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RESUMO

O uso do 6leo de cravo como anestésico no manejo
de peixes e do florfenicol no tratamento de
bacterioses podem deixar residuos na agua

1 INTRODUCAO

acarretando prejuizos na saude dos peixes e no meio
ambiente. Biomarcadores hematologicos sao
alteragdes nos pardmetros sanguineos detectadas
em organismos expostos a algum agente ou
poluente na agua. Residuos do 6leo de cravo e do
florfenicol na 4gua podem interferir nos
biomarcadores hematologicos prejudicando sua
interpretagdo  durante o monitoramento da
qualidade da agua. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito de concentracdes residuais do 6leo
de cravo e do florfenicol na agua na resposta dos
biomarcadores hematologicos em tilapias. Foram
avaliadas as varidveis sanguineas em juvenis de
tildpias mantidas durante trés e sete dias em sistema
de aquarios com volume util de 200L sem
recirculacio de agua. Foram utilizados trés
tratamentos com trés repeticdes, e cada aquario
contendo nove tildpias como unidade amostral. O
experimento 1 foi composto pelos tratamentos:
controle (sem diluente e sem 6leo de cravo), dleo de
cravo na concentracdo de 0,5 mg/L com o diluente
alcool na concentragdo de 10uL/L e somente
diluente alcool a 10uLl/L de agua. O experimento 2
foi composto pelos tratamentos: 0,0 (controle); 0,5
mg/L e 5 mg/L de florfenicol. As variaveis
sanguineas coletadas durante os dois experimentos
ndo apresentaram diferenca significativa, assim
como os parametros de monitoramento da agua,
como pH, oxigénio dissolvido, temperatura,
condutividade e amonia total. Concentracdes
residuais do 6leo de cravo e do florfenicol na 4gua
ndo interferem na resposta dos biomarcadores
hematoldgicos em tilapia.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, Eugenol,
Antibiético, Poluente, Residuos.

A tilapicultura teve inicio no Brasil na década de 1970. Embora ndo seja uma espécie nativa, a

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), principal espécie produzida no Brasil, foi introduzida em 1971

(SCHULTER, FILHO, 2017). Nativas da Africa, Israel e Jordania, as tilapias apresentam facil

reproducio, carne branca de excelente qualidade, 6timo valor de mercado, baixos custos de producao
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e se adaptam aos sistemas de cultivo mais extensivos até os mais intensivos, podendo ser cultivadas
em aguas com salinidades elevadas e temperaturas baixas. (OLIVEIRA et al., 2007). A expansdo da
aquicultura no Brasil vem apresentando um aumento crescente e significativo, sendo registrado um
aumento de 4,7% em 2021 com uma producao acima de 840 mil toneladas (PEIXEBR, 2022). Portanto,
¢ fundamental adotar um manejo produtivo eficiente a partir do desenvolvimento de sistemas e
monitoramento ambiental inovador a fim de otimizar o manejo e a gestdo ambiental da aquicultura
(ISHIKAWA et al., 2020).

O desenvolvimento e validagdao de metodologias e protocolos de pesquisa para analises da dgua
e qualidade ambiental, especialmente monitoramentos por meio do uso de biomarcadores e
bioindicadores, sdo fundamentais para assegurar a expansao e a consolidagdo da aquicultura no Brasil
(SIDONIO et al., 2012; ISHIKAWA et al., 2020). Os biomarcadores mostram as expressdes de
alteracdes na homeostasia animal com resposta bioldgica, seja em nivel bioquimico, molecular e/ou
celular, com relacao aos efeitos toxicoldgicos de substancias quimicas, enquanto os bioindicadores sao
espécies vegetais € animais que expressam os sintomas iniciais de estresse ambiental através do efeito
de contaminantes. (ADAMS, 2002; VAN DER OOST; SINGER, VERMEULEN, 2003).

Cabe destacar que as causas do estresse em peixes sao praticamente inevitaveis quando se trata
do manejo rotineiro da piscicultura e, at¢ mesmo, as variagdes ambientais e os fatores da natureza,
também influem (URBINATI, CARNEIRO, 2004). Algumas estratégias sdo apontadas com intuito de
aliviar os efeitos do estresse em peixes tanto para estimular o sistema imunologico (FUJIIMOTO et al.,
2005), como a utilizagdo de anestésico em algumas praticas de manejo (INOUE; SANTOS NETO,
MORAES, 2004).

Os anestésicos exercem uma fun¢do de suma importancia na piscicultura, pois diversas
substancias sdo frequentemente utilizadas para anestesiar os peixes com intuito de aliviar as reagdes
de estresse sofridas em seu manejo. A MS-222 (tricaina metano sulfonato), a quinaldina, a benzocaina
e o phenoxyethanol tém sido amplamente utilizados no Brasil, mas alguns efeitos colaterais sdo
observados como perda de muco, irritacdo nas branquias e olhos. Dessa forma substancias naturais
como o Oleo essencial de cravo (eugenol) € proposto como um anestésico alternativo, por ser um
produto natural de custo acessivel e sem riscos aparentes de intoxicagdes (INOUE; SANTOS NETO,
MORAES, 2003).

O oleo essencial de cravo € resultado da destilacao das folhas e flores (incluindo talos) das
arvores de cravo (Eugenia aromatica) sendo a substancia ativa o eugenol, com concentragdo que varia
de 70% a 90% da composic¢do total do 6leo essencial do cravo, considerando um anestésico seguro, de
grande eficacia, apresentando ampla margem de seguranga para o peixe e auséncia de toxicidade para

o operador nas doses utilizadas em peixes (ISAACS, 1983).
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Ainda em decorréncia do estresse, as consequéncias dos danos causados aos peixes incluem o
aumento da susceptibilidade a doengas patogénicas e infecciosas (GIMBO et al., 2008). Sendo entdo
necessario o uso de medicamentos e antibidticos durante a rotina de manejo de uma producao, como
por exemplo, o florfenicol.

O florfenicol ¢ considerado um importante antibidtico utilizado na aquicultura e, atualmente,
no Brasil, ¢ um dos poucos antibiodticos de uso veterinario que se encontra registrado e regulamentado
para uso (Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2016).

Levando em consideracao o uso frequente do 6leo de cravo e do florfenicol na aquicultura com
probabilidade da permanéncia de residuos na agua de cultivo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito de concentragdes residuais do 6leo de cravo e do florfenicol na dgua nas respostas dos

biomarcadores hematologicos em tilapias.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Aquicultura e Ecotoxicologia da
Embrapa Meio Ambiente localizado em Jaguariina — SP, executados concomitantemente, mas
independentes e sem nenhuma interferéncia entre os dois experimentos. Ambos pertencem ao mesmo
projeto de pesquisa e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA (Embrapa
Meio Ambiente) Protocolo n°® 007/2019 e Protocolo n° 008/20109.

2.2 EXPERIMENTOS E TRATAMENTOS

Na realizacdo deste estudo utilizaram-se peixes de dois experimentos que foram conduzidos no
sistema de 18 aquéarios com capacidade util de 200 L, sem recirculacdo de &gua (Figura 1). Foram
utilizadas nove tilapias por aquério, providos de aeracdo suplementar por meio de compressor de ar
radial. As tilapias foram adquiridas de um produtor cadastrado na CEUA da Embrapa Meio Ambiente.
Os dois experimentos foram inteiramente casualizados, com trés tratamentos: o controle (sem adicdo
de bleo de cravo e sem adicdo do diluente - alcool comum) na &gua, o tratamento acrescido do 6leo de
cravo na concentracdo de 0,5mg/L (100 vezes menor do que a concentragéo utilizada para anestesiar
tilpias), com adicéo do diluente &lcool na concentracdao de 10pL/L e o tratamento acrescido apenas
do diluente do 6leo, ou seja, de alcool a 10uL/L de dgua. J& no experimento com florfenicol utilizaram-
se as seguintes concentracfes para os tratamentos: controle (sem adi¢do do florfenicol) ; 0,5mg de
florfenicol/L de &4gua (100 vezes menor que a concentragdo utilizada no tratamento de bacterioses) e
5mg de florfenicol/L de agua (10 vezes menor que a concentragdo utilizada no tratamento de
bacterioses). Foram utilizadas trés repeti¢ces para cada tratamento, sendo cada aquario contendo nove

tilapias uma unidade amostral.
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2.3 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

Durante o periodo experimental, os parametros de qualidade da agua foram monitorados no
periodo da manha. Com o auxilio da sonda multiparametro (U-50, Horiba, Minami-ku, Kyoto,Japan),
mensurou-se o pH, a temperatura (°C), o oxigénio dissolvido (mg L) e a condutividade elétrica

(uScm™). A aménia também foi mensurada diariamente com uso do kit Labcon test.

2.4 ANALISE HEMATOLOGICA

Apo6s o periodo de trés e sete dias, trés peixes de cada repeticdo foram utilizados para a
realizacdo da biometria e das andlises sanguineas, totalizando 27 peixes. A biometria (peso em g € o
comprimento em cm) € a coleta de sangue foram realizadas apds a induc@o anestésica com benzocaina
100 mg L' (banho de imersdo). A coleta de sangue foi realizada por pun¢io caudal com auxilio de
seringas contendo EDTA (3%). Por meio dessas amostras determinou-se o hematdcrito (Htc%) pelo
método do microhematocrito segundo GOLDENFARB; BOWYER, BROSIOUS (1971), hemoglobina
(Hb; g dL!) pelo método da cianometahemoglobina (HCN), proteina plasmatica total (PPT) com o
auxilio de refratometro, o exame de glicemia foi realizado com o auxilio de um glicosimetro. O nimero
total de eritrocitos foi determinado pelo método do hemocitdometro, em cdmara de Neubauer. Apds
esses procedimentos, os peixes foram eutanasiados por aprofundamento anestésico com benzocaina a
100 mg L.

Durante os experimentos foram avaliadas a ocorréncia de mortalidade e dos sintomas clinicos

como lesdes, hemorragias ou alteragdes de comportamento.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os parametros mensurados no monitoramento de qualidade da agua do experimento 1 séo

apresentados na Tabela 1.

Durante os sete dias de experimento nao houve diferencas significativas (p>0,05) para os

parametros fisico-quimicos mensurados. Apesar de ndo ter apresentado diferencas significativas ¢

possivel observar que a amonia total do grupo controle em trés dias (Tabela 1) manteve valores médios

de 1,74 ppm, mas com desvio padrdo alto. Isso ocorreu pelo fato de que o sistema ndo possui

recirculacao de agua, o que favoreceu o aumento da sua concentragdao. A temperatura ficou em torno

de 25,7°C.

Tabela 1. Pardmetros Fisico-Quimicos de qualidade da &gua de tildpias em ambiente controlado com concentracéo subletal

de 6leo de cravo.

Parametros Fisico-Quimicos aos 3 dias

Tratamentos Temp. (°C) pH OD (mg L) Cond. (uScm'l) Améonia (ppm)

Controle 25,73+ 0,472 6,88+ 0,27° 6,39+ 0,70% 0,08+ 0,0? 1,74+ 1,162

Alcool 25,85+ 0,652 6,88+ 0,25? 5,76+ 0,382 0,08+ 0,0? 1,55+ 0,882

Oleo de Cravo + 25,79+ 0,752 6,90+ 0,212 6,37+ 1,232 0,08+ 0,02 1,34+ 0,59°
Alcool

Parémetros Fisico-Quimicos aos 7 dias

Controle 25,76+ 0,462 6,60+ 0,132 5,95+ 0,762 0,09+ 0,01? 2,09+ 0,342

Alcool 25,71+ 0,502 6,68+ 0,142 5,41+ 0,512 0,09+ 0,012 1,90+ 0,332

Oleo de Cravo + 25,70+ 0,442 6,66+ 0,152 5,51+ 0,232 0,09+ 0,012 1,76+ 0,372

Alcool

Temp. = Temperatura; OD = Oxigénio Dissolvido; Cond. = Condutividade
Meédias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Os parametros mensurados no monitoramento de qualidade da 4gua do experimento 2 sdo

apresentados na Tabela 2. Durante os sete dias de experimento do experimento 2 ndo houve diferengas

significativas (p>0,05) nos parametros fisico-quimicos mensurados.

Nao foram observados sinais clinicos e nem mortalidade de peixes durante os experimentos,

reforgando que as concentragdes residuais do 6leo de cravo e do florfenicol ndo causaram prejuizos a

saude das tilapias.
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Tabela 2. Parametros Fisico-Quimicos de qualidade da adgua de tilapias em ambiente controlado com concentracéo subletal

de florfenicol.

Parametros Fisico-Quimicos aos 3 dias
Co?r(r:]egntl_r_?)géo Temp. (°C) pH OD (mg L% Cond. (pScm'l) Amonia (ppm)
Controle 25,98+ 0,442 6,87+ 0,28% 6,20+ 0,89? 0,09+ 0,012 1,61+ 0,892
0.5 26,07+ 0,482 6,98+ 0,15% 5,86+ 0,512 0,08+ 0,02 1,44+ 0,462
5 26,10+ 0,562 6,97+ 0,172 5,86+ 0,50? 0,08+ 0,0% 1,39+ 0,892
Parametros Fisico-Quimicos aos 7 dias
Controle 26,36+ 0,582 6,67+ 0,09? 6,27+ 0,752 0,09+ 0,012 1,50+ 0,252
0.5 26,57+ 0,752 6,73+ 0,218 6,22+ 0,772 0,09+ 0,012 1,72+ 0,262
5 26,61+ 0,752 6,71+ 0,172 5,60+ 0,282 0,09+ 0,012 1,72+ 0,362

Temp. = Temperatura; OD = Oxigénio Dissolvido; Cond. = Condutividade
Médias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

As médias dos pesos (g), dos comprimentos (cm) dos peixes e seus respectivos coeficientes de
variagdo do experimento 1 estdo apresentados na Tabela 3. Os pardmetros observados apresentaram

diferengas dentro do esperado para garantir a homogeneidade dos tratamentos.

Tabela 3. ParAmetros biométricos de tildpias em ambiente controlado com concentracdo subletal de éleo de cravo.

Parametros Biométricos aos 3 dias
Tratamentos Peso (g) CV (%) C. Padréo (cm) CV (%) C. Total (cm) CV (%)

Controle 52,19+8,85 16,97 11,96+0,83 6,95 14,50+0,90 9,37

Alcool 47,17410,72 22,72 11,51+1,21 10,55 14,08+1,32 6,18

Oleo de cravo + 48,95+12,77 26,09 11,79+0,76 6,41 14,56+1,03 7,09
Alcool

Parametros Biométricos aos 7 dias

Controle 56,66+11,35 20,03 12,18+0,76 6,47 14,86+0,95 6,41

Alcool 52,51+9,03 17,20 11,74+0,76 6,44 14,47+0,98 6,76

Oleo gje cravo + 53,27+9,17 17,22 11,90+0,77 6,22 14,69+0,93 6,35
Alcool

C. padrdo = Comprimento padrdo; C. total = Comprimento total; CV = Coeficiente de varia¢do

As médias dos pesos (g), dos comprimentos (cm) dos peixes e dos seus respectivos coeficientes
de variagdo do experimento 2 estdo apresentados na Tabela 4. Embora o coeficiente de variacao tenha
sido maior em alguns tratamentos, as médias foram mantidas dentro do esperado para garantir a

homogeneidade dos tratamentos.
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Tabela 4. Parametros biométricos de tilapias em ambiente controlado com concentracdo subletal de florfenicol.

Parametros Biométricos aos 3 dias

Concentragdo (mg L- Peso (g) CV (%) C. Padréo (cm) CV (%) C. Total (cm) CV (%)

1
)

Controle 74,81+13,02 17,41 13,42+0,62 4,59 16,40+0,80 4,89

0.5 61,54+30,11 48,94 13,18+1,08 8,19 16,31+1,44 8,81

5 70,82+13,38 18,89 13,09+1,06 8,13 16,02+1,02 6,36

Parametros Biométricos aos 7 dias

Controle 74,64+7,66 10,27 13,53+1,07 7,90 16,62+1,12 6,76

0.5 74,80£13,02 18,75 13,31+1,23 9,20 16,39+1,32 8,07

5 73,22+15,92 21,75 13,19+0,78 5,92 16,24+0,93 5,72

C. padréo = Comprimento padrdo; C. total = Comprimento total; CV = Coeficiente de variagdo

Os valores sanguineos de hematocrito, proteina plasmatica total, hemoglobina, eritrécitos e

glicemia ndo apresentaram diferengas significativas (p>0,05) em resposta aos tratamentos utilizados

(Tabela 5 e 6). Estes dados reforcam que as concentragdes residuais do 6leo de cravo e do florfenicol

ndo causaram prejuizos a saude das tilapias.

Tabela 5. Varidveis sanguineas de tilapias em ambiente controlado com concentracdo subletal de 6leo de cravo.

Variaveis Sanguineas aos 3 dias

Tratamentos Htc (%0) PPT (g |_'1) Hb (g dL) Erit. (x10° L) Glicemia(mg dL)

Controle 33,61+ 2,922 4,17+ 0,352 10,58+ 1,142 1,64+ 0,572 46,56+ 9,372

Alcool 31,44+ 4,192 4,0+ 0,52 10,90+ 2,182 2,08+ 0,622 46,11+ 10,872

Oleo ge Cavo + 32,61+ 4,082 3,79+ 0,672 10,87+ 0,882 1,57+ 0,582 41,67+ 8,518
Alcool

Variaveis Sanguineas aos 7 dias

Controle 28,22+ 3,232 4,02+ 0,342 12,34+ 2,182 1,94+ 0,622 43,11+ 8,378

Alcool 27,44+ 4,592 4,19+ 0,252 11,57+ 1,682 1,66+ 0,362 54,33+ 14,762

Oleo de Cravo + 28,0+ 4,122 4,30+ 0,662 12,96+ 1,602 1,84+ 0,262 42,78+ 8,772
Alcool

Htc = Hematocrito; PPT = Proteina Plasmatica Total; Hb = Hemoglobina; Erit. = Eritrocitos
Meédias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Tabela 6. Variaveis sanguineas de tilapias em ambiente controlado com concentragdo subletal de florfenicol.

Varidveis Sanguineas aos 3 dias

Concentracao Htc (%) PPT (g L'l) Hb (g dL) Erit. (x10° L) Glicemia(mg
(mg L) dL)
Controle 31,5+ 4,45° 4,22+ 0,442 9,92+ 1,08* 1,87+ 0,49* 44,33+ 5,94°

0.5 34,67+ 8,67* 4,33£0,71° 10,85+ 1,132 1,85+ 0,50* 45,11+ 5,46
5 35,22+ 4,772 4,11+ 0,33 11,25+ 0,71° 1,72+ 0,35° 43,11+ 11,15°
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Variaveis Sanguineas aos 7 dias

Controle 29,89+ 3,26 4,33+ 0,71° 10,01+ 0,62 2,02+ 0,24° 45,89+ 9,17*
0.5 31,11+ 2,32° 4,22+ 0,44° 10,50+ 1,59* 2,01+ 0,30° 43,0+ 8,79°
5 30,33+ 1,94* 4,11+ 0,60* 10,59+ 2,25 2,08+ 1,05% 40,78+5,17*

Meédias seguidas de letras distintas na mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

De acordo com McDONALD; MILLIGAN (1997), o estresse provoca a hemoconcentragao em
muitos peixes teledsteos, alterando os valores do hematdcrito e outros parametros hematoldgicos. Ja,
PETERSON (1990) esclarece que o aumento do hematocrito € observado como resultado do inchago
do eritrocito, diminui¢do do volume plasmatico, aumento do nimero de células vermelhas ou a
combinagdo destes fatores. Em relagdo aos peixes submetidos a concentragdes subletais de oleo de
cravo, ndo houve diferenca significativa, corroborando os resultados de WAGNER; SINGER,
MCcKINLEY (2003), que ndo verificaram alteragcdes nos niveis de hematdcrito de peixes anestesiados
com Oleo de cravo. Neste trabalhou observou-se que ndo houve alteracdes significativas na glicemia
nos dois experimentos, reforcando a auséncia de estresse nos peixes.

Com o uso crescente do 6leo de cravo no manejo de peixes, diversos estudos foram realizados
para testar o seu potencial como anestésico. Apesar desses estudos apresentarem dados para a indugao
anestésica, ¢ possivel utilizar os resultados para comparacao e confirmacao de que em concentragdes
residuais a substincia ndo possui potencial para alteracdo nos pardmetros hematologicos em tilapias,
permitindo o uso destes biomarcadores no monitoramento de outros agentes ou poluentes sem a
interferéncia deste residuo do 6leo de cravo.

Segundo SIMOES et al. (2012), a concentracio de 250 mg L™ de 6leo de cravo foi selecionada
como a mais adequada para atingir a parada total dos movimentos operculares dos organismos teste,
apresentando diferengas significativas nos valores de hematocrito e hemoglobina. Ja, no presente
trabalho as concentragdes testadas foram 2.500 vezes menores, evidenciando que em concentragdes
residuais, a resposta hematolégica foi diferente das obtidas com as concentracdes anestésicas,
favorecendo a interpretacdo dos resultados dos biomarcadores hematologicos durante o
monitoramento da qualidade da agua.

O uso do antibidtico florfenicol tem sido estudado para avaliar seu potencial no tratamento de
bacterioses em peixes (CARRASCHI et al., 2011; GAIKOWSKI et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2018).
O uso frequente em doses terapéuticas desse antibidtico favorece a ocorréncia de concentragdes
residuais na d4gua sendo importante o monitoramento para garantir a qualidade da 4gua. Neste trabalho
observou-se que essas concentragdes residuais ndo causam alteracdes nos parametros hematoldgicos
em tilapias, permitindo o uso destes biomarcadores no monitoramento de outros agentes ou poluentes

sem a interferéncia do residuo de florfenicol. Para a padronizacdo dos biomarcadores em peixes no
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monitoramento de qualidade da 4gua ¢ importante a avaliacdo dos demais biomarcadores como por

exemplo, os bioquimicos, enzimaticos e patologicos (ISHIKAWA et al., 2020).

4 CONCLUSAO
As concentragoes residuais de 6leo de cravo e do florfenicol na 4gua nao interferem na resposta

dos biomarcadores hematologicos em tilapia.
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