565 + 658 3401+1014a  3.126+1262a  3.035+1093a  2,783+629

Basofilos 904 + 4458 1252 + 609a 1.737 +577a 1.518 + 457a 1.275 +557a

LG-PAS 1.910 £ 812 1.853 +534a 1.561 + 684a 1.158 + 460a 1.442 + 374a

Transporte por 36 h
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Tb totais 12.031 +1.500 13.310 +1.813a 13.900 + 2.078a 13.010 + 2.345a 14.310 + 1.986a
Lc totais 79.205 +5.743 84.704 + 6.526a 87.443 + 9.864a 82.058 + 5.743a 85.752 + 5.397a
Linfécitos 78.374 +7.358,1 75.895 +8.294,7a  78.411 +87455a 73.927 £6.148a  79.230 + 11.806a
Neutrofilos 3.428 £1.172 2.866 +£1.801a 2.978 £ 731,4a 2.458 £532a 3.110 £1.870a
Monécitos 2.347 + 806,2 3.274 +1.482,1a 2.544 + 942 9a 2.550 + 1343a 2,249 + 1.540a
Basofilos 861+721,8 818 + 548a 1.291 +432a 980 + 332a 948 + 516a
LG-PAS 1.910+8125 1.853 + 534,6a 1.561 + 684,5a 1.158 + 460,7a 1.442 + 374a

Valores sdo médias com desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha representam diferencas significativas
(p < 0,05) pelo teste de Tukey

3.3 Parametros bioquimicos

Os niveis de cortisol plasmatico aumentaram no tratamento SAL e no tratamento
MEUG, imediatamente apos o transporte de 15 h e 36 h, em relacéo aos valores basais (Figura

1). Nao houve diferencas entre os dois tratamentos. Apds 96 h de recuperacao, os valores
retornaram aos basais.
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Figura 1. Niveis de cortisol plasmatico em Colossoma macropomum submetidos ao
transporte de 15 h (A) e 36 h (B) com adicdo de sal a 0,8% (SAL) ou sedativo de dleo
essencial de melaleuca e cravo a 10,4 mg L™ (MEUG). * Indica diferenca significativa (p <
0,05) em comparagdo ao grupo basal. Letras diferentes nas barras representam diferencas
entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05) em cada tempo de amostragem: PT (Pds-
transporte); 96 REC (apds 96 horas de recuperacao)

Os niveis plasmaticos de glicose aumentaram apds as 15 h e 36 h de transporte, em
ambos os tratamentos, em relacdo ao grupo basal (figura 2). Entretanto, os valores foram
significativamente menores no tratamento MEUG em comparacdo ao tratamento SAL. Os
niveis de lactato plasmatico também aumentaram, apds os periodos de transporte, nos dois
tratamentos avaliados (figura 2). Todavia, no tratamento MEUG, os niveis de lactato
plasmético foram significativamente inferiores ao tratamento SAL apos o transporte de 15 h.

Isto ndo ocorreu apds o transporte de 36 h, onde os valores do lactato plasméatico nédo
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diferiram entre os tratamentos. Apos as 96 h de recuperacdo, ndo ocorreram diferengas entre

tratamentos, os niveis de glicose e lactato plasméticos estavam semelhantes aos basais.
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Figura 2. Glicose plasmatica e lactato plasmatico em Colossoma macropomum submetidos ao
transporte de 15 h (A, C) e 36 h (B, D) com adi¢éo de sal a 0,8% (SAL) ou sedativo de 6leo
essencial de melaleuca e cravo a 10,4 mg L™* (MEUG). * Indica diferenca significativa (p <
0,05) em comparagdo ao grupo basal. Letras diferentes nas barras representam diferencas
entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05) em cada tempo de amostragem: PT (Pés-
transporte); 96 REC (apds 96 horas de recuperacao)

Os ions cloreto, sodio e potéssio, ndo apresentaram variagdes significativas (P < 0,05)
apos os transportes 15 h e 36 h ou ap6s 96 h de recuperacéo (Figura 3).
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Figura 3. Niveis plasmatico do lons sddio, cloreto e potassio em Colossoma macropomum
submetidos ao transporte de 15 h (A, C, E) e 36 h (B, D, F) com adicéo de sal a 0,8% (SAL)
ou sedativo de dleo essencial de melaleuca e cravo a 10,4 mg L (MEUG). * Indica diferenca
significativa (p < 0,05) em comparacdo ao grupo basal. Letras diferentes nas barras
representam diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05) em cada tempo de
amostragem: PT (Pos-transporte); 96 REC (ap6s 96 horas de recuperacao)

Ap0s o transporte por 15 h e 36 h, houve uma deplecdo do glicogénio hepatico nos
tratamentos em comparagdo aos niveis basais (figura 4). Entre os dois tratamentos a deplecdo

foi maior no tratamento SAL. Ap0Gs a recuperagdo, 0s niveis do tratamento SAL ndo
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retornaram aos niveis basais. O inverso ocorreu para o tratamento MEUG com o retorno aos
niveis basais. O glicogénio muscular ndo apresentou alteracdes significativas apds o

transporte ou apos recuperacdo independente do tempo de transporte (figura 4).
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Figura 4. Niveis do glicogénio hepéatico e muscular em Colossoma macropomum submetidos
ao transporte de 15 h (A) e 36 h (B) com adicdo de sal a 0,8% (SAL) ou sedativo de 6leo
essencial de melaleuca e cravo a 10,4 mg L™ (MEUG). * Indica diferenca significativa (p <
0,05) em comparagdo ao grupo basal. Letras diferentes nas barras representam diferencas
entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05) em cada tempo de amostragem: PT (Pds-
transporte); 96 REC (apds 96 horas de recuperacao)

3.4 Parametros histoldgicos

O epitélio branquial nos tambaquis apds os experimentos por periodos de 15 h e 36 h
de transporte, apresentaram as seguintes alterac6es: hipertrofia do epitélio lamelar, hiperplasia
do epitélio lamelar, fusdo lamelar, edema e aneurisma, estas sdo classificadas em alteracdes

de estagio | e 1l conforme a tabela 4; (figura 8).

Tabela 4. Frequéncia das alteracbes no epitélio branquial de Colossoma macropomum
submetidos ao transporte de 15 horas e recuperagao por 96 horas

Transporte por 15 h

Pds-transporte Pds-recuperacao
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Alteracgdo Estagio Basal SAL MEUG SAL MEUG

Hipertrofia do epitélio | 0+ + 0+ N 0+

lamelar

Hiperplasia do epitélio | 0 0+ 0+ 0+ 0

lamelar

Fuséo lamelar I 0 0+ 0+ 0 0

Edema I 0 0 0 0+ 0+

Descolamento epitelial I 0 0+ 0 0+ 0
Transporte por 36 h

Hipertrofia do epitélio | 0 + 0+ 0+ 0

lamelar

Hiperplasia do epitélio | 0+ 0+ 0+ 0+ 0

lamelar

Fusdo lamelar I 0 0 0+ + +

Edema I 0 0+ 0 0+ 0

Aneurisma lamelar I 0 0+ 0 0 0

*0 = sem alteracdo 0+ = raramente frequente; + = frequente ++ = muito frequente; +++ =

extremamente frequente.

O VMA indicou alteragdes do grau 2, pontualmente localizadas no tecido branquial,

estas ndo diferiram significativamente apds o transporte nos tratamentos (figura 5). O IAH

demonstrou que as alteracGes ndo comprometem as fungdes das branquias (figura 6).
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Figura 5. Valor Médio de Alteracdo (VMA) em Colossoma macropomum submetidos ao
transporte de 15 h (A) e 36 h (B) com adicdo de sal a 0,8% (SAL) ou sedativo de 6leo
essencial de melaleuca e cravo a 10,4 mg Lt (MEUG). * Indica diferenca significativa (p <
0,05) em comparacdo ao grupo basal. Letras diferentes nas barras representam diferencas
entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05) em cada tempo de amostragem: PT (Pés-
transporte); 96 REC (apds 96 horas de recuperacéo)
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Figura 6. Indice de Alteracio Histopatoldgica (IAH) em Colossoma macropomum submetidos
ao transporte de 15 h (A) e 36 h (B) com adicdo de sal a 0,8% (SAL) ou sedativo de 6leo
essencial de melaleuca e cravo a 10,4 mg L™* (MEUG). * Indica diferenca significativa (p <
0,05) em comparacdo ao grupo basal. Letras diferentes nas barras representam diferencas
entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05) em cada tempo de amostragem: PT (Pds-
transporte); 96 REC (apds 96 horas de recuperacéo)

3.5 Células mucosas
O nOmero de células mucosas no epitélio branquial dos tambaquis apds os

experimentos de transporte e recuperacdo posterior de 96 h, ndo apresentou alteracoes
significativas (Figura 7).
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Figura 7. NUmero de células mucosas do epitélio branquial em Colossoma macropomum
submetidos ao transporte de 15 h (A) e 36 h (B) com adicdo de sal a 0,8% (SAL) ou sedativo
de Oleo essencial de melaleuca e cravo a 10,4 mg L* (MEUG). * Indica diferenca
significativa (p < 0,05) em comparacdo ao grupo basal. Letras diferentes nas barras
representam diferencas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05) em cada tempo de
amostragem: PT (Pos-transporte); 96 REC (ap6s 96 horas de recuperacao)
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Figura 8. Epitélio branquial em Colossoma macropomum submetidos ao transporte com
sedativo ou sal. A — Grupo Basal, corte sagital do filamento primario (FP) e do filamento
secundario (FS), sem alteragcdes. B — Detalhe do filamento secundério, Célula pavimentosa
(CP) e célula pilar (CPi). C — MEUG, detalhe da hipertrofia das células epiteliais (setas) do
filamento primario. SAL, descolamento do epitélio do filamento (*). E — Controle, detalhe do
filamento (Fi) em corte transversal, cartilagem (c), células mucosas (CM). F — Grupo
melaleuca e cravo, célula mucosa (CM), muco liberado (seta). A, B, C e D: Corado em HE, E:
Reativo de Schiff (PAS) e Hematoxilina; F: PAS
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2. DISCUSSAO

A mensuracao dos parametros da qualidade da &gua durante o transporte é essencial
para eficiéncia desse procedimento (SAMPAIO; FREIRE, 2016). A temperatura da &gua,
esteve dentro da faixa de valores confortaveis para a espécie, conforme apontado no estudo de
Silva et al. (2015). O pH reduzido apo6s a conducdo dos experimentos, mostrou que houve
aumento de CO., oriundo da respiracdo natural dos peixes (KAMALAM et al., 2017), assim
como o observado por Anjos et al. (2011) ap6s o transporte da mesma espécie por 12 h. A
reducdo nos niveis de oxigénio dissolvido na 4gua apds os periodos de transporte, evidenciou
o consumo pelos peixes. No tratamento sedativo a 10,4 mg L o oxigénio dissolvido
permaneceu na faixa adequada para o tambaqui. O aumento na concentracao de amdnia com 0
decorrer dos tempos de transporte, j& era esperada, visto que a medida que os animais ficam
mais tempo confinados nos sacos plasticos, sua concentracdo tende a aumentar devido a
excrecdo de metabolitos (SAMPAIO; FREIRE, 2016). A excrecdo de amdnia também foi
influenciada pela presenca do dos 6leos melaleuca e cravo, demonstrando que a sua adigédo
pode ter provocado uma reducdo no metabolismo dos peixes. De forma similar, no bagre,
Lophiosilurus alexandri, o 6leo essencial de Aloysia triphylla (12,5 e 25 pL L) reduziu a
excrecdo de amonia apds um transporte por 4 horas em sistema fechado (BECKER et al.,
2017).

O aumento no nivel de cortisol plasmatico é considerado um indicador da resposta
primaria ao estresse em peixes (ADAMANTE et al., 2008). Apds o transporte de 15 ou 36 h,
0s tambaquis evidenciaram essa resposta ao apresentaram valores elevados de cortisol. A
recuperacdo por 96 h amenizou tal resposta, indicada pelo retorno aos valores basais. Em um
transporte em sistema fechado, da mesma espécie por 3 h, houve aumento de cortisol e
retorno aos valores iniciais 24 h apés (CHAGAS et al., 2012). Pirarucus, Arapaima gigas,
transportados em &gua a 0,1% de sal, também apresentaram aumento de cortisol ap6s o
transporte, (GOMES et al., 2006).

Os niveis de glicose plasmatica aumentaram ap0s o transporte, em ambos as
experimentacdes, com declinio 96 h apos a recuperacdo, confirmando assim, uma resposta
secundaria ao estresse (IWAMA et al., 2006). No experimento de 36 h de transporte, essa
resposta foi mais expressiva, mostrando um reflexo do maior tempo de transporte. Fagundes e
Urbinati (2008), ao estudar as respostas fisiologicas do pintado, Pseudoplatystoma
corruscans, ao estresse de transporte, observaram que a glicemia dos peixes apresentou um

aumento significativo logo apo6s o transporte com retorno aos valores basais 72 h apos o
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procedimento. Os tambaquis transportados com a adicdo de 10,4 mg L™ do sedativo de
melaleuca e cravo, apresentou niveis glicémicos inferiores aos dos peixes transportado com
sal a 0,8%, demonstrando um efeito positivo desses fitoterapicos que possivelmente amenizou
0 estresse, mostrado pela menor demanda energética. Segundo Martinez-Porchas et al. (2009),
0 aumento da concentracdo de glicose representa uma resposta imediata a elevacdo das taxas
metabdlicas e respiratorias nas células musculares e, portanto, nestes peixes foram atenuadas
pelo sedativo. Resultado similar, ocorreu com a resposta glicémica do matrinxd, Brycon
cephalus, submetidos ao transporte com a adi¢io de 5 mg L de 6leo de cravo (INOUE et al.,
2005).

O aumento do lactato plasmético foi mais expressivo no tratamento com sal devido ao
aumento do metabolismo anaerobico para fornecimento de energia, em funcdo dos baixos
niveis de oxigénio disponiveis, sendo o lactato o principal metabolito produzido, pois
Segundo Morais et al. (2002), niveis reduzidos de oxigénio na agua € geralmente um estressor
muito comum para peixes e isso resulta na exportacdo de grandes quantidades de lactato
muscular para o plasma. Estes autores observaram elevacdo do lactato em tuvira, Gymnotus
carapo, ap0Os exposicdo a condi¢bes de hipoxia. Aumento do lactato plasmatico foi
similarmente descrito por Moreira et al. (2015) em tilapias, apos o transporte por 4 horas.

Os niveis do glicogénio hepético dos tambaquis reduziram apds os dois experimentos
de transportes de 15 h e 36 h, possivelmente pelo aumento da demanda energética nas
situacOes de transporte, pois nessas condi¢des de estresse ocorre geralmente a mobilizacao das
reservas de glicogénio hepéatico para suprir a energia (WENDELAAR-BONGA, 1997),
principalmente durante a privagéo alimentar (VIJAYAN; MOON, 1992). Semelhantemente,
reducdo no glicogénio hepético foi descrita em bagres prateados, R. quelen, apds o transporte
de 6 horas com anestésico de Aloysia triphylla (ZEPPENFELD et al., 2014).

A recuperacao por 96 h promoveu o retorno aos niveis iniciais de glicogénio hepatico
dos peixes do tratamento sedativo, em funcdo da retomada da alimentagdo habitual 48 h apds
transporte, diferentemente, os peixes do tratamento sal retomaram a alimentacéo 72 h depois e
por isso ndo mostraram retorno aos niveis basais. Peixes menos estressados apos operacao de
transporte retomam a alimentagdo habitualmente nas primeiras 48 h, demonstrando assim
sinais de recuperacdo (GOMES et al., 2003), nesse sentido, 0 comportamento alimentar dos
peixes expostos ao anestésico sugere mais rapidez ao retorno a homeostase.

A condigéo estressante, ocasionada pelo transporte, pode ainda aumentar a perda de
ions em peixes de &gua doce devido ao aumento do fluxo sanguineo nas branquias e

consequentes mudancas na permeabilidade celular (CECH JR. et al., 1996). No tambaqui, o
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tratamento com anestésico e o tratamento com sal preveniram a perda de ions cloreto, sédio e
potéssio durante os experimentos. Para o tratamento com o sal, isso era esperado uma vez que
essa substancia reduz o gradiente osmotico entre a agua e o plasma dos peixes conforme
apontado pelo estudo de Anjos et al. (2011). O efeito observado na presenca dos Oleos
sedativos, provavelmente foi resultado do menor fluxo sanguineo branquial que ocorreu
porque os peixes estavam menos agitados. De forma analoga, o 6leo essencial de Lippia alba,
de Aloysia triphylla e eugenol reduziram os efluxos desses eletrélitos no R. quelen apds o
transporte por 4 h (BECKER et al., 2012; ZEPPENFELD et al., 2014), de acordo os autores
citados, quanto menor for a frequéncia ventilatoria menor seré o efluxo de ions.

Anaélises hematoldgicas sdo utilizadas frequentemente na avaliacdo do estado de salde
de peixes (FAZIO, 2019), sendo uma ferramenta complementar para quantificacdo do estresse
oriundo do transporte (CHAGAS et al., 2012). Nos peixes transportados em agua contendo
sal, a hemoglobina apresentou um aumento e, inclusive, um pouco mais acentuado no
transporte por 36 h. Essa resposta aconteceu devido a maior necessidade de oxigénio, pois na
tentativa de suprir a alta demanda energética do organismo em condi¢do estressante
geralmente hd um incremento de hemoglobina para conduzir mais oxigénio pelo sangue
(WOJTASZEK et al., 2002). Chagas et al. (2012) registraram 0 aumento da concentracao de
hemoglobina em tambaquis ap6s um transporte por 3 h, o retorno a concentracao inicial
ocorreu 24 h apds. Neste trabalho, 96 h de recuperacdo foram suficientes para retomada as
concentragdes basais.

O transporte é um fator estressante que pode diminuir a resisténcia imunologica dos
peixes e desencadear alteracfes nos leucdcitos desses animais (RANZANI-PAIVA et al.,
2013). Por exemplo, Hypostomus sp, demonstrou leucocitose apds o procedimento de
transporte em sistema fechado (NEVES et al., 2016). No entanto, no presente estudo nédo
ocorreram alterac@es significativas no nimero de trombdcitos e leucécitos dos peixes, além
disso, mantiveram-se com caracteristicas semelhantes apds o transporte e recupera¢do nos
dois experimentos. Isto pode ser indicios de que os aditivos contribuiram de alguma forma
para assegurar a resisténcia imunoldgica dos tambaquis ap6s a imposicéo do estresse por 15 e
36 horas. O sal adicionado na agua de transporte da truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss,
melhorou a imunidade do muco da pele e inibiu o crescimento de Vibrio anguillarum
(TACCHI et al., 2015). Alem de propriedade sedativas, 0s essenciais sdo frequentemente
citados por possuirem outras atividades bioativas, como a imunoestimulante. O estudo de
Baldissera et al. (2017), por exemplo, relatou a atividade imunoestimulante do éleo de

melaleuca em bagres prateados, Rhandia quelen, apds os peixes serem desafiados com
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Aeromonas hydrophila. Entretanto, este aspecto merece estudos adicionais no transporte de
peixes.

Os estudos histopatoldgicos sdo importantes para se verificar a sensibilidade de 6rgéos
as substancias toxicas, principalmente ao epitélio branquial, devido as trocas gasosas e
osmorregulagdo. O transporte por 15 h ou 36 h, com sal ou 6leos melaleuca e cravo
adicionados, ndo ocasionou alteracbes morfofisioldgicas prejudiciais ao epitélio branquial. O
VMA e IAH demonstrou que estas alteracdes estavam pontualmente localizadas, indicando o
ndo comprometimento das branquias. Consideradas alteracdes de ajustes as condigdes
impostas, uma vez que o epitélio branquial, por estar em contato direto com o meio externo,
representa uma barreira entre meio externo e meio interno, tornando este tecido altamente
susceptivel a alteragbes ambientais (POLEKSIC e MITROVIC-TUTUNDZIC, 1994),
portanto as mudancas em alguns parametros da agua, como aménia e pH, ja era o suficiente
para a manifestacdo destas lesdes. Em Betta splendens, o exame histopatoldgico das branquias
revelou, que a exposi¢do por 48 horas a 40 ppm do dleo de cravo causou alteragdes de ajuste,
tais como edema do epitélio de lamelas secundarias, hiperplasia de células epiteliais, elevacédo
epitelial e fusdo parcial de lamelas secundarias (WARISTHA et al., 2011).

Células mucosas presentes no epitélio branquial e sua secrecdo podem ser um
mecanismo de adaptacdo a diferentes condigdes ao meio aquatico (MORON et al., 2018).
Todavia, ndo foi ocorreu alterages significativamente no nimero de células mucosas no
epitélio branquial dos tambaquis durantes a execucdo dos experimentos. Similarmente, o
emprego de hidrolato de Lippia alba como sedativo evitou alteragdes no numero de células
mucosas do epitélio branquial de tambaquis submetidos a simulagéo de transporte por 17 h
em densidades de 30 e 60 peixes L™ (SILVA et al., 2017).

5. CONCLUSAO

O tambaqui apresentou respostas primarias e secundarias ao estresse de transporte por
15 e 36 horas nos dois tratamentos. O estresse foi mais evidenciado no transporte de 36 h,
mas sem implicacdes na sobrevivéncia. O sedativo de 6leos essenciais de melaleuca e cravo a
10,4 mg L™ demonstrou-se como mais apropriado para o transporte de tambaqui, do que o sal
a 0,8%, por garantir melhor qualidade da agua, amenizar os efeitos do estresse sobre a maioria

das respostas fisioldgicas e propiciar menor tempo de recuperacéo apos 96 horas.
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