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Apresentacao

A piscicultura é uma atividade em franca expanséao no Brasil. O nimero
de animais manejados diariamente nas fazendas é bastante grande,
porém nem sempre sao empregadas as técnicas mais adequadas, entre
elas o uso de anestésicos para o manuseio de peixes, com menor
estresse para estes e com maior seguranca possivel para os
trabalhadores. Isso ocorre por falta de informacdes a respeito de
produtos alternativos, como o éleo de cravo, que podem substituir os
produtos quimicos tradicionais utilizados para esse fim, geralmente
importados de outros paises, de dificil aquisicdo, caros e eventualmente
com riscos ao ambiente e a saude publica.

Nesse contexto, é com satisfacdo que a Embrapa Amazénia Ocidental
lanca o presente Documento, na expectativa de atender aos agentes de
desenvolvimento do setor produtivo e de pesquisa envolvidos
diretamente com manejo de peixes vivos.

Maria do Rosdrio Lobato Rodrigues
Chefe-Geral
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Oleo de Cravo: Um Anestésico
Alternativo para o Manejo de
Peixes

Luis Antonio Kioshi Aoki Inoue
Gilberto Moraes

Introducéao

O monitoramento das varidveis qualidade da agua, alimentacao,
densidade de estocagem, sanidade, entre outras, tem por objetivo
proporcionar o bem-estar dos animais nas fazendas, oferecendo assim
as melhores condicdes possiveis para o crescimento e também, em
alguns casos, para a reproducao destes. Entretanto, variacoes
ambientais naturais, como quedas de temperatura, chuvas e outras, ou
ainda a acao do préprio piscicultor, como o arrasto de redes, a
transferéncia e o transporte de peixes, sdo fatores que quebram o
equilibrio dos animais com o ambiente, podendo resultar em taxas
elevadas de mortalidade.

No entanto, as praticas de manejo sdo muitas vezes inevitaveis, por
motivos operacionais ébvios da atividade econdmica. Assim, necessita-
se, no dia-a-dia das piscigranjas, de trabalhadores bem treinados e de
perfeitas condicGes de salde dos peixes, para que estes se recuperem
adequadamente do manejo e retornem rapidamente ao ciclo de
producéo.

Diversos produtos com a finalidade de atenuar o estresse em peixes
durante as diversas préaticas de manejo vém sendo sugeridos no Brasil,
porém alguns ainda precisam de confirmacdes cientificas a respeito de
sua eficacia. Produtos como benzocaina, fenoxietanol, mentol e tricaina
metano sulfonato (MS 222) sao utilizados.
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Dentre os fatores que contribuem para a escolha de um ou mais
anestésicos, o preco e a disponibilidade no mercado ainda sdo os mais
levados em consideracao.

O 6leo de cravo vem sendo indicado para o manejo de peixes por
apresentar bons resultados quanto a eficiéncia anestésica e reducao de
algumas das principais respostas ao estresse. Trata-se de um produto
natural, obtido por destilacdo do extrato de partes da planta de cravo-
da-india (folhas, caules e raizes), cujo principal componente é o eugenol
(em torno de 80% de sua composicado). O produto é facilmente
encontrado no mercado consumidor, em farmacias de manipulacao,
que o comercializam para o tratamento de micoses. Antigamente
utilizava-se esse produto como analgésico de uso odontoldgico.

O eugenol é também purificado a partir do éleo de cravo; essa forma
pura encontra-se nas drogarias a precos acessiveis, as quais
comercializam-no para uso na composicao (misturado ao 6xido de
zinco) de preenchimento temporario de restauracées dentarias. O
eugenol e seus derivados apresentam vasto uso na inddstria de
alimentos, na composicao de aromas artificiais, sendo o mais
conhecido o iso-eugenol, utilizado na composi¢cado da baunilha.

O presente trabalho avaliou o uso do 6leo de cravo (eugenol) no
manejo de peixes, exemplificando sua eficacia com base nos resultados
obtidos de estudos sobre o metabolismo de peixes tropicais em
diferentes situacdes de estresse. Utilizaram-se ferramentas de pesquisa
em Bioquimica e Fisiologia, com fundamentacéao teérica (em anexo),
para interpretacao e aplicacado dos resultados no campo.

Como usar o 6leo de cravo (eugenol) no manejo de
peixes

O 6leo de cravo é pouco solivel em agua. Solugbes alcodlicas sédo
recomendadas para o uso no manejo de peixes. Colocam-se 5 mL do
produto em uma proveta e completa-se o volume até 20 mL com 4alcool
etilico (etanol) comercial, para uso doméstico, ou absoluto, para uso
laboratorial. Alternativamente, alguns autores recomendam a diluicao
em bebidas alcodlicas como o uisque e a cachaca. O alcool adquirido
em postos de abastecimento de automéveis é contra-indicado, por
possivel presenca de aditivos e de outros produtos prejudiciais aos
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Essa solucao pode ser estocada por varias semanas, ou até por meses,
se bem guardada em frasco escuro, protegido contra luz e bem fechado,
para evitar a evaporacao do alcool. A concentracdo do eugenol em
solucdo alcodlica é de aproximadamente 50 mg/mL, ou seja 1 mL
comporta 50 mg de eugenol. Assim, de acordo com a dose necessaria
para anestesiar ou para tranquilizar os peixes, é possivel calcular a
quantidade da solucédo alcodlica a ser utilizada. Por exemplo, se num
balde de 10 L de agua vai ser preparado um banho anestésico de 30
mg/L, dose suficiente para anestesiar a maioria das espécies em 1-2
minutos com recuperacao satisfatdria, seguem-se os calculos:

B0 MYt 1 L (dose de 30 mg/L)

X et e 10 L (volume de agua no balde)
x = 300 mg (quantidade de eugenol necesséria na agua)

1 mL da solucao alcodlica .............. 50 mg de eugenol

X et 300 mg (quantidade de eugenol
necessaria no balde)

X = 6 mL da solucao alcodlica

O alcool usado nesses procedimentos nao é prejudicial aos peixes, ja
que menos de 1 mL da solucao alcodlica por litro de dgua € suficiente
para anestesiar a maioria das espécies de peixes. Se 1 mL de etanol for
adicionado em 1 litro de agua, teremos 0,1% de alcool na agua.
Estudos de toxicologia mostram que o etanol em concentracoes de até
4% nao apresenta efeitos deletérios para peixes. Ainda, espera-se que o
alcool se evapore rapidamente quando adicionado a 4gua dos peixes.

Oleo de cravo como anestésico para peixes

Durante o manejo de algumas espécies, é necessaria a imobilizacao dos
individuos, devido a sua movimentacao excessiva quando acuados nas
redes, pucas e caixas de manejo. Essa movimentacao excessiva pode
causar acidentes sérios com agulhas e bisturis, além de injdrias aos
peixes, por quedas e impactos em superficies duras. Ferimentos na
superficie do corpo, associados a perda de muco e escamas,
predispéem os animais a manifestacao de organismos patogénicos e
também a morte.
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O uso de anestésicos no manejo de peixes deve acontecer de forma
que as doses sejam empregadas em concentracées minimas, para que
ocorra a adequada anestesia (imobilizacao) e a eficiente recuperacao
dos animais, pois, caso estes sejam expostos aos anestésicos em
concentracdes muito elevadas e por tempo muito prolongado, o
anestésico pode ser ainda mais prejudicial que a nao utilizacao de
qualquer produto. Ou seja, o préprio anestésico pode matar os peixes.

Diversos sao os estagios de anestesia descritos na literatura,
classificados de acordo com os graus de perda de equilibrio e de
alteracdes na frequéncia dos batimentos operculares (Tabela 1). Em
geral, o estagio 3, caracterizado pela perda total do equilibrio na coluna
de dgua e também pela incapacidade de retornar a posicdao normal de
nado, é o mais utilizado, ja que os peixes se apresentam
suficientemente anestesiados para a maioria das praticas de manejo.

Tabela 1. Estagios de anestesia em peixes de acordo com suas
caracteristicas comportamentais.

Estagio Caracteristicas do Comportamento
1 Desbalanco visivel dos movimentos operculares.
2 Perda parcial de equilibrio e dificuldade em manter
posicao normal de nado, quando parado.
3 Perda total de equilibrio e incapacidade de recuperar
a posicao vertical de nado (“barriga para cima”).
4 Auséncia de reacao a qualquer estimulo.

Recuperado Recuperacao da posicdo normal de nado e da
capacidade de nadar.

Fonte: Woody et al. (2002).

O dleo de cravo apresenta-se bastante eficiente como anestésico para
peixes, sendo que doses de 25 mg/L a 60 mg/L sao suficientes para
anestesiar peixes por um periodo aproximado de 1 minuto. Na Tabela
2, é apresentado o tempo de inducdo a anestesia para biometria de
juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus).

O conhecimento do tempo necessario para anestesiar os peixes em
relacdo a dose utilizada permite o planejamento adequado do manuseio
de grandes quantidades de peixes, sem que ocorra a exposicdo destes
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Tabela 2. Tempo de inducédo a(s) anestesia(s) para biometria de juvenis
de matrinxa (B. amazonicus).

Eugenol Tempo de anestesia Comprimento Peso

(mg/L) (s) (cm) (g)
15 374.1 + 36.7a 18.9 + 0.8 87.3 + 10.9
20 155.6 = 6.5b 18.0 + 0.3 74.9 =+ 4.0
25 79.8 =+ 3.4c 18.6 = 0.9 81.7 =+ 3.4
30 69.6 + 1.9¢c 18.5 + 0.8 86.0 + 1.9
35 69.1 + 2.6¢ 18.8 + 0.7 84.2 + 2.6
40 64.1 =+ 3.4c 20.4 = 0.9 113.2 £ 15.9
50 59.0 £+ 3.0c 18.2 =+ 0.9 90.1 + 24.7
60 50.2 + 1.9c 18.3 + 0.4 77.7 = 6.0

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0.05). (Dados néo
publicados).

O uso do eugenol em banhos anestésicos para peixes apresenta-se
bastante satisfatério, inclusive com reducao de algumas respostas do
estresse para tilapia em anestesia leve (Fig. 1). Resultados similares
foram também observados em juvenis de matrinxa.

ElevacGes nos valores de glicose plasmatica em peixes estressados sdo
interpretadas como mecanismo para disponibilizar mais energia para que
o animal possa fugir ou se adaptar a certa condicdo estressante (mais
informac6es em anexo). Essa demanda extra por energia pode ser
também solicitada pelo metabolismo anaerébico, usualmente refletido
nas elevacoes do lactato plasmatico. A excrecao nitrogenada em peixes
acontece por meio das branquias, por difusdo da amoénia. Durante o
estresse, os gradientes de concentracdo da aménia entre o sangue e a
agua doce tendem a diminuir, dificultando assim a excrecéao
nitrogenada. E provavel, também, que o eugenol aumente o actimulo de
amodnia no plasma, devido as mudancas nos fluxos de agua, por
alteracoes nos batimentos operculares.
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Fig. 1. Resposta de estresse de juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus)
submetidos ao manuseio e a anestesia com 6leo de cravo. Grupo controle
consiste de peixes nao submetidos a qualquer estressor. Man+ A = Manuseio
e anestesia feita em banhos a 20 mg/L por 10 min. Man + AP = Manuseio e
anestesia profunda feita em banho a 80 mg/L por 10 min. Peixes foram
amostrados O h (antes do estresse) e 6 h (recuperacdo do estresse) apds
procedimentos experimentais.
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Oleo de cravo no transporte de peixes vivos

O transporte de peixes vivos consiste na captura dos peixes, com redes
de arrasto, pucds ou demais artefatos, e no acondicionamento destes
em sacos plasticos, que sao lacrados em atmosfera modificada com
oxigénio puro. Ou de maneira semelhante, os peixes sdo acondicionados
em tambores ou caixas (de 300 L a 2.000 L) equipadas com
“borbulhadores” de oxigénio. Esses recipientes sdo préprios para o
transporte de peixes, nos quais as densidades sao altissimas, chegando-
se até 500 kg/m®. Essas caixas sdo transportadas por veiculos diversos
e para distancias variadas, desde alguns metros até milhares de
quildmetros, e, entdo, os peixes sao liberados em condi¢cdes similares as
iniciais.

O dleo de cravo, diluido na dgua do transporte em dose de 5 mg/L,
reduz as respostas de cortisol plasmatico — principal indicador de
estresse do matrinxa (vide anexo) — (Fig. 2), sugerindo-se, portanto, o
uso do produto nessa importante pratica de manejo de peixes.
Entretanto, o mecanismo pelo qual o 6leo de cravo atenua a resposta
primaria de estresse é ainda desconhecido. Especula-se que o 6leo de
cravo possa parcialmente bloquear a transmissao dos impulsos nervosos
para o hipotadlamo, onde sdo desencadeadas as demais reacdes do
sistema nervoso central, como as respostas de estresse, entre elas a
cortisolemia e a glicemia.

O desbalanco de sais plasmaticos em peixes tem sido descrito, em
resposta ao estresse, como conseqliéncia das elevacdes das
concentracoes de catecolaminas e de cortisol durante o transporte.
Disturbios nitidos na regulacdao osmdtica, que sao indicados nos valores
de sddio, cloreto, potassio e proteina plasmatica, sdo observados. O
6leo de cravo atenua alguma perda de sédio, cloreto e potassio no
plasma (Fig. 3).

Acredita-se que, em condi¢cdes de campo, o uso de condicionadores no
transporte de peixes vivos pode reduzir a atividade muscular dos peixes
e a excrecdo nitrogenada; conseqlientemente, maior quantidade de
peixes tranquilizados poderiam ser transportados em um mesmo espaco.
Entretanto, nossos resultados contradizem tal idéia, uma vez que a
qualidade da 4gua apds o transporte evidentemente se deteriora, e o
uso do 6leo de cravo nao proporciona concentracdes menores de

15
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Fig. 2. Efeito do dleo de cravo nas respostas ao estresse em matrinxa (B.
amazonicus) submetido ao transporte em sacos plasticos. Oleo de cravo foi
utilizado na concentracdo de 5 mg/L. Grupo controle foi submetido ao
transporte sem a adicdo de qualquer produto. Grupo repouso foi composto de
peixes somente amostrados, sem imposicao de qualquer estressor.
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Fig. 3. Valores de sédio, cloreto e potassio plasmaticos em juvenis de matrinxa
(B. amazonicus) submetidos ao transporte em sacos plasticos com a adicao de
6leo de cravo na concentracdo de 5 mg/L. Grupo controle constituido de peixes
transportados sem a adicdo de qualquer produto na dgua de transporte. Grupo
repouso constituido de peixes somente amostrados sem imposicao de qualquer
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Tabela 3. Qualidade da dgua do transporte de juvenis de matrinxa (B. amazonicus) em
sacos plasticos com a adicdo de 6leo de cravo (5 mg/L).

Condicédo Amoénia total Aménia ndo ionizada pH Temperatura Oxigénio
NH,mg/L NH,mg/L' °C mg/L

Repouso® 0.87 + 0.12 0.05 + 0.01 7.8 £ 0.40 24.1 = 0.1 5.083 = 0.20

Oleo de cravo 7.97 + 0.52 0.04 + 0.01 6.8 = 0.06 24.1 = 0.1 19.31 = 0.52

5 mg/L

Controle® 8.07 = 1.05 0.04 + 0.02 6.7 £ 0.20 24.1 £ 0.1 16.89 = 1.25

'Amoénia ndo ionizada (NH,) calculada a partir das concentracées de aménia total em relacdo ao pH e a
temperatura da &gua.

*Repouso composto por peixes sem a imposicdo de estressores.

*Controle composto por peixes transportados sem a adicdo de qualquer produto na &gua de
transporte.

Consideracoes finais

O manejo de peixes pode ser estressor agudo, cujas respostas
fisiolégicas e bioguimicas sdo prontamente detectadas. O uso do éleo
de cravo (eugenol) as diminui, de certa forma, mas nao as bloqueia
totalmente. Ou seja, ndo ha produto, no mercado, que propicie o
manuseio de peixes sem isenta-los de qualquer conseqliéncia
fisiolégica. Ademais, certos procedimentos sé sao possiveis quando os
peixes estao totalmente anestesiados, por exemplo: a manipulacao
segura de peixes grandes com ferrées, como o pintado
(Pseudoplatystoma sp.). Além disso, peixes devem ser anestesiados
para praticas como a biometria, para obtencéao de leituras corretas na
balanca.

O eugenol apresenta-se adequado para o manejo de peixes, por nao
aparentar caracteristicas toxicas a eles, aos trabalhadores e nem ao
ambiente. Esse produto é rapidamente eliminado da corrente sanguinea
dos peixes (em torno de 48 horas), sem a necessidade de periodo de
caréncia para consumo ou liberacao, ao ambiente, dos peixes
previamente anestesiados. Areas como a odontologia utilizam esse
produto para uso interno em seres humanos, em concentracdes muito
maiores que as possivelmente ingeridas, caso um peixe anestesiado
fosse consumido por uma pessoa.
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As praticas de manejo e o conseqliente estresse dos peixes sao
componentes inevitaveis nas estacdes de piscicultura. Porém, a
experiéncia e o cuidado por parte das equipes de trabalho durante o
manejo irdo determinar a intensidade desse estresse. Assim, tanto a
condicao inicial (sanidade, nutricdo, etc.) dos peixes como a intensidade
do estresse a eles imposta serdao fatores decisivos para o sucesso do
empreendimento. O éleo de cravo (eugenol) pode ser indicado como
alternativa ao desempenho de diversas atividades no campo ou em
laboratério, com indices minimos de estresse, que muitas vezes nao
podem ser evitados.
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Anexos

Estresse em peixes

A manipulacao inevitavel dos peixes durante as praticas de manejo inicia
uma série de reacoes fisioldgicas adversas, as quais tendem a buscar o
restabelecimento das condicoes fisioldgicas do individuo, quando em
equilibrio com o ambiente, ou seja, a homeostase. Assim, esse conjunto
de respostas fisiolégicas é denominado estresse, cuja intensidade e
tempo para atingir o completo retorno as condicdes fisiolégicas iniciais
sdo indicadores bastante Uteis da qualidade da sanidade e do manejo de
peixes.

Os conjuntos de resposta fisiolégica dos peixes as diferentes fontes de
estresse sdao conhecidos como respostas primarias, secundarias e
tercidrias (Fig. 4). As respostas primarias referem-se ao reconhecimento
do estressor pelo organismo através do sistema nervoso central, onde
sdo observadas as reacdes em nivel hormonal do eixo hipotalamo —
pituitdria — inter-renais (HPI). Assim, logo que o individuo percebe os
estimulos externos adversos a homeostase, ocorre a liberacao, na
corrente sangliinea, das catecolaminas pelas células de cromafina e do
cortisol pelas células inter-renais, localizadas na regidao anterior dos rins.

As reacdes dos peixes as mudancas no ecossistema sdo desencadeadas
de forma que o individuo sempre busque o retorno a homeostase por
meio da fuga ou, caso contréario, por ajustes e adaptacdes fisiolégicas
que solicitam energia extra e que podem ser abastecidas por ciclos
bioguimicos diversos. Logo, o desencadeamento das respostas
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secundarias ao estresse por acao do aumento do cortisol plasmatico é
caracterizado pelo desbalanco das reacGes que sao responsaveis pelo
equilibrio no fornecimento de energia para o organismo em todos os
momentos de sua vida.

A influéncia do cortisol e as alteracdes na gliconeogénese e na
glicogendlise sdo algumas das respostas ao estresse mais estudadas
em peixes, pois, seguido ao aumento do cortisol plasmatico, observa-
se 0 aumento dos teores de glicose plasmatica, que pode ser originaria
de diversos mecanismos metabdlicos, tais como a quebra das reservas
de glicogénio hepatico ou muscular e o aumento das atividades do
metabolismo de proteinas. Sinais da acdao do aumento do cortisol
plasmatico na gliconeogénese sao também descritos por mudancas nas
taxas de transaminacao, que usualmente sdo detectadas nas alteracdes
dos niveis de amoénia e proteina plasmatica de peixes estressados.

Sabe-se que o aumento de catecolaminas e do cortisol plasmatico
resulta em aumento visivel dos pardmetros cardiacos e respiratérios em
peixes. Logo, o aumento da circulacdo sanglinea, associado a um
aumento nos parametros respiratérios (aumento dos batimentos
operculares), resulta em mudancas claras na capacidade de trocas,
através das branquias, onde o desbalanco eletrolitico (evidenciado
pelos teores plasmaticos de Na, Cl e K) e o da excrecéao nitrogenada
dos peixes sao evidentes.

Situacdes de estresse em peixes podem causar, ainda, demanda
energética maior que a sustentavel pelo metabolismo aerébico. O
estresse pode dificultar o suprimento de oxigénio as células, tanto por
meios diretos, como queda da concentracdo do oxigénio dissolvido na
agua por razoes naturais do ambiente (exemplo: diminuicdo da taxa
fotossintética pelo fitoplancton), como por meios indiretos, como a
diminuicao da capacidade respiratdéria induzida por determinado agente
(exemplo: danos nas lamelas branquiais pela presenca de parasitas ou
ainda presenca de compostos quimicos téxicos). Assim, o metabolismo
anaerdbico é notado por meio dos aumentos classicos dos teores de
lactato plasmatico, que pode ser um indicador da intensidade de muitos
estressores.
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As respostas terciarias ao estresse sao conhecidas por evidenciar a
incapacidade dos individuos de se adaptar ou retornar a homeostase
apdés um estimulo adverso que teve intensidade e/ou duracao excessiva
ou cronica. Ou seja, é nesse estagio de estresse que sdo observadas as
perdas reais na producao da piscicultura. As respostas tercidrias
evidenciam as respostas fisioldgicas na populacdo de forma geral, sendo
observada a queda nas taxas de crescimento, a resisténcia a doencas, a
capacidade de natacao, etc.
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Fig. 4. Principais reacdes fisiolégicas ao estresse em peixes.
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