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RESUMO

MARTINS, Karina Ventura Boechat, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2022.
Eficacia e seguranca do dleo de cravo-da-india e do sal comum no transporte de longa
duracao de Cyprinus carpio. Orientador: Jener Alexandre Sampaio Zuanon. Coorientadoras:
Ana Lucia Salaro e Pollyanna de Moraes Franga Ferreira.

O d6leo essencial de cravo (OEC) € amplamente utilizado como sedativo, inclusive no transporte
de peixes, entretanto, ha evidéncias de que o OEC causa efeitos colaterais como respostas de
estresse e estresse oxidativo. Uma das formas de reduzir tais efeitos € a utilizacdo de aditivos
em associagao com o OEC, que apresentem propriedades mitigadoras dos efeitos colaterais ou
mesmo agdes complementares ou sinérgicas. Dentre estes, o sal comum destaca-se em funcao
de seu efeito redutor de estresse, baixo custo e boa disponibilidade. Deste modo, objetivamos
avaliar a eficdcia e seguranca do OEC e do sal comum, usados isoladamente e em associagao,
como aditivos na dgua de transporte de Cyprinus carpio. Foram realizados dois experimentos
com o mesmo delineamento experimental, diferindo apenas quanto ao tempo para a realiza¢ao
da coleta de amostras apds o transporte, sendo o primeiro experimento utilizado para anélises
logo apés o transporte € o segundo, para andlises 96 h apos o transporte, permitindo assim a
avaliacdo da possibilidade de recuperacao dos peixes dos efeitos do transporte. Ambos foram
realizados em esquema fatorial 4x2, em DIC, com um tratamento adicional (antes do
transporte). Foram avaliadas quatro concentragdes de OEC (0; 5; 10 e 15 mg L) e duas
concentracdes de sal comum (0 e 3 g L), com trés repeticdes por tratamento. Os peixes foram
embalados em 48 sacos plasticos com 12 peixes/unidade experimental, sendo que a metade foi
utilizada para a realizac@o das anélises logo ap6s o transporte (24h) e a outra metade, 96h ap6s
o transporte para as andlises de recuperacdo do transporte. Nao houve mortalidade dos peixes
tanto imediatamente, quanto 96h apds o transporte. Quanto as respostas de estresse, 0 OEC ndo
apresentou efeito imediatamente apds o transporte. Entretanto, apds 96h desencadeou aumento
na glicemia em todas concentracdes. Ja o sal, reduziu a glicemia apenas logo apds o transporte.
O OEC (10 e 15 mg L") causou aumento da amdnia ndo ionizada (ANI) na dgua de transporte,
porém tal efeito foi mitigado pela associacdo com o sal comum. A reducdo da ANI
desencadeada pelo sal indica que este diminuiu o gasto energético com osmorregulacdo e, por
isso, diminuiu o catabolismo de aminoécidos e a excrecao de amdnia. Nas branquias, logo apds
o transporte, o OEC (10 e 15 mg L"), apesar de ter proporcionado maior atividade de enzimas
antioxidantes (superdxido dismutase - SOD e glutationa S-transferase - GST), também causou

aumento de espécies reativas (6xido nitrico - ON), de danos em lipidios (malondialdeido -



MDA) e em proteinas (proteinas carboniladas - PC), resultados que indicam que o uso do OEC
isoladamente ndo € seguro. O sal isoladamente, ou em associacdo com o OEC, praticamente
nao causou efeitos no status redox nas branquias logo apds o transporte. Entretanto, no figado,
o sal causou aumento em PC e MDA, resultados que indicam que o uso do sal isoladamente
também nao € seguro. Contudo, tais efeitos foram mitigados pela associacdo com OEC,
particularmente na concentragdo de 5 mg L™!. Apés 96h do transporte, tanto o0 OEC quanto o
sal isolado, causaram efeitos adversos semelhantes nas branquias (aumento de ON e PC em
relac@o aos valores antes do transporte). Entretanto, quando em associa¢ao, causaram redugao
em ON e PC e aumento na atividade da CAT, o que indica que sua associacdo pode mitigar
efeitos colaterais. Deste modo, a utilizacio destes aditivos em associagdo (5 mg L' de OEC +
3 g L'! de sal comum) se mostrou eficaz e segura, pois proporcionou melhor manutencio da
qualidade da dgua (menor teor de amonia) e do status redox nas branquias e no figado de C.

carpio submetidos ao transporte de longa duracao.

Palavras-chave: Antioxidantes. Cloreto de sdédio. Extratos vegetais. Peixes ornamentais.

Sedacao.



ABSTRACT

MARTINS, Karina Ventura Boechat, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July 2022.
Efficacy and safety of clove oil and common salt in the long-term transport of Cyprinus
carpio. Adviser: Jener Alexandre Sampaio Zuanon. Co-advisers: Ana Lucia Salaro and
Pollyanna de Moraes Franca Ferreira.

Clove essential oil (OEC) is widely used as a sedative, including in fish transport, however,
there is evidence that OEC causes side effects such as stress responses and oxidative stress. One
of the ways to reduce such effects is using additives in association with the OEC, which have
mitigating properties of side effects or even complementary or synergistic actions. Among
these, common salt stands out due to its stress-reducing effect, low cost, and good availability.
Thus, we aimed to evaluate the efficacy and safety of OEC and common salt, used alone and in
association, as additives in the transport water of Cyprinus carpio. Two experiments were
carried out with the same experimental design, differing only in terms of the time taken to carry
out the collection of samples after transport, the first experiment being used for analysis
immediately after transport and the second, for analysis 96 h after transport, allowing thus
assessing the possibility of recovering fish from the effects of transport. Both were performed
in a 4x2 factorial scheme, in DIC, with an additional treatment (before transport). Four
concentrations of OEC (0; 5; 10 and 15 mg L") and two concentrations of common salt (0 and
3 g L") were evaluated, with three replications per treatment. Fish were packed in 48 plastic
bags with 12 fish/experimental unit, half of which was used to carry out the analyzes
immediately after transport (24h) and the other half, 96h after transport, for the analysis of
transport recovery. There was no fish mortality either immediately or 96h after transport. As
for the stress responses, the OEC had no effect immediately after transport. However, after 96h
it triggered an increase in blood glucose in all concentrations. Salt, on the other hand, reduced
blood glucose only right after transport. The OEC (10 and 15 mg L) caused an increase in
non-ionized ammonia (NIA) in the transport water, but this effect was mitigated by the
association with common salt. The reduction in NIA triggered by salt indicates that it reduced
energy expenditure with osmoregulation and decreased amino acid catabolism and ammonia
excretion. In the gills, soon after transport, the OEC (10 and 15 mg L"), despite having provided
greater activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase - SOD and glutathione S-
transferase - GST), also caused an increase in reactive species (nitric oxide - NO), damage to
lipids (malondialdehyde - MDA) and proteins (carbonylated proteins - CP), results that indicate

that the use of OEC alone is not safe. The salt alone, or in association with the OEC, had



practically no effect on the oxidative status in the gills soon after transport. However, in the
liver, salt caused an increase in CP and MDA, results that indicate that the use of salt alone is
also not safe. However, such effects were mitigated by the association with OEC, particularly
at the concentration of 5 mg L. After 96h of transport, both the OEC and the salt alone caused
similar adverse effects on the gills (increase in NO and CP in relation to the values before
transport). However, when in association, they caused a reduction in NO and CP and an increase
in CAT activity, which indicates that their association can mitigate side effects. Thus, the use
of these additives in association (5 mg L' of OEC + 3 g L! of common salt) proved to be
effective and safe, as it provided better maintenance of water quality (lower ammonia content)

and oxidative status in the gills and liver of C. carpio subjected to long-term transport.

Keywords: Antioxidants. Sodium chloride. Ornamental fish. Sedation. Vegetable extracts.
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REVISAO DE LITERATURA

A comercializagdo de peixes ornamentais € considerada uma importante atividade
econdmica que inclui mais de 120 paises que realizam a cria¢do, importacdo e exportacao de
peixes, crusticeos, moluscos, plantas aqudticas, dentre outros (WEERAKOON &
WEERAKOON, 2020). Porém, as informacgdes a respeito dos valores decorrentes das vendas
de peixes ornamentais e de acessOrios associados ao aquarismo sdo pouco conhecidas e
desatualizadas (WEERAKOON & WEERAKOON, 2020). De acordo com dados da
Associacdo Brasileira da Induistria de Produtos para Animais de Estimacao (ABINPET, 2018),
no periodo de 2013 a 2018, houve um crescimento acumulado de 6,1% na comercializagdao de
peixes ornamentais no Brasil, atingindo um total de 19,1 milhdes de espécimes em 2018.
Devido ao isolamento social causado pela pandemia gerada pelo COVID-19, a comercializa¢ao
de peixes ornamentais e outros itens para aquarismos ganhou ainda mais destaque e apresentou
um crescimento de 5% somente em 2020, de acordo com a Acquabras - Associacdo de
Criadores e Aquaristas do Brasil (JAWORSKI, 2021).

Para atender o mercado de peixes ornamentais, tanto no atacado como no varejo, o
transporte ¢ uma etapa essencial na criacdo e comercializagdao de peixes (HARMON, 20009;
VANDERZWALMEN et al., 2021). As principais diferengas entre os tipos de transportes sao
baseadas no recipiente utilizado, duracdo, tempo de jejum antes do transporte, densidade de
estocagem, adaptacdes respiratdrias, osmorregulatorias e a tolerancia ao estresse das diferentes
espécies (PORTZ, WOODLEY & CECH, 2006; SAMPAIO & FREIRE, 2016). Com relacio
ao recipiente utilizado, o transporte de peixes pode ser classificado em sistema aberto ou
fechado (BERKA, 1986). O sistema aberto consiste em tanques ou caixas com dgua contendo
altas densidades de estocagem, onde a oxigenac¢do da dgua € feita por meio de compressores de
ar, ou pela injecdo de oxigénio puro através de cilindros de oxigénio comprimido (BERKA,
1986; GOMES, 2003). Este tipo de transporte € o mais indicado para peixes com mais de 100
gramas e normalmente € realizado através de vias rodovidrias, em caminhdes, para curtas
distancias (GOMES, 2003). O sistema fechado consiste na utilizagdo de sacos plasticos selados
contendo cerca de um terco de seu volume com dgua e dois tercos com oxigénio puro (BERKA,
1986; GOMES, 2003a). A quantidade de oxigénio pode ser reduzida quando a espécie a ser
transportada apresenta respiracdo aérea. Este tipo € o mais utilizado para transportar peixes

ornamentais a longas distancias, por via rodovidria ou por via aérea (PRAMOD et al., 2010).
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O transporte € considerado curto quando sua duragc@o € menor que oito horas, e longo
quando excede esse tempo (STIEGLITZ, BENETTI & SERAFY, 2012). No transporte de curta
duracao, o principal problema enfrentado € a diminuicdo do pH da dgua, devido a liberagao de
CO» decorrente da respiragdo celular dos peixes (SAMPAIO & FREIRE, 2016). A producao de
CO» durante o transporte frequentemente € maior do que a basal devido ao aumento do
metabolismo caracteristico das respostas de estresse em peixes (PORTZ, WOODLEY &
CECH, 2006; HANNAN & RUMMER, 2018). Os efeitos do CO, devem ser considerados tanto
no sangue como na dgua, pois o CO> reage com a dgua e forma dcido carbdnico (H.CO3), que
se dissocia em bicarbonato (HCO3") e H*. No sangue, o H" se liga a hemoglobina e causa
diminui¢do da sua afinidade pelo oxigénio, com pequena reducao na sua captacdo através das
branquias (HANNAN & RUMMER, 2018). Na dgua o H* pode causar mais de um efeito, como
distirbios na capacidade de equilibrio 4cido basico, na secre¢do de muco pelo epitélio branquial
e na capacidade de excrecdo de amonia (RANDALL & LIN, 1993). Entretanto, em transportes
de longa duragdo, a excrecdo de CO> tende a diminuir e se estabilizar e, portanto, 0 maior
problema enfrentado no transporte de longa duracio é o acimulo de amonia ndo ionizada (NH3)
(SAMPAIO & FREIRE, 2016). A amodnia, proveniente do catabolismo de aminodcidos,
necessario para a manutengdo da homeostase glicémica, € excretada principalmente através das
branquias (WILKIE, 1997). O aumento na concentra¢do de NH3 na dgua dificulta sua excre¢ao
pela reducdo de seu gradiente de concentracdo entre sangue e dgua, o que pode causar
intoxicacao e morte dos peixes (RANDALL & TSUI, 2002).

A depreciagdo da qualidade da 4gua é influenciada pela densidade de estocagem e
tamanho dos peixes (BARCELLOS et al., 2006; SAMPAIO & FREIRE, 2016). Do ponto de
vista econdmico, quanto maior a densidade, menor o custo associado ao transporte. Contudo,
altas densidades podem desencadear respostas de estresse nos peixes (CARNEIRO &
URBINATI, 2002; GOMES et al., 2003b) e depreciar mais rapidamente a qualidade da dgua
(BRAUN & NUNER 2014) por exacerbar os efeitos indesejdveis citados anteriormente.

Os manejos que antecedem o transporte como captura, manuseio, selecdo,
confinamento, mudangas na qualidade da 4gua (YOUNG et al., 2019) e o préprio transporte sao
fatores causadores de estresse em peixes (DE CARBALHO GOMES, ROUBACH &
ARAUJO-LIMA, 2002; HARMON, 2009; VANDERZWALMEN et al., 2019). Os fatores
estressores podem ser classificados como agudos, quando a exposi¢ao € de curto prazo, ou como
cronicos quando os animais s3o mantidos em situacOes de estresse a longo prazo (DAVIS,
2006). No ambiente natural, as respostas de estresse agudo preparam o animal para enfrentar

ou escapar de situacdes adversas. Portanto, representa vantagem adaptativa, a medida que
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favorece a sobrevivéncia do animal (WENDELAAR BONGA, 1997). Entretanto, em ambientes
de cultivo, as respostas de estresse nio sdo desejadas por causar distirbios na homeostase
(FRANCIS-FLOYD, 2002). Quando o estresse € cronico, o organismo perde a capacidade de
regular a liberacdo dos hormonios de estresse, o que resulta na inibi¢do do crescimento, da
reproducdo e da atividade do sistema imune (WENDELAAR BONGA, 1997; BARTON,
2002). Devido a duragdo dos transportes, a maioria dos manejos relacionados desencadeiam
respostas de estresse agudo.

As respostas fisiolégicas compensatoérias desencadeadas pelos fatores estressores sao
classificadas como primdrias, secunddrias e tercidrias (MAZEAUD et al., 1977; IWAMA,
1998). As primdrias sdo respostas neuroenddcrinas marcadas pelo aumento dos niveis
plasméticos dos hormonios do estresse, catecolaminas e cortisol (IWAMA, 1998). Diferentes
fatores estressores sdo percebidos pelos peixes através de diversos sistemas sensoriais, que
alcancam diferentes dreas do sistema nervoso, incluindo o hipotdlamo. A partir desta estrutura
encefdlica, sdo ativados o sistema nervoso autdbnomo simpético e o eixo hipotalamo-hipdfise-
tecido interrenal (IWAMA, 1998). As respostas fisioldgicas que ocorrem mais rapidamente sao
ativadas pelo sistema nervoso autdbnomo simpdético, com a liberacdio do neurotransmissor
noradrenalina junto aos 6rgdos efetores. O simpdtico também estimula as células cromafins na
porcdo cefdlica dos rins, que causa liberacdo de adrenalina e noradrenalina no sangue
(BARTON & IWAMA, 1991). A ativacdo do eixo hipotalamico-hipofisario-tecido interrenal
(HHI) causa a liberacdo do hormonio liberador de corticotropina (CRH) pelo hipotdlamo, que
por sua vez, estimula a hipdfise a liberar corticotropina (ACTH) na corrente sanguinea. O
ACTH estimula as células interrenais a produzirem glicocorticoides, principalmente o cortisol
(WENDELAAR BONGA, 1997). Adrenalina, noradrenalina e cortisol, atuando nos tecidos
alvo, desencadeiam as respostas secunddrias, caracterizadas pelo aumento dos niveis de glicose
plasmaética, reducdo das reservas de glicogénio, aumento da ventilagcdo branquial, distirbios
hidroeletroliticos e alteracoes hematoldgicas IWAMA, 1998; VAN DER BOON, VAN DEN
THILLART & ADDINK, 1991). As respostas tercidrias sdo desencadeadas apenas quando a
exposicao ao fator estressor € cronica. Neste estdgio, ocorre a redugdo da ingestio de alimentos
e das reservas energéticas, catabolismo de proteinas e aminodcidos, inibicdo da atividade do
sistema imune e reducdo da capacidade de cicatrizacdo de feridas, o que compromete o
crescimento e a reproducdo, com aumento da suscetibilidade a doengas (WENDELAAR
BONGA, 1997; BARTON, 2002; BRANDAO, GOMES & CHAGAS, 2006). Portanto, o
monitoramento das varidveis fisioldgicas classificadas como respostas primdrias e secunddrias

de estresse pode favorecer o sucesso do transporte de peixes (HARMON, 2009).
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Em transportes de curta duracdo o teor de oxigénio dissolvido na dgua frequentemente
¢ suficiente para atender as necessidades dos peixes. Contudo, em longa duragdo, com a
utilizacdo de sacos plasticos selados, pode ocorrer declinio dos niveis de oxigénio dissolvido,
com aumento na producgdo de lactato e consequente distirbio na capacidade de manutencao do
equilibrio 4cido-base pelos peixes (GOLOMBIESKI et al., 2003; SAMPAIO & FREIRE,
2016). A exposi¢ao dos peixes a condi¢des de hipoxia pode desencadear estresse oxidativo em
diversos tecidos, principalmente nas branquias e figado (LIVINGSTONE, 2003), com prejuizos
para o funcionamento das membranas celulares, das proteinas e dos dcidos nucleicos
(LUSHCHAK, 2011).

O oxigénio € essencial para a sintese de ATP nas mitocOndrias, onde atua como aceptor
final de elétrons. Entretanto, durante este processo, também siao formadas espécies reativas do
metabolismo do oxigénio (ERMOs), que podem ser de duas categorias, radicais livres e nao
radicais. Atomos ou moléculas que apresentam niimero impar de elétrons em sua tltima camada
eletrOnica, sdo considerados radicais livres como o radical superdxido (O:™), radical
hidroperoxila (HO?") e o radical hidroxila (OH"). O peréxido de hidrogénio (H20>) e o oxigénio
singlet (102) sdo ndo radicas. Apesar de ndo apresentar desemparelhamento de elétrons na
dltima camada, o H>O, € um metabdlito do oxigénio extremamente deletério, uma vez que
participa da producdo de OH" (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Durante o metabolismo do oxigénio, duas moléculas de Oz sofrem reducao tetravalente,
com aceita¢do de quatro elétrons, resultando na formacao de duas moléculas de H,O (Figura
1). Intermedidrios reativos sdo formados neste processo, como os radicais superdxido (Oz7),
hidroperoxila (HO>) e hidroxila (OH), e o ndo radical peréxido de hidrogénio (H>O2). A
completa reducdo do Oz neutraliza as espécies reativas, contudo pequenas porcentagens destas
espécies reativas nao sdo neutralizadas durante a redu¢do do O» na formacdao de ATP nas
mitocondrias (FERREIRA & MATSUBARA, 1997), que além de causar danos por si s0,
contribuem para a formacdo de espécies reativas de nitrogénio (RNS), de enxofre (ERS), de
cloro (ERCI) e de carbono (ERC) (VASCONCELOS et al., 2007). Apesar do radical superéxido
(O2") ser pouco reativo, ele pode interagir com outras moléculas como o NO" e gerar RNS,
como o peroxinitrito (ONOO’) (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; KOURY &
DONANGELDO et al., 2003; SCHNEIDER & OLIVEIRA, 2004). O 6xido nitrico (NO) é um
radical livre, gasoso, que pode ser sintetizado por diversas isoformas das enzimas 6xido nitrico
sintetase (NOS), que converte o aminodcido L-arginina a NOe + L-citrulina (VASCONCELOS
et al., 2007). O NO participa de diversos processos fisiolégicos como vasodilatagdo,

neurotransmissao e regulacdo do sistema imune. Porém, quando em excesso pode reagir com o
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radical superdxido e formar o radical peroxinitrito (ONOO-), potente oxidante, causador de
danos em moléculas bioldgicas como grupos S-H das proteinas, além de hidroxilagdo e nitragao

de compostos aromadticos, que causam danos as células (VASCONCELOS et al., 2007).
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Figura 1. Reducio tetravalente do oxigénio molecular (O2) nas mitocdndrias, com formacao de espécies
reativas de oxigénio e 4gua (H20) (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Devido a alta reatividade e capacidade de gerar danos das ROS, o metabolismo do
oxigénio possui um rigido controle celular, de forma a minimizar a formagdo de espécies
reativas de oxigénio e consequentemente, espécies reativas de outros elementos (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 2015) uma vez que causam danos em lipidios, proteinas e dcidos nucleicos,
que podem levar a morte celular (LUSHCHAK, 2011). O organismo possui defesas
antioxidantes enzimadticas e ndo enzimadticas que neutralizam as ROS e minimizam os danos
desencadeados pelas ROS e demais espécies reativas. As principais defesas enzimaticas sdo as
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (G-px), glutationa
redutase (GRED) e glutationa-S-transferase (GST), e os ndo enzimaticos sdo representados pela
vitamina C, vitamina E, tocoferol, tidis, carotenoides, glutationa e compostos fendlicos,
destacando-se os flavonéides, entre outros (LUSHCHAK, 2011; PEREIRA & DAS GRACAS
CARDOSO, 2012). Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos, a vitamina C se destaca por seu
alto poder antioxidante. A oxidacdo desta vitamina pela doacdo de H*, na presenca de ROS,
converte estas moléculas em formas menos reativas. A vitamina C também atua regenerando a
vitamina E apds sua oxidacdo por espécies reativas, bem como pela redu¢do de metais de
transicao (Fe e Cu) e assim, diminuindo a formacgdo de ROS, o que evita a reacdo de H2O2 com

os metais de transi¢do (CHENG et al., 2018; HOSSAIN et al., 2018). O desequilibrio entre a
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geracdo e a neutralizagdo de ROS € conhecido como estresse oxidativo (VALAVANIDIS et al.,
20006).

As espécies reativas de oxigénio podem ser de origem enddgena ou exdgena. Assim,
além da reducdo do O até H>O nas mitocOndrias, também sdo fontes enddgenas as reagdes do
O> com o Fe*** (reacdes de Fenton e Haber), a acdo das enzimas monoamina oxidase, NADPH
redutase, xantina oxiredutase, entre outras (NOORI, 2012). Dentre as fontes exdgenas,
destacam-se os pesticidas, metais pesados e fatores ambientais como variagdes no teor de
oxigénio dissolvido, temperatura, pH e osmolaridade da 4gua (CHOWDHURY & SAIKIA,
2020). Dessa forma, diversos manejos utilizados na criagdo de peixes podem representar fatores
causadores de estresse oxidativo, uma vez que envolvem captura e exposi¢do dos peixes ao ar,
e consequente variacdo no suprimento de oxigé€nio, uso do sal comum para controle de
ectoparasitos, bem como as mudangas de temperatura e qualidade de 4gua associadas ao
transporte de peixes vivos.

Os aditivos tém sido estudados e empregados na dgua visando reduzir ou mitigar as
respostas de estresse e estresse oxidativo desencadeadas pelas praticas de manejo e transporte
durante a criagdo de peixes (SAMPAIO & FREIRE, 2016; HARMON, 2009;
VANDERZWALMEN et al., 2019). Os aditivos mais utilizados s@o os probioticos, sal comum
e sedativos/anestésicos (CROSBY et al., 2006; HARMON, 2009; BIDHAN et al., 2014).

Os probidticos sao microrganismos vivos que promovem efeitos benéficos por meio da
reducdo de populacdes de microrganismos indesejaveis, o que favorece a manutencdo da
qualidade da dgua e a saide dos peixes (GILDBERG et al., 1997; IGE, 2013; MOHAPATRA
et al., 2013; BIDHAN et al., 2014).

O sal comum € bastante utilizado durante o manejo e transporte de peixes por diminuir
os gradientes osmoéticos e idnicos entre 0 meio interno e externo (dgua doce), o que reduz o
gasto energético e auxilia na manuten¢do da homeostase (MCDONALD & MILLIGAN et al.,
1997; CROSBY et al., 2006). Além disso, o sal na 4gua também pode estimular a produgdo de
muco (MIFSUD & ROWLAND, 2008), controlar ectoparasitos e prevenir doencas (TACCHI
et al., 2015; MIRGHAED & GHELICHPOUR, 2019). Com relagdo aos efeitos sobre as
respostas de estresse, o sal tem mostrado diferentes efeitos em diferentes espécies de peixes.
Para Morone saxatilis (MAZIK, SIMCO & PARKER, 1991), Brycon cephalus (CARNEIRO
& URBINATI, 2001), Cyprinus carpio (MIRGHAED & GHELICHPOUR, 2019) e Astyanax
altiparanae (SALARO et al., 2015) o sal promoveu redugao das respostas de estresse. Porém,
em outras espécies como pacama Lophiosilurus alexandri (FAVERO et al., 2019) e tambaqui

Colossoma macropomun (GOMES et al., 2003b) o sal ndo influenciou as respostas de estresse.
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Em Arapaima gigas, BRANDAO et al. (2008) observaram que o sal niio apresentou efeito sobre
as respostas de estresse porém, GOMES et al. (2006) relataram que para essa espécie o uso do
sal deve ser evitado por causar distirbios osmorregulatérios. Para Pangasianodon
hypophthalmus (BOAVENTURA et al., 2021) e Salmo gairdneri (BARTON & PETER, 1982)
o sal desencadeou aumento na glicemia e no teor de cortisol. Portanto, as respostas dos peixes
de dgua doce a salinidade da dgua sdo espécie-especifica. Além disso, até 0 momento ainda nao
foram avaliados os efeitos da adicdo de sal na dgua sobre o status redoxs dos peixes de dgua
doce.

Os sedativos e anestésicos podem ser sintéticos ou naturais (HOSEINI, MIRGHAED,
& YOUSEFI, 2019) e sdo empregados na aquicultura com o objetivo de reduzir as respostas de
estresse, 0 metabolismo dos peixes, e assim, diminuir o consumo de oxigénio, a producdo de
CO» e a excrecdo de amonia na dgua (HARMON, 2009). Os sintéticos mais utilizados sao a
tricaina metasulfonato (MS-222), fenoxietanol, benzocaina, metomidato, etomidato, sulfato de
quinaldina, propofol e cloridrato de cetamina (AYDIN & BARBA, 2020; STOSKOPF &
POSNER, 2008; PRIBORSKY & VELISEK, 2018). Apesar de sua eficdcia, alguns deles ndo
sdo completamente seguros para os peixes devido aos efeitos colaterais que podem causar,
como aumento do tonus muscular, hiperatividade, secre¢do excessiva de muco, irritacio em
branquias e danos em cérneas (MIRGHAED, GHELICHPOUR & HOSEINI, 2016; CUNHA
et al., 2017; TEIXEIRA et al., 2017). Os naturais sdo provenientes do metabolismo secundario
de plantas e geralmente sdo comercializados na forma de 6leos essenciais (EO) (BERG &
LUBERT, 2008; PEREIRA & DAS GRACAS CARDOSO, 2012). Dentre as plantas com
propriedades sedativas/anestésicas para peixes, destacam-se Eugenia aromdtica (HISANO et
al., 2008; MOREIRA et al., 2010), Eugenia caryophyllata (INOUE, SANTOS NETO &
MORAES, 2003; SOLTANI et al., 2004), Lippia alba (DA CUNHA et al., 2010; CARDENAS
et al., 2016), Aloysia triphylla (PARODI et al., 2014; BECKER et al., 2017), Mentha sp
(METIN et al., 2015; CAN & SUMER, 2019), Ocimum sp (BENOVIT et al., 2012; SILVA et
al., 2015) e Melaleuca alternifolia (HAJEK, 2011; CORREIA et al., 2017). Os principais
compostos ativos que promovem sedacdo/anestesia sdo: eugenol, mentol, mirceno, 1,8-cineol,
linalol, limoneno, citronelal, timol e carvacrol (AYDIN & BARBA, 2020). Os principios
biologicamente ativos destas plantas além de reduzirem o metabolismo e a atividade do animal,
também possuem propriedades antioxidante, antimicrobiana, redutora de estresse € imuno
estimulante (SACCOL et al., 2017; COSTA, 2002; DA CUNHA et al., 2010) o que pode

prevenir ou atenuar infecc¢oes, respostas de estresse e estresse oxidativo.
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Os sedativos utilizados na aquicultura, além de eficazes e seguros, devem ser de facil
obtencdo e apresentar um balanco positivo na relacio custo/beneficio de seu uso (MITJANA et
al., 2014). Um OE ¢ considerado eficaz e seguro como sedativo quando o peixe apresenta a
capacidade de recuperar da sedacdo e voltar ao estado normal, sem prejuizos na saide e
sobrevivéncia do mesmo (MARKING & MEYER, 1985). Os efeitos do sedativo na satdde do
peixe podem ser avaliados através de varidveis fisiologicas, bioquimicas e comportamentais
como, o status redox, as respostas de estresse, o equilibrio hidromineral, condi¢cao imunolégica
e comportamento alimentar (DA CUNHA et al., 2010; HOSEINI, 2011; GRESSLER et al.,
2014; BECKER et al., 2017). Além disso, € importante avaliar estas varidveis em diferentes
Orgdos para garantir a total seguranca na utilizacdo do anestésico, principalmente branquias e
figado, uma vez que as branquias estdo diretamente expostas ao anestésico (NEIFFER &
STAMPER, 2009) e o figado por ser responsivel pelo catabolismo do mesmo (BRUSLE &
ANADON, 1996).

A efetividade e seguranca de um sedativo pode variar em funcdo da composicio e
concentragdes dos principios ativos e outros metabdlitos secunddrios da planta. Sua composi¢ao
¢ influenciada pela regido de cultivo, época de colheita e idade da planta (GOURINE et al.,
2010; WANG et al., 2009). Cada OE apresenta um ou mais principios ativos, que sao compostos
majoritarios em sua composicdo (BADI et al., 2004) e cada um desencadeia efeitos fisiologicos
distintos, positivos e/ou deletérios quando utilizados na sedacdo de peixes (BENOVIT et al.,
2015). Apesar da vasta literatura atestando a seguranca do uso de OE como sedativos, alguns
estudos apresentaram resultados adversos por causar distirbios osméticos (SINK & NEAL,
2009), além de desencadear respostas de estresse e estresse oxidativo (KING et al., 2005; PARK
et al., 2008; PARK et al., 2009).

O dleo de cravo-da-india € o anestésico a base de plantas mais estudado e mais utilizado
na aquicultura (SOTO & BURHANUDDIN, 1995; JAVAHERY, NEKOUBIN & MORADLU,
2012; BOWKER et al., 2015) e possui como principal principio ativo o eugenol, que
corresponde a mais de 60% de sua constituicdo (YANISSE et al., 2020). Sua eficicia como
anestésico ja foi comprovada em vdrias espécies de peixes como Oncorhynchus mykiss
(KEENE et al., 1998; VELISEK et al., 2005), Cyprinus carpio (HUSEN & SHARMA, 2015),
Colossoma macropomum (CARNEIRO et al., 2019), Oreochromis niloticus (SIMOES et al.,
2011), Danio rerio (GRUSH et al., 2004), Carassius auratus (PERDIKARIS et al., 2010), entre
outras espécies (AYDIN & BARBAS, 2020). O uso do 6leo de cravo tem sido considerado
seguro por apresentar baixa toxicidade (MITJANA et al., 2014) e ser rapidamente degradado

no ambiente (AYDIN et al., 2019), entretanto, existem indicios que o mesmo pode causar danos
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oxidativos e desencadear respostas de estresse em algumas espécies de peixes (AFIFI, AL-
THOBAITI & RASEM, 2000; VELISEK et al., 2011). Portanto, s3o necessarios estudos para
avaliar a seguranga de seu uso em diferentes espécies e condicdes ambientais de temperatura,
pH, salinidade, bem como avaliar em diferentes tempos de exposicao e recuperacgao.

Para o comércio de peixes ornamentais, a capacidade de recuperacdo do estresse
proveniente do transporte € importante para a atratividade do mesmo em termos de coloragao,
comportamento sauddvel, bem como integridade de pele e nadadeiras (PARIPATANANONT
et al., 1999; GOUVEIA et al., 2003). Deste modo, se faz necessdria a avaliacdo das respostas
de estresse e do status redox dos peixes nao s6 logo apds o transporte, mas também apds um
periodo de dias, afim de avaliar sua capacidade de recuperagdo apds o transporte sob sedagao.

A maioria dos estudos que avaliam sedativos naturais durante o transporte de peixes
utilizam o extrato bruto de uma planta (folhas, frutos, raizes ou rizomas) ou um de seus
principais principios ativos (HOSEINI, MIRGHAED, & YOUSEFI, 2019). Contudo, o uso
combinado de diferentes aditivos, com propriedades distintas ainda é pouco comum.
Considerando que diferentes aditivos podem apresentar efeitos complementares, sinérgicos ou
antagdnicos, se faz necessario avaliar diferentes combinagdes de aditivos que tenham eficicia
comprovada em peixes. Deste modo, com o presente estudo, objetivamos avaliar o uso
concomitante dos principais aditivos utilizados durante o transporte de peixes: o sal comum e

o 0leo de cravo.
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CAPITULO 2
Eficacia e seguranca do dleo de cravo-da-india e do sal comum no transporte de

longa duracao de Cyprinus carpio

Artigo redigido com base nas normas do periddico Aquaculture.
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Eficécia e seguranca do 6leo de cravo-da-india e do sal comum no transporte de longa

duragdo de Cyprinus carpio
RESUMO

Com o presente estudo objetivamos avaliar a eficdcia e seguranga do 6leo de cravo (OEC) em
associacao com o sal comum durante o transporte de longa duragdo (24h) de Cyprinus carpio.
Foram realizados dois experimentos em esquema fatorial 4x2, em DIC, com um tratamento
adicional (antes do transporte) sendo quatro niveis de OEC 0; 5; 10 e 15 mg L', dois niveis sal
0e 3 gL' e trés repeti¢des, diferente apenas quanto ao momento da coleta de amostras (logo
apos ou 96h apos o transporte). Em geral, os resultados observados permitem concluir que a
utilizacdo de OEC isoladamente ndo € segura para o transporte de carpas por causar aumento
na amoOnia ndo ionizada na 4gua e desencadear estresse oxidativo nas branquias e figado. Apesar
da utilizag@o do sal comum ter proporcionado reducao no teor de amdnia na d4gua e nas respostas
de estresse (glicose), sua utilizacdo isolada também nao € recomendada, uma vez que este
causou danos oxidativos no figado e nas brinquias, efeitos ainda ndo relatados na literatura.
Entretanto, a utiliza¢io do sal em associacdo com 5 mg L' OEC proporcionou os melhores
resultados tanto logo apds, como 96 h apds o transporte. Nas branquias, houve reducgdo de 6xido
nitrico (ON) e proteinas carboniladas (PC) e aumento na atividade da enzima catalase (CAT)
ap6s 96 h, enquanto no figado, logo ap6s o transporte, houve reducdo de ON e dos danos
oxidativos (PC e malondialdeido - MDA), ao passo que 96 h apds o transporte, houve reducao
de ON e aumento na atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST). Deste modo, a
utilizagdio destes aditivos em associacdo (5 mg L' de OEC + 3 g L' de sal comum) se mostrou
eficaz e segura, pois proporcionou melhor manutencdo da qualidade da dgua (menor teor de
amonia) e manutencao do status redox nas branquias e no figado de C. carpio submetidos ao
transporte de longa duracao.

Palavras-chave: Antioxidantes; cloreto de sddio; extratos vegetais; peixes ornamentais;

sedacao.
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1. Introducao

O transporte € frequentemente realizado durante a criacdo e comercializagdo de peixes,
porém, é um dos procedimentos que mais acarretam estresse (MEINELT et al., 2008; PORTZ
et al., 2006) em funcao dos manejos de captura, confinamento, adensamento e alteracdes na
qualidade da 4gua (CARNEIRO & URBINATI, 2002), particularmente no transporte de longa
duracgdo (acima de 8 h). Nestas condi¢des, as principais respostas de estresse desencadeadas sdo
o aumento da ventilagdo branquial (OBA et al., 2009) que pode levar a distirbios osméticos
(YARAHMADI et al., 2016) e estresse oxidativo (PAN et al., 2010); o aumento do metabolismo
(SLOMAN et al., 2000) que leva a maior excrecao de CO> e consequente reducdo do pH da
agua (HARMON, 2009) e a mobilizacao das reservas energéticas (OBA et al., 2009) que pode
levar a maior excrecdo de amonia (RANDALL & WRIGHT, 1989). Além disso, os peixes
podem perder o muco protetor que recobre sua superficie corporal devido ao adensamento
(VANDERZWALMEN et al., 2019), o que resulta em injurias na pele, perda de escamas, maior
suscetibilidade a doencas e consequentemente aumento de mortalidade (WEDEMEYER,
1996).

Com o intuito de minimizar os efeitos adversos do transporte, podem ser utilizados
aditivos na dgua, como sedativos e o sal comum (VANDERZWALMEN et al., 2019). Os
sedativos sdo utilizados com o objetivo de reduzir as respostas de estresse € o metabolismo dos
peixes, e assim, diminuir o consumo de oxigénio, a produgdo de CO, e a excrecdo de amodnia
na dgua (HARMON, 2009). Alguns sedativos, como os 6leos essenciais, também apresentam
propriedades antioxidante, antimicrobiana, imuno estimulante e miorrelaxante (COSTA et al.,
2002; DA CUNHA et al., 2010; FUJIMOTO et al., 2018; SACCOL et al., 2017). O sal comum
¢ utilizado por diminuir o gradiente osmético entre o ambiente externo (dgua doce) e o plasma,
com redugdo dos distdrbios osméticos; por estimular a produ¢do de muco, que melhora a

protecdo contra injdirias mecanicas e microbioldgicas, e assim prevenir doencas (GOMES et al.,
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2003; MIFSUD & ROWLAND, 2008), bem como mitigar as respostas de estresse
(MIRGHAED & GHELICHPOUR, 2019). Porém, os efeitos do sal sobre as respostas de
estresse t€ém mostrado diferentes resultados em diferentes espécies, variando desde reducgdo até
aumento das respostas de estresse, além de discrepancias de resultados para a mesma espécie
(CARNEIRO & URBINATI, 2002; FAVERO et al., 2019; GOMES et al., 2003; MAZIK,
SIMCO & PARKER, 1991; MIRGHAED & GHELICHPOUR, 2019; SALARO et al., 2015).
Portanto, as respostas dos peixes de dgua doce a salinidade da dgua sdo espécie-especificas.
Além disso, até o momento ainda ndo foram avaliados os efeitos da adi¢do de sal na d4gua sobre
o status redox dos peixes de dgua doce.

Dentre os sedativos utilizados no transporte de peixes, o 6leo de cravo-da-india (OEC),
Syzygium aromaticum L. (HOSEINI et al., 2018) destaca-se por ser de baixo custo, de fécil
obtencdo (MITJANA et al., 2014) e eficaz para muitas espécies como Cyprinus carpio (HAJEK
et al., 20006), Carassius auratus (PERDIKARIS et al., 2010), Danio rerio (GRUSH et al., 2004),
dentre outras (JAVAHERY, NEKOUBIN & MORADLU, 2012). Apesar de reduzir respostas
de estresse durante sedacdo em Brycon cephalus (INOUE et al., 2005), Salmo salar L.
(IVERSEN et al., 2003) e Oncorhynchus mykiss (WAGNER et al., 2003), o OEC aumentou as
respostas de estresse em Centropristis striata (KING et al., 2005), Epinephelus bruneus (PARK
etal., 2008) e Oplegnathus fasciatus (PARK et al., 2009) e desencadeou outros efeitos adversos
como necrose branquial, distirbios osmorregulatérios e estresse oxidativo (AFIFI et al., 2000;
SINK & NEAL, 2009; VELISEK et al., 2011). Portanto, se faz necessario avaliar formas mais
seguras e eficazes para a utilizacdo de OEC como sedativo no transporte de peixes. A utilizacao
do OEC em associag¢do com outros aditivos pode contribuir para a obtencao de resultados mais
seguros em funcao da possibilidade de estes apresentarem efeitos sinérgicos, complementares
ou mitigadores de efeitos colaterais. Contudo, qualquer aditivo acrescentado na dgua de

transporte resulta em aumento dos custos e, por isso, o sal comum apresenta-se promissor para
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tal propdsito por ser de baixo custo, de ficil obtencdo, de facil utilizacdo e com reduzido
impacto ambiental (SELOSSE & ROWLAND, 1990). Portanto, objetivamos avaliar a eficicia
e seguranga do OEC e do sal comum, usados isoladamente e em associa¢cdo, como aditivos na
agua de transporte de longa duracdo de Cyprinus carpio, uma importante espécie ornamental,
comercializada em praticamente todo o mundo (ARIEL, 2005; DUAN et al., 2009; SINGH &

LAKRA, 2011).
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2. Material e Métodos
Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais de Producdo da

Universidade Federal de Vicosa (CEUAP/UFV), protocolo n° 054/2016 (Anexo I).

2.1. Animais e condi¢oes pré-experimentais
Juvenis de Cyprinus carpio (9,26 £ 2,04 g) obtidos de uma piscicultura ornamental
localizada no municipio de Patrocinio do Muriaé, Minas Gerais (Piscicultura AQUACEL
PEIXES ORNAMENTAIS®) foram transferidos para o Laboratério de Fisiologia Aplicada a
Piscicultura e mantidos para aclimatagio por 15 dias em caixas plasticas de 250 L com filtro
bioldgico, aeracdo e aquecedores com termostato (25°C). Os peixes foram alimentados com
racdo comercial (SOMA - TEC PEIXE 45) trés vezes ao dia (Anexo II). Antes da realiza¢do do

transporte, os peixes foram submetidos a jejum de 12h.

2.1.1. Qualidade de agua

Foram coletadas amostras de dgua antes do transporte para avaliacdo da temperatura e
oxigénio dissolvido, mediante oximetro digital (YSI®— 550A), pH, mediante pH digital
(YUMP® — ph-618) e amonia total por kit colorimétrico (LabconTest® 224 — Amonia Toxica).
A amobnia ndo ionizada foi calculada com base na férmula: Amoénia ndo ionizada = amodnia
total/(1+10((©.0902-pH) + 2730/273,3+temperatura))y de acordo com Emerson et al. (1975).

2.1.2. Respostas de estresse

Para avaliar as respostas de estresse, foram mensurados a glicose e o lactato sanguineos
de 12 peixes antes do transporte. O sangue foi coletado por meio de um corte no pedinculo
caudal com bisturi e depositado em tiras reagentes do aparelho monitor digital para leitura de
glicose (Accu-Chek® Active Roche) e para leitura de lactato (Accutrend® Plus Roche).

2.1.3. Marcadores oxidativos e enzimas antioxidantes

As andlises do status redox foram realizadas no Laboratério de Ecofisiologia de

Quirdpteros do Departamento de Biologia Animal da UFV. Amostras de figado (100 mg) e
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branquias (150 mg) foram coletadas em 9 peixes. Os tecidos foram conservados em nitrogénio
liquido e, posteriormente, armazenados em freezer -80°C.

Amostras de figado e de branquias foram homogeneizadas em 1,0 mL de tampao fosfato
1 mmol L' de 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA), pH 7,4, com homogeneizador de
tecidos (Omni Tissue Homogenizer -TH) e centrifugados a 1.200 rpm, a 4°C, por 10 minutos.
Com o sobrenadante foram realizadas as andlises para mensurar a producao do 6xido nitrico
(ON), o marcador da peroxidacao lipidica, o malondialdeido (MDA), a atividade das enzimas
antioxidantes superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S-transferase (GST) e
proteinas totais. Os péletes derivados do homogenato foram utilizados para andlise das
proteinas carboniladas. Todas as andlises foram realizadas em duplicatas através de
espectrofotdmetro (UV-Mini 1240, Shimadzu, Japan) ou leitora de microplacas (Thermo

Scientific, Waltham, MA, USA).

2.1.3.1.  Oxido Nitrico
Para estimar a producdo de ON pelo método descrito por GRIESS (1879), o nitrito foi
utilizado como o indicador de sua sintese. O nitrito é detectado pelo Reativo de Griess,
composto por 1% de sulfanilamida,0,1% naftil-etileno-diaminae e 2,5% H3POs. Com esse
propésito, 50 pL. do sobrenadante foram acrescentados em microplacas com o mesmo volume
do Reativo de Griess e incubados a temperatura ambiente durante 10 minutos. Logo apds, foi
realizada a leitura em um leitor de microplacas, a 570 nm e os resultados foram expressos em
umol L. A conversdo da absorbancia em concentragdes micromolares de ON foi mensurada
de acordo com uma curva padrdo que utiliza concentragdes conhecidas de nitrito de sodio
(NaNOy).
2.1.3.2.  Malondialdeido
O malondialdeido (MDA), principal produto da peroxidacao lipidica, foi mensurado de

acordo com BUEGE & AUST (1978). O composto da reacdo continha 0,2 mL de amostra e 0,4
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mL de soluc¢do de acido tricloroacético (15%), 4cido tiobarbiturico (0,375%) e acido cloridrico
(0,6%). O composto foi homogeneizado em vortex e conservado em banho maria a 90°C por
40 minutos. Apds cinco minutos no gelo, foi adicionado 0,6 mL de dlcool butanol ao composto,
homogeneizado em vértex por dois minutos e centrifugado por 10 min, a 3500 rpm a 25°C. O
sobrenadante foi empregado para determinar a concentracdo de MDA, em leitor de microplacas,
a 540 nm. A concentracdo de MDA foi estabelecida pela curva padrao de concentragdes de 1,
1, 3, 3-tetrametoxipropano (TMPO) e os resultados foram expressos em pmol mg™!' de proteina.
2.1.3.3.  Proteinas carboniladas

O teor de proteinas carboniladas, o principal marcador de danos em proteinas, foi
mensurado através da utilizacdo do reagente 2, 4- dinitrofenilhidrazina (DNPH), embasado nos
grupos carbonil que atuam com o DNPH (LEVINE et al., 1994). Os péletes foram precipitados
em solucdo tricloroacético (TCA) 10% gelado e a solucdo centrifugada a 3.000 rpm, por 10
minutos, a 15°C. O sobrenadante foi desconsiderado e acrescido ao precipitado 0,5mL de
solu¢do DNPH 10 mmol L' que foi diluido em 4cido cloridrico (7%). A solugio foi agitada em
vortex e mantida em temperatura ambiente, na auséncia de luz, por 30 minutos. Logo apds, foi
centrifugada a solu¢do em 3.000 rpm, por 10 minutos, a 15°C, o sobrenadante retirado e
acrescentado 0,5 mL de TCA 10%. A solugdo foi centrifugada novamente e o sobrenadante
despejado. O precipitado foi lavado trés vezes com 1 ml de acetato de etila e etanol (1:1 v/v).
A cada lavagem, a solucio foi homogeneizada, centrifugada e descartado o sobrenadante. Por
fim, foi adicionado 1 mL de lauril sulfato de s6dio (SDS) 6%, a solu¢do foi novamente
homogeneizada e centrifugada a 6.000 rpm, por 10 minutos, a 15°C. Foi produzido um branco
para cada amostra, em que foi acrescido 0,5 mL de solugcdo de acido cloridrico 7% ao
precipitado como substituto ao DNPH. O sobrenadante foi empregado para definir a
concentragdo da protefna carbonilada em leitor de microplacas a 370 nm e resultados foram

manifestados em nmol mL"'.
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2.1.3.4. Atividade da enzima superéxido dismutase

A atividade da SOD foi determinada através do poder desta enzima em catalisar a reacao
do radical superéxido (O?) e consequente diminui¢io da auto oxidagdo do pirogalol
(DIETERICH et al., 2000). Resumidamente, 99 pL de tampao fosfato (5 mmol L', pH 7,0) foi
acrescido a 6 pL de solugdo MTT (brometo de (3-[4,5-dimetiltiazol-2H] -2,5-
difeniltetrazolium) (PM = 414,3) 1,25 mM e 30 pL de amostra. Para comecar a reacdo, foi
adicionado 15 pL de pirogalol (100 pmol L-1) e a solu¢do foi mantida incubada a 37 °C por
cinco minutos. Apds esse periodo foi adicionado 150 pL de dimetilsulféxido (DMSO) (PM=
78,13). A atividade da enzima antioxidante SOD foi expressa como unidade (U) por miligrama
de proteina, em que uma U de SOD foi considerada como a quantidade que impede a auto
oxidacdo do pirogalol em 50%, que foi determinada em leitor de microplacas a 570 nm. Com
esse intuito, a concentracdo das proteinas totais foi determinada conforme metodologia sugerida
por BRADFORD (1976), em leitor de microplacas a 570 nm. A atividade da SOD foi expressa

em U SOD mg! de proteina.

2.1.3.5. Atividade da enzima catalase

A atividade da CAT foi contabilizada de acordo com HADWAN & ABED (2016) salvo
modifica¢des. Uma aliquota de amostra (5 pL) foi inserida a 100 puL de substrato (65 mmol/mL
de H>0; em 60 mmol/L de tampao fosfato de potéssio e sédio), pH 7,4 ou em 100 pL de tampao
(branco) e incubada a 37°C. Apds trés minutos, a reacdo foi parada com adi¢cdo de 150 pL de
molibidato e a andlise da absorbancia foi efetuada a 374 nm. ModificacOes na absorbancia,
quanto ao branco, foram anotadas. A conversdo da absorbincia em concentragdes micromolares
de H>0: foi mensurada a partir de uma curva padrao de uma concentragdo conhecida de H20o.

A atividade da catalase foi representada em U CAT mg™! de proteina.
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2.1.3.6. Atividade da enzima glutationa S-transferase

A atividade da GST foi medida por meio da sintese do conjugado glutationa- 2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) (HABIG, PABST & JAKOBY, 1974). A mistura da reacdo foi
composta por 970 uL de tampdo fosfato (5 mmol L', pH 7,0), 10 uL de 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) Immol L, 10 uL de glutationa reduzida (GSH) 1 mmol L' e 10 pL
da amostra. O branco recebeu todos os reagentes, exceto a amostra. A atividade da GST foi
mensurada em espectrofotometro a 340 nm, durante 90 s, com intervalo de 30 s e expressa em
umol min'g™!.

2.2. Transporte dos peixes

Foram realizados dois experimentos com o mesmo delineamento experimental,
diferindo apenas quanto ao tempo para a realiza¢do da coleta de amostras apds o transporte,
sendo o primeiro experimento utilizado para andlises logo apds o transporte (Eficicia e
seguranca do 6leo de cravo e do sal comum no transporte de C. carpio), e o segundo, para
andlises 96 h apds o transporte (Efeitos do dleo de cravo e do sal comum sobre a recuperagio
de C. carpio submetidos ao transporte), permitindo assim a avaliagdo da possibilidade de
recuperagdo dos peixes dos efeitos do transporte sobre as respostas de estresse e status redox.
Ambos foram realizados em esquema fatorial 4x2, em delineamento inteiramente casualizado
e um tratamento adicional (com trés repeticdes, como referéncia as condi¢des antes do
transporte). Foram avaliadas quatro concentracdes de Oleo de cravo-da-india (OEC), S.
aromaticum L. (0; 5; 10 e 15 mg L) e duas concentragdes de sal comum (Oe 3 g L), com trés
repeticdes por tratamento. Cada saco plastico contendo 12 peixes foi considerado uma
repeticdo, totalizando 24 unidades experimentais em cada experimento. As concentracdes de
OEC e sal comum utilizadas no presente estudo foram selecionadas com base nos resultados de

VELISEK et al. (2005) e MIRGHAED & GHELICHPOUR (2019), respectivamente.
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Para obter as concentragdes de OEC desejadas, foi preparada uma solugdo estoque em
dlcool etilico absoluto (1:10 v/v). Com base na densidade do OEC (985,6 mg mL™"), foram
calculados os volumes a serem utilizados para obten¢do das concentracdes de 5; 10e 15 mg L~
I que correspondem a 4,425, 8,850 e 13,275 mg L' de eugenol. O OEC utilizado apresentou,
segundo cromatografia gasosa cedida pelo fabricante (LASZLO®) (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢do quimica do 6leo de cravo fornecida pelo fabricante (LASZLO®).

Constituinte Concentracao (%)
Eugenol 88,5
Cariofileno 8,6
Acetato de eugenila 1,7

Método de andlise: Cromatografia Gasosa de Alta Resolucdo. Cromatégrafo a Gas HP 5890. Coluna:
BP1 30m x 0,25mm (HP). Temp.: Coluna: 50°C (1min), 3°C /min, até 200°C. Injetor: 200°C Split: 1/50.
Detector FID: 220°C. Volume de injecdo: 1 ul (conc 1.0 % em cloroférmio). Picos menores que 0,1%

foram excluidos.

2.2.1. Condicoes experimentais durante o transporte

Os peixes foram embalados em 48 sacos plasticos com dimensdes de 40 x 60 cm (24
para cada experimento), contendo 12 peixes por embalagem, com 2,5L de 4gua, o que
representou cerca de um terco do volume da embalagem mais cerca de SL de oxigénio, o que
representou cerca de dois ter¢os do volume da embalagem (BERKA, 1986; GOMES, 2003a).
Os sacos plasticos foram mantidos no porta-malas de um automével durante 24 h, alternando
periodos em movimento e parado (FERREIRA et al., 2017). Ap0s esse periodo, as embalagens
foram transferidas para o Laboratério de Fisiologia Aplicada a Piscicultura — Departamento de
Biologia Animal — UFV. Os peixes provenientes de 24 sacos plasticos foram utilizados para
coleta de amostras imediatamente apds o transporte, e os peixes das demais 24 embalagens

foram transferidos para aquarios de 60L dotados de aeragdo, filtro biolégico e temperatura
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constante (25°C) e ao final de 96h apds o transporte foram utilizados para a coleta de amostras.
Para a coleta das amostras, os peixes foram eutanasiados por seccdo medular seguida de
decapitacio por meio da utilizagdo de tesoura cirdrgica. A confirmac¢do da morte foi realizada
por meio da auséncia de resposta dos peixes mediante aplicacdo de estimulo mecanico com

bastdo de vidro.

2.2.1.1.  Taxa de sobrevivéncia
Para o avaliar o efeito do transporte, 24 embalagens foram utilizadas para mensurar taxa
de sobrevivéncia logo apds o transporte, qualidade de dgua, respostas de estresse e status redox

dos peixes.

2.2.1.2.  Qualidade de dgua
Foram coletadas amostras de d4gua imediatamente apds o transporte para a realizacdo

das mesmas andlises descritas nas condi¢des pré-experimentais.

2.2.1.3.  Respostas de estresse
Para avaliar as respostas de estresse imediatamente ap6s o transporte, foram mensurados
a glicose e o lactato sanguineos dos peixes da mesma forma descrita nas condi¢des pré-

experimentais. Foram utilizados quatro peixes por repeti¢do (12 peixes por tratamento).

2.2.1.4.  Marcadores oxidativos e enzimas antioxidantes
Foram coletadas amostras de figado (100 mg) e branquias (150 mg) imediatamente apds
o transporte de 3 peixes por repeticdo (9 peixes/tratamento). Foram realizadas as mesmas
andlises descritas nas condi¢des pré-experimentais.
2.2.2. Condicoes experimentais durante a recuperacio do transporte
Imediatamente apds o transporte, os peixes das demais 24 embalagens foram transferidos
para aquéarios de 60L dotados de filtro mecanico e bioldgicos, supridos com aeracdo por meio

de compressor de ar, mangueiras e pedras porosas.
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2.2.2.1.  Taxa de sobrevivéncia
Para avaliar a capacidade de recuperacdo do transporte, os peixes das demais
embalagens (24) foram soltos em aqudrios de 60L, e ap6s 96 h, foi realizada nova contagem
para avaliar a taxa de sobrevivéncia, bem como andlises de das respostas de estresse e status

redox.

2.2.2.2.  Respostas de estresse
Para avaliar as respostas de estresse 96 h apds o transporte, foram mensurados a glicose
e o lactato sanguineos dos peixes da mesma forma descrita nas condi¢des pré-experimentais.

Foram utilizados quatro peixes por repeti¢ao (12 peixes por tratamento).

2.2.2.3. Marcadores oxidativos e enzimas antioxidantes
Foram coletadas amostras de figado (100 mg) e branquias (150 mg) 96 h apds o
transporte de 3 peixes por repeti¢do (9 peixes/tratamento). Foram realizadas as mesmas analises

descritas nas condi¢Oes pré-experimentais.

2.3. Analises estatisticas

Para avaliar o efeito do 6leo de cravo-da-india, do sal comum e suas interacdes, foi
realizada andlise de variancia de duas vias logo apds o transporte e 96h apds o transporte. Como
foi utilizado um esquema fatorial com tratamento adicional (antes do transporte), a andlise
estatistica foi complementada através da comparagao do tratamento adicional com a média geral
do fatorial (apds o transporte), e desdobramento da interagdo quando significativa. Para isso, o
teste de Duncan foi utilizado para comparagao das médias. Os testes de Shapiro-Wilk e Levene
foram realizados para andlise da distribui¢io normal dos residuos e homogeneidade das
variancias, respectivamente. Todas as andlises foram realizadas no software livre R (R Core
Team, 2021), utilizando o pacote ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2021), considerando o nivel de

5 % de probabilidade de cometer o erro tipo I.
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3. Resultados

3.1. Efeitos do transporte

A comparacdo dos resultados obtidos imediatamente apds o transporte com os valores
observados antes do transporte, permitiu demonstrar que independente dos tratamentos, o
transporte, em si, causou redu¢do no pH e aumento na amonia nio ionizada na dgua (Tabela 2);
diminui¢do de lactato sanguineo (Tabela 3); aumento de oxido nitrico (ON), proteinas
carboniladas (PC) e a atividade da enzima GST, bem como reducdo da atividade das enzimas
SOD e CAT nas branquias (Tabela 4). Além disso, foi observado no figado aumento de ON e
malondialdeido (MDA) e reduc¢do na atividade da SOD (Tabela 5).

A comparacao dos resultados obtidos 96 h apds o transporte com os valores observados
antes do transporte, mostrou que a glicose aumentou e o lactato retornou aos valores antes do
transporte (Tabela 6). Além disso, ON e PC permaneceram mais altas que os valores antes do
transporte, bem como a reduc¢do na atividade da SOD nas branquias (Tabela 7). No figado, ON,
PC e MDA permaneceram mais altos do que antes do transporte. A atividade da SOD e CAT
permaneceram mais baixas, porém a atividade da GST foi maior que antes do transporte (Tabela
8). Para as demais varidveis analisadas ndo houve efeito do transporte. Nao houve mortalidade

dos peixes tanto imediatamente, quanto 96 h apds o transporte.

3.2. Eficacia e seguranca do dleo de cravo e do sal comum apéds o transporte de C.
carpio
3.2.1. Qualidade de agua logo apos o transporte
No momento de coleta de 4gua dos sacos plésticos, imediatamente apds o transporte,
observamos temperatura média de 23,72+ 0,54 °C. Para o pH e a amodnia ndo ionizada (ANI),
houve interagdo significativa entre as concentracdes de 6leo de cravo (OEC) e o sal (Tabela 2).
Com relagdo ao efeito do OEC, na auséncia de sal, ndo houve efeito significativo sobre o pH,
entretanto, na presenca de sal, o OEC causou diminui¢do no pH da 4gua (Tabela 2). Com relacao
ao efeito do sal, 0 mesmo causou diminui¢do do pH, independente da concentracdo de OEC.

Na auséncia de sal, o OEC causou aumento no teor de ANI nas concentracdes de 10e 15 mg L
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' de OEC, contudo, na presenca de sal, ndo houve efeito significativo do OEC sobre a ANI
(Tabela 2). A adicdo de sal causou redugcdo na excrecdo de amonia, independente da
concentracdo de OEC (Tabela 2).

Os valores de oxigénio dissolvido (OD) ndo foram considerados para anélise estatistica
devido ao aparelho utilizado ndo apresentar resultados confidveis nos tratamentos com sal.
Entretanto, o OD foi maior que o controle positivo (antes do transporte) em todos os

tratamentos, uma vez que houve incremento de oxigénio nos sacos plésticos (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios para as varidveis de qualidade da dgua logo apds o transporte.

OEC (mg L) p-valor
Antes do Sal comum ‘1
transporte (g L) 0 5 10 s Media V&g OEC f’)aElé tr;?lz;?r?eovs
transporte
0 629 Aa  629Aa  635Aa 633Aa 632
pH 8,00 3 6,08Ba 600Bb 593Bb 599Bb 599 068 <001 043 <001 <0,01
Média 6,18 6,15 6,14 6,16 6,16
0 2285 2353 2302 2246  22.96
(m(;i‘l) 7,47 3 S11,0  >110  >110  >11,0  >11,0 0,19 - : - i
Média 2285 2353 2302 2246 22,96
0 343Ac 3,57 Abc 423 Aa 397 Aab 3,80
Al\f_l()“g 0,00 3 210Ba  1,80Ba 1,57Ba 1,80Ba 180 1047 <001 047 <00l <0,01
Média 2,75 2,68 2,90 288  2,80%

Meédias seguidas da mesma letra, mintscula na linha e maidscula na coluna, nao diferem estatisticamente entre si (p-valor > a = 0,05), pelo teste de Duncan e pelo teste F,
respectivamente.
* Média do fatorial (imediatamente ap6s o transporte) difere do valor antes do transporte, pelo teste F ao nivel de 5% de significancia.
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3.2.2. Respostas de estresse logo apds o transporte

Para a glicose sanguinea, nao houve interacdo significativa entre as concentragcdes de
OEC e o sal comum (Tabela 3). O sal, independente das concentragdes de OEC, reduziu o teor
de glicose sanguinea dos peixes imediatamente apds o transporte (Tabela 3). Nao houve efeito
significativo do OEC sobre o teor de glicose sanguinea (Tabela 3).

Para o lactato sanguineo, ndo houve interacao significativa entre o OEC e o sal, bem

como nao houve efeito significativo do OEC e do sal isoladamente (Tabela 3).



Tabela 3. Valores médios para glicose e lactato sanguineo de C. carpio logo apds o transporte.

53

Sal OEC (mg L) p-valor
T?;I:;i(?r(t)e Comum 5 10 15 Media — CV(B) ¢ opc  Salx é;ri;s)gr?e vs
(g/I_‘) OEC transporte
0 5728 5558 5375 6000  56.65A
(m(;L;E_I) 45,83 3 3983 4500 5742 5742 4992B 1470 004 012 0,13 0,13
Média 4856 5029 5558 5871 53728
0 151 181 122 1,33 1,42
(HI; ; (SLT_I) 5.33 3 125 134 128 1,42 132 22,79 058 053 042 <0,01
Média 138 157 125 1,28 1,37+

Médias seguidas da mesma letra maidscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste F (p-valor > a = 0,05).
* Média do fatorial (imediatamente ap6s o transporte) difere do valor antes do transporte pelo teste F ao nivel de 5% de significancia.
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3.2.3. Status redox nas branquias logo apés o transporte

Nao houve interagdo significativa entre OEO e sal comum para ON, PC, MDA, CAT e
GST (Tabela 4). As concentracdes de 10 e 15 mg L' de OEC causaram aumento dos niveis de
ON, quando comparadas com 0 e 5 mg L' de OEC (Tabela 4). Entretanto, o sal niio apresentou
efeito significativo sobre o ON. O OEC causou aumento das PC apenas na concentragio de 10
mg L' de OEC (Tabela 4). Nio houve efeito significativo do sal sobre os niveis de PC (Tabela
4). O OEC causou aumento do MDA nas concentracdes de 10 e 15 mg L' de OEC, se
comparado a concentraciio de 0 mg L™! de OEC (Tabela 4). Contudo, o tratamento 15 mg L
néo diferiu do 5 mg L ! e 0 5 mg L! ndo diferiu controle. Nio houve efeito significativo do sal
sobre os niveis de MDA (Tabela 4).

Houve interacao significativa entre o efeito do OEC e o sal para a atividade da SOD
(Tabela 4). Na auséncia de sal, o OEC causou diminui¢ao na atividade da SOD na concentracdo
de 5 mg L' de OEC e aumento na atividade da SOD nas concentracdes de 10 e 15 mg L' de
OEC em relacdo ao 0 mg L' (Tabela 4). Na presenca de sal, o OEC causou aumento na
atividade da SOD apenas na concentracio de 10 mg L' de OEC em relacdo ao controle (Tabela
4). Com relacao ao efeito do sal, 0 mesmo causou diminui¢do na atividade da SOD apenas na
concentracdo de 10 mg L' de OEC em relagiio ao 10 mg L' de OEC sem sal (Tabela 4). O sal
causou diminui¢ao na atividade da CAT, independente das concentracdes de OEC (Tabela 4).
O OEC causou aumento na atividade da GST em todas as concentracdes de OEC avaliadas em
relagdo ao controle (Tabela 4). Além disso, nas concentragdes de 10 e 15 mg L™ de OEC a

atividade da GST foi maior do que no tratamento 5 mg L' de OEC (Tabela 4).
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Tabela 4. Valores médios para as varidveis do status redox nas branquias de C. carpio logo apds o transporte.

OEC (mg L) p-valor
Antes do Sal ‘1 Antes do
transporte o 0 5 10 15 Média v (%) Sal OEC Sal x transporte vs
(g/L) OEC
transporte
0 11,36 12,20 16,09 13,67 13,33
ON 11,01 3 12,90 13,71 15,97 18,45 15,12 17,60 0,09 0,02 0,37 0,04
Média 12,13b  12,96b 16,03 a 16,06 a 14,23*
0 5,07 8,97 20,70 9,33 11,02
PC 5,70 3 6,73 7,71 17,42 10,16 10,50 30,15 0,69 <0,01 0,52 0,02
Média 5,90 b 8,34 b 19,06 a 9,74 b 10,76*
0 0,62 0,58 1,09 0,82 0,78
MDA 0,71 3 0,58 0,72 0,82 0,74 0,72 18,22 0,27 <0,01 0,10 0,67
Média 0,60 ¢ 0,65 be 0,96 a 0,78 b 0,75
0 1,72 Ac 1,67 Ad 3,47 Aa 2,38 Ab 2,31
SOD 5,01 3 1,73 Ab 1,48 Ab 2,32 Ba 1,90 Aab 1,86 12,90 0,02 <0,01 <0,01 <0,01
Média 1,72 1,57 2,89 2,14 2,02%
0 201,20 119,80 205,40 163,40 172,45 A
CAT 357,13 3 150,00 133,59 124,02 118,53 131,53 B 24,57 0,03 0,22 0,31 <0,01
Média 175,60 126,69 164,71 140,96 151,99*
0 4,85 8,56 11,66 11,53 9,15
GST 5,51 3 6,98 7,65 11,54 12,66 9,71 14,37 0,30 <0,01 0,22 <0,01

Média 591c 8,10b 11,60 a 12,09 a 9,43*

Médias seguidas da mesma letra, mindscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (p-valor > a = 0,05), pelo teste de Duncan e pelo teste F,
respectivamente. * Média do fatorial (imediatamente apds o transporte) difere do valor antes do transporte, pelo teste F ao nivel de 5% de significancia.

Unidades de medidas: ON Oxido Nitrico (umol L); PC Protefnas Carboniladas (nmol mL'); MDA Malondialdeido (umol mg™ de protefna); SOD Superéxido Dismutase (U
SOD mg™! de proteina); CAT Catalase (U CAT mg! de proteina); GST Glutationa S-transferase (umol'min-'g™).
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3.2.4. Status redox no figado logo apés o transporte

Houve interacdo significativa entre OEC e o sal comum para ON, PC, MDA e SOD
(Tabela 5). Na auséncia de sal, o OEC causou diminuicdo do ON nas concentracdes de 5, 10 e
15 mg L' em relacdo ao controle. Na concentragdo de 5 mg L' de OEC, a o teor de ON foi
menor do que em 10 e 15 mg L' de OEC (Tabela 5). Na presenca de sal, o OEC causou
diminuicdo do ON na concentracdo de 5 mg L' de OEC e aumento na concentracio de 15 mg
L de OEC em relagio ao controle (Tabela 5). O sal causou reducio do ON apenas na auséncia
de OEC (Tabela 5). Para a PC, na auséncia de sal, nao houve efeito do OEC enquanto que na
presenca de sal, houve reducio no teor de PC nas concentragdes de 5 e 15 mg L' de OEC em
relacdo ao controle e ao tratamento 10 mg L' de OEC (Tabela 5). O sal causou aumento no teor
de PC apenas na auséncia de OEC (Tabela 5). Para 0o MDA, na auséncia de sal, o OEC causou
diminuicio no MDA apenas na concentragio de 10 mg L' em relacio ao controle (Tabela 5).
Na presenca de sal, o OEC causou diminuicdo do MDA nas concentragdes de 5, 10 e 15 mg L~
!, sendo os valores de MDA nos tratamentos 10 e 15 mg L' menores do que o tratamento 5 mg
L (Tabela 5). O sal causou aumento no MDA apenas na auséncia de OEC (Tabela 5).

Para a atividade da SOD, tanto na auséncia, como na presenca de sal, o OEC causou
aumento na atividade da SOD nas concentracdes 10 e 15 mg L' em relacdo ao controle (Tabela
5). O sal causou aumento na atividade da SOD nas concentracdes 10 e 15 mg L' de OEC
(Tabela 5). Nao houve interagdo significativa entre OEC e o sal comum para a atividade da
CAT e da GST (Tabela 5). Para a atividade da CAT, nenhum dos tratamentos com OEC diferiu
significativamente do controle sem OEC, porém, o tratamento com 5 mg L' resultou em menor
atividade da enzima em relagio aos tratamentos com 10 e 15 mg L' (Tabela 5). O sal causou
aumento na atividade da CAT independente das concentragdes de OEC (Tabela 5). O OEC

causou diminuigdo significativa na atividade da GST na concentragio de 15 mg L™! (Tabela 5).
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Tabela 5. Valores médios para as varidveis do status redox no figado de C. carpio logo apés o transporte.

OEC (mg L) p-valor
Antes do Sal (1 Antes do
transporte comum 0 5 10 15 Média CV (%) Sal OEC Sal x transporte  vs
(g/L) OEC
transporte
0 167,70 Aa 36,07 Ac 83,35 Ab 97,00 Ab 96,03
ON 22,06 3 79,690Bb 38,83 Ac 83,39 Ab 102,84 Aa 76,19 11,61 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Média 123,69 37,45 83,37 99,92 86,11*
0 3,92 Ba 3,67 Aa 6,52 Aa 5,13 Aa 4,81
PC 5,51 3 7,50 Aa 4,55 Ab 7,47 Aa 3,43 Ab 5,74 24,04 0,09 <0,01 0,02 0,76
Média 5,71 4,11 6,99 4,28 5,27
0 0,86 Ba 1,00 Aa 0,55 Ab 0,78 Aa 0,80
MDA 0,54 3 1,32 Aa 1,05 Ab 0,72 Ac 0,67 Ac 0,94 14,93 0,01 <0,01 0,01 <0,01
Média 1,09 1,02 0,63 0,72 0,87*
0 0,83 Ab 1,06 Ab 3,09 Ba 3,30 Ba 2,07
SOD 3,62 3 1,01 Ac 0,78 Ac 5,25 Aa 4,12 Ab 2,79 16,81 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Média 0,92 0,92 4,17 3,71 2,43%
0 568,18 341,88 468,07 611,36 497,37 B
CAT 574,62 3 519,65 541,29 702,45 657,24 605,16 A 17,52 0,01 0,02 0,07 0,70
Média 54391 ab 441,58b 58526 a 634,30 a 551,26
0 15,53 19,61 16,48 13,25 16,22
GST 14,55 3 18,69 18,26 1491 13,79 16,41 11,78 0,80 <0,01 0,15 0,15
Média 17,11 ab 18,93 a 15,69 be 13,52 ¢ 16,31

Meédias seguidas da mesma letra, mintscula na linha e maidscula na coluna, nao diferem estatisticamente entre si (p-valor > a = 0,05), pelo teste de Duncan e pelo teste F,
respectivamente.

* Média do fatorial (imediatamente ap6s o transporte) difere do valor antes do transporte, pelo teste F ao nivel de 5% de significancia.

Unidades de medidas: ON Oxido Nitrico (umol L); PC Protefnas Carboniladas (nmol mL"); MDA Malondialdeido (umol mg™ de protefna); SOD Superéxido Dismutase (U
SOD mg™! de proteina); CAT Catalase (U CAT mg™! de proteina); GST Glutationa S-transferase (umol'min-'g™).
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3.3. Efeitos do dleo de cravo e do sal comum sobre a recuperacao de C. carpio

submetidos ao transporte

3.3.1. Respostas de estresse 96 h apds o transporte

Nao houve interagdo significativa entre OEC e o sal para glicose e lactato sanguineos
96h ap6s o transporte (Tabela 6). A inclusdo de 5, 10 e 15 mg L' de OEC causou aumento no
teor de glicose sanguinea dos peixes apds 96 h do transporte, independente da concentragdo de
sal (Tabela 6). Para o lactato sanguineo ndo houve efeito significativo do OEC e do sal 96h

apos o transporte (Tabela 6).



Tabela 6. Valores médios para glicose e lactato sanguineo de C. carpio 96 horas ap6s o transporte.
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OEC (mg L) p-valor
Antes do  Sal comum Média CV (%) Antes do
transporte (g/L) 0 5 10 15 Sal OEC  Sal x OEC transporte
vs 96h
0 57,25 73,00 84,25 70,25 71,31
(rrfgL;I(j‘l) 45,83 3 65,67 75,92 73,92 84,92 75,10 13,01 0,32 0,01 0,15 <0,01
Média 6146b 7446a 79,08a 77,58a 73,21*
0 3,79 3,73 5,66 4,47 4,41
(nl;gggl) 5,33 3 2,67 4,66 3,63 4,34 3,83 23,75 0,17 0,12 0,10 0,07
Média 3,23 4,20 4,65 4,40 4,12

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na linha nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p-valor > a = 0,05).
* Média do fatorial (96h apds o transporte) difere do valor antes do transporte pelo teste F ao nivel de 5% de significancia.
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3.3.2. Status redox nas branquias 96 h apés o transporte

Houve interacdo significativa entre o OEC e o sal para ON, PC e atividade da CAT
(Tabela 7). Na auséncia de sal, o OEC causou aumento do ON nas concentragdes de 5 e 15 mg
L' de OEC, quando comparado as concentracdes de 0 e 5 mg L!. Além disso o teor de ON no
tratamento 5 mg L! foi maior que no 15 mg L' (Tabela 7). Na presenca de sal, o OEC causou
aumento do ON na concentraciio de 5 mg L' de OEC e reducdo do ON nas concentragdes de
10 e 15 mg L' em relacdo ao controle (Tabela 7). O sal, na auséncia de OEC causou aumento
no teor de ON, enquanto na concentracdo de 5 mg L! reduziu o ON. Nas concentragdes de 10
e 15 mg L' de OEC o sal ndo apresentou efeito significativo para ON (Tabela 7).

Para PC, na auséncia de sal, observamos o maior teor no tratamento com 5 mg L' de
OEC em relacdo ao controle (Tabela 7). Os tratamentos com 10 e 15 mg L' foram menores
que com 5 mg L (Tabela 7). Na presenca de sal, o OEC causou diminui¢do das PC nas
concentracdes de 5 e 15 mg L' em relacdo ao controle (Tabela 7). Com relagdo ao efeito do
sal, na auséncia de OEC houve aumento das PC, entretanto, na presenga de OEC, em todas as
concentracdes, o sal causou reducdo das PC (Tabela 7). Para o MDA nao houve efeito
significativo do sal e do OEC (Tabela 7).

O OEC, independente da presenca de sal, causou aumento significativo na atividade da
SOD na concentracio de 10 mg L' em relacdo as demais concentracdes de OEC (Tabela 7). Na
auséncia de sal, o OEC causou aumento na atividade da CAT nas concentracdes de 10 e 15 mg
L' em relagdo ao controle, porém, a atividade da CAT foi maior no tratamento 10 mg L' do
que no 15 mg L' (Tabela 7). Na presenca de sal, 0 OEC causou aumento na atividade da CAT
nas concentragdes de 5, 10 e 15 mg L' de OEC em relagio ao controle, com maior valor na
concentragio de 10 mg L' (Tabela 7). Com relagio ao efeito do sal, 0 mesmo causou aumento

na atividade da CAT na concentracdo de 5 mg L' e redugio na concentragdo de 15 mg L' de
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294  OEC (Tabela 7). Para a atividade da GST, ndo houve efeito significativo do sal e do cravo apds

295  96h do transporte (Tabela 7).



Tabela 7. Valores médios para as varidveis do status redox nas branquias de C. carpio 96 horas apds o transporte.
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e d Sal OEC (mg L") o p-valor
ntes do P Antes do
transporte C?mum 0 5 10 15 Média (%) Sal OEC Sal x transporte vs
g/L) OEC 96h
0 19,72 Bc 56,80 Aa 19,48 Ac 26,20 Ab 30,55
ON 11,01 3 33,73 Ab 39,80 Ba 22,64 Ac 22,36 Ac 29,63 9,71 0,42 <0,01 <0,01 <0,01
Média 26,72 48,30 21,06 24,28 30,09*
0 3,04 Bd 32,51 Aa 7,51 Ab 4,68 Ac 11,93
PC 5,70 3 4,65 Aa 3,18 Bb 3,54 Bab 2,79 Bb 3,54 8,81 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Média 3,84 17,84 5,52 3,73 7,73%
0 0,77 0,81 0,68 0,72 0,74
MDA 0,71 3 0,79 0,82 0,76 0,66 0,76 15,99 0,81 0,28 0,79 0,58
Média 0,78 0,81 0,72 0,69 0,75
0 3,10 2,76 3,88 3,09 3,21
SOD 5,01 3 2,92 3,01 3,74 2,21 2,97 10,98 0,12 <0,01 0,09 <0,01
Média 3,01b 2,88 b 3,81 a 2,65b 3,09%
0 252,71 Ac 258,81 Bc 532,54 Aa 44995 Ab 373,50
CAT 357,13 3 256,12 Ac 384,50 Ab 560,83 Aa 359,28 Bb 390,17 10,90 0,34 <0,01 <0,01 0,34
Média 254,41 321,65 546,68 404,61 381,84
0 4,57 5,13 5,30 5,35 5,09
GST 5,51 3 4,76 5,01 5,68 5,61 5,26 14,08 0,56 0,20 0,94 0,47
Média 4,66 5,07 5,49 5,48 517

Médias seguidas da mesma letra, mintscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si (p-valor > o, = 0,05), pelo teste de Duncan ¢ pelo teste F,

respectivamente.

* Média do fatorial (96h ap6s o transporte) difere do valor antes do transporte, pelo teste F ao nivel de 5% de significancia.
Unidades de medidas: ON Oxido Nitrico (umol L); PC Proteinas Carboniladas (nmol mL™"); MDA Malondialdeido (umol mg™ de proteina); SOD Superéxido Dismutase (U
SOD mg! de proteina); CAT Catalase (U CAT mg™! de proteina); GST Glutationa S-transferase (umol 'min'g™).
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3.3.3. Status redox no figado 96 h apos o transporte

Houve interacgdo significativa entre o OEC e o sal apenas ON e atividade da GST (Tabela
8). Na auséncia de sal, o OEC causou aumento do ON apenas na concentragio de 15 mg L,
em relacdo ao controle, enquanto que na presenca de sal, o OEC causou diminui¢do do ON na
concentracdo de 5 mg L' e aumento na de 15 mg L' (Tabela 8). O sal causou redu¢io do ON
apenas na concentracdo de 5 mg L' de OEC (Tabela 8). O OEC, independente da presenca de
sal, causou redugio dos niveis de PC nas concentracdes de 10 e 15 mg L' em relagiio ao controle
(Tabela 8). O OEC causou aumento do MDA nas concentragdes 5, 10 e 15 mg L ! de OEC,
sendo o teor de MDA maior nas concentracdes de 10 e 15 mg L' em relagfio ao de 5 mg L!
(Tabela 8).

O OEC causou aumento na atividade da SOD na concentracdo de 5 mg L™ e diminui¢io
na atividade da SOD nas concentracdes de 10 e 15 mg L' em relacdo ao controle (Tabela 8). O
OEC causou aumento na atividade da CAT nas concentracdes de 5, 10 e 15 mg L' de OEC
(Tabela 8). Para a atividade da GST, na auséncia de sal, o OEC causou diminui¢do na atividade
nas concentracdes de 10 e 15 mg L', com o tratamento 15 mg L™ apresentando menor atividade
da GST do que no 10 mg L' (Tabela 8). Na presenca de sal, 0 OEC causou aumento na atividade
da GST na concentracdo de 5 mg L' de OEC e diminui¢do na atividade nas concentra¢des de
10 e 15 mg L em relacdo ao controle (Tabela 8). O sal aumentou a atividade da GST nas

concentracdes de 0 e 5 mg L' de OEC. (Tabela 8).



Tabela 8. Valores médios para as varidveis do status redox no figado de C. carpio 96 horas apds o transporte.
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Antes d Sal OEC (mg L) o p-valor —
ntes do T ntes do
transporte o 0 0 5 10 15 Meédia (%) Sal OEC Sal x transporte
(g/L) OEC
vs 96h
0 47,15Ab 4459 Ab 4543 Ab 58,64 Aa 48,95
ON 22,06 3 41,93 Ab 30,31 Bc 49,05 Aab 56,27 Aa 44,39 10,66 0,03 <0,01 0,03 <0,01
Média 44,54 37,45 47,24 57,45 46,67*
0 3,01 3,22 2,48 2,24 2,74
PC 5,51 3 4,04 2,76 2,51 3,18 3,12 17,08 0,10 0,03 0,08 <0,01
Média 3,52 a 2,99 ab 2,49 b 2,71b 2,93*
0 0,69 0,87 1,06 1,08 0,92
MDA 0,54 3 0,80 0,93 1,08 1,21 1,00 12,80 0,12 <0,01 0,86 <0,01
Média 0,74 ¢ 0,90 b 1,07 a 1,14 a 0,96*
0 2,58 3,26 2,18 2,14 2,54
SOD 3,62 3 2,68 3,49 1,90 2,15 2,56 10,35 0,89 <0,01 0,45 <0,01
Meédia 2,63 b 3,37 a 2,04 ¢ 2,14 ¢ 2,55%
0 365,40 406,85 469,35 412,93 413,63
CAT 574,62 3 357,89 449,42 410,45 444,63 415,59 9,99 0,91 0,02 0,20 <0,01
Média 361,64 b 428,13 a 439,90 a 428,78 a 414,61%
0 20,61 Ba 21,69 Ba 14,19 Ab 10,95 Ac 16,86
GST 14,55 3 25,02 Ab 2798 Aa 12,62 Ac 11,62 Ac 19,31 8,98 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Média 22,82 24,84 13,41 11,29 18,09*

Médias seguidas da mesma letra, mintscula na linha e maidscula na coluna, nio diferem estatisticamente entre si (p-valor > o = 0,05), pelo teste de Duncan ¢ pelo teste F,
respectivamente.
* Média do fatorial (96h ap6s o transporte) difere do valor antes do transporte, pelo teste F ao nivel de 5% de significancia.
Unidades de medidas: ON Oxido Nitrico (umol L™); PC Proteinas Carboniladas (nmol mL™"); MDA Malondialdeido (umol mg™ de proteina); SOD Superéxido Dismutase (U
SOD mg! de proteina); CAT Catalase (U CAT mg™! de proteina); GST Glutationa S-transferase (umol 'min'g™).
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4. Discussao

O transporte de C. carpio causou alteragdes na qualidade da dgua tipicas do transporte
de longa duracdo, como reducdo do pH e aumento da amonia ndo ionizada (ABREU et al.,
2008; BHUIYAN et al., 2022; HOSEINI et al., 2022; PARODI et al., 2014; PRAMOD et al.,
2010; SAMPAIO & FREIRE, 2016). O transporte também causou estresse oxidativo nos
peixes, caracterizado pelo aumento no teor de espécies reativas (ON), danos em proteinas (PC)
e redugdo da protecao contra danos oxidativos pela diminui¢do na atividade das enzimas SOD
e CAT nas branquias. Quadro semelhante tem sido observado na maioria das espécies de peixes
submetidas ao transporte (ARIOTTI et al., 2021; AZAMBUIJA et al., 2011; BARBAS et al.,
2017; DU et al., 2016). No figado, o transporte causou aumento de espécies reativas (ON),
peroxidacao de lipidios (MDA) e reducdo da protecdo contra danos oxidativos (reduc¢do na
atividade da enzima SOD), o que indica maior atividade mitocondrial nos hepatdcitos, pois esta
¢ a principal causa da geracdo de espécies reativas e danos oxidativos (NOORI, 2012;
PISOSCHI & POP, 2015). Apds o transporte, a reducao do lactato sanguineo ndo era esperada,
mas deve estar relacionada com o alto teor de oxigénio nas embalagens, que proporcionou
condi¢gdes para manutencdo do metabolismo aerdbico. Para glicose sanguinea, apesar de ndo
termos observado efeito significativo do transporte, houve tendéncia de aumento. Assim, a
reducdo do lactato e a glicose inalterada no sangue dificulta a caracterizacido de respostas de
estresse, comumente observadas em peixes submetidos ao transporte (BERKA, 1986;
VANDERZWALMEN et al., 2019).

Apoés 96h do transporte, os peixes ndo conseguiram recuperar do estresse oxidativo
causado nas branquias, uma vez que o teor de espécies reativas (ON) e os danos em proteinas
(PC) permaneceram altos e a protecdo contra danos oxidativos continuou comprometida pela
diminui¢do da atividade da enzima SOD. No figado, 96h apds o transporte, apesar da reducao

no teor de proteinas carboniladas e aumento na atividade da enzima GST, o status redox
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continuou predominantemente caracterizado pelos danos oxidativos, quando comparado com
os peixes antes do transporte, uma vez que os teores de ON e MDA permaneceram altos € a
atividade das enzimas SOD e CAT foi menor. O lactato sanguineo retornou aos valores basais
apo6s 96h do transporte, o que corrobora com a hipétese do alto teor de oxigénio como causa da
reducdo observada nos peixes logo ap6s o transporte (VIRANI & REES, 2000). Entretanto, o
tempo de 96 h ndo foi suficiente para a recuperacdo do estresse, pois a glicemia foi maior do
que antes do transporte.

Um sedativo para ser considerado eficaz no transporte de peixes deve promover rapida
reducdo do metabolismo (INOUE, SANTOS NETO & MORAES, 2003), diminui¢dao das
respostas de estresse (HOSEINI, 2011), bem como manutencdo do status redox (GRESSLER
et al., 2014) e da qualidade da 4gua (HARMON, 2009). Para ser considerado seguro, ndo deve
causar danos aos peixes e a0 meio ambiente. Apesar da vasta literatura mostrando a eficicia do
6leo de cravo como sedativo durante o transporte de vérias espécies de peixes (JAVAHERY,
NEKOUBIN & MORADLU, 2012), no presente estudo, o mesmo nao influenciou as respostas
de estresse (lactato e glicose sanguineos) imediatamente apds o transporte e provavelmente nao
reduziu o metabolismo, uma vez que houve maior excrecao de amonia nas concentracdes de 10
e 15 mg L, o que sugere maior catabolismo de proteinas e mobiliza¢io de amino4cidos para
gliconeogénese (RANDALL & TSUI, 2002). Apesar do OEC ser utilizado como redutor das
respostas de estresse durante o transporte de peixes, em algumas espécies 0 mesmo pode causar
elevacdo do cortisol e da glicose sanguineos logo apds sua administracao (CHO & HEATH,
2000; MARICCHIOLO & GENOVESE, 2011; WEBER et al., 2011). Durante a recuperagao
dos peixes da anestesia/sedacdo ocorre aumento da frequéncia de ventilacdo branquial, o que
aumenta a velocidade de eliminacdo de anestésicos do sangue dos peixes (KIESSLING et al.,
2009). Entretanto, o aumento na ventilagdo também causa distiirbios osméticos em peixes

anestesiados com 6leo de cravo e consequente elevagao prolongada do cortisol plasmatico
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(SINK & NEAL, 2009), o que pode explicar o aumento na glicemia de C. carpio apés 96 h do
transporte em todas concentragdes de OEC avaliadas.

Nas branquias, logo apds o transporte, o OEC apesar de ter proporcionado maior
atividade de algumas enzimas antioxidantes, também causou aumento de espécies reativas
(ON), de danos oxidativos em lipidios (MDA) e em proteinas (PC) nas concentracdes de 10 e
15 mg L' de OEC, o que aumenta as evidéncias de que o 6leo de cravo ndo foi seguro como
sedativo durante o transporte de carpas nestas concentragdes. Tais resultados ndo eram
esperados, pois o cravo é um potente antioxidante (GULCIN, ELMASTAS & ABOUL-ENEIN
2012), com amplas evidéncias na literatura de seu efeito protetor contra danos oxidativos em
diferentes espécies de peixes (ABDELKHALEK et al., 2020; GULCIN et al., 2004). Portanto,
tais efeitos devem estar relacionados com a acdo irritante do OEC. Apesar de WONG et al.
(2014) terem observado que o dleo de cravo € um dos anestésicos que causam menor aversao
ao Danio rerio, outros autores relatam agitacdo e natacdo de escape em peixes submetidos a
anestesia com 6leo de cravo (MCCORD et al., 2020; SINK, STRANGE & SAWYERS, 2007).
Como os peixes reagem a substancias irritantes na 4gua aumentando a producdo de muco nas
branquias (MALLATT, 1985), tal fato pode resultar em reducdo na oxigenacdo do sangue
devido a maior distancia para difusdo do oxigénio. A utilizacdo de sal comum tanto
isoladamente como na presenca de OEC praticamente nio causou efeitos no status redox nas
branquias logo apds ao transporte. Entretanto, no figado, o sal utilizado isoladamente, apesar
de ter reduzido ON, causou estresse oxidativo (aumento em PC e MDA). Neste 6rgao, o OEC,
quando utilizado isoladamente, apresentou protecao parcial contra o estresse oxidativo, porém,
este foi consideravelmente maior na presenga de sal comum com redugdo de PC e MDA e
aumento na atividade da enzima SOD. Assim, tanto o OEC influenciou os efeitos do sal comum

sobre o status redox, como o sal influenciou os efeitos do OEC no figado. O OEC parece exercer
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efeito protetor contra os danos oxidativos causados pelo sal comum no figado, bem como o sal
aumenta os efeitos protetores do OEC contra o estresse oxidativo.

Ap6s o tempo de 96 h para avaliar os efeitos dos aditivos na recuperacio dos peixes, 0
OEC, em quase todas as concentracdes, causou aumento de ON e PC nas branquias. O sal,
quando utilizado isoladamente, causou efeito semelhante. Entretanto, o sal na presenca de OEC
causou redugdo nos danos oxidativos (redu¢do de ON e PC e aumento da atividade da CAT), o
que indica que estes aditivos podem mitigar danos oxidativos, quando usados simultaneamente,
particularmente na concentracdo de 5 mg L' de OEC.

A avaliacao da recuperacgdo do status redox no figado ap6s 96 h mostrou que este tempo
foi suficiente para neutralizar os efeitos negativos do sal comum. Com relacdo aos efeitos do
OEC, apesar de ter ocorrido redug@o dos danos em proteinas nas concentracdes de 10 e 15 mg
L, e aumento na atividade da CAT em todas concentracdes, o aumento do MDA, em todas as
concentracdes, € a reducdo na atividade da SOD e GST nas concentracdes de 10 e 15 mg L
mostram que nenhum dos aditivos usados isoladamente foi eficaz. Quando utilizado em
associa¢do com o sal, o OEC apenas na concentracdo de 5 mg L™ proporcionou efeito positivo
na recuperacao do status redox (reducao de ON aumento na atividade da GST). Deste modo, o
OEC pode ser considerado seguro apenas na dose de 5 mg L', em associacdo com 3 g L' de
sal comum durante o transporte de C. carpio, pois nas maiores concentracdes houve danos
oxidativos nas branquias e no figado.

A utilizag¢do de 3 g/L de sal comum na dgua causou reduc@o na excre¢ao de amonia,
provavelmente pela redu¢do na demanda por energia devido a diminui¢do do gradiente
osmotico e idnico entre o meio interno e externo (dgua doce), o que reduz a movimentagao de
ions contra o gradiente de concentragdo através das células ricas em mitocondrias nas branquias
(CROSBY et al., 2006; MCDONALD & MILLIGAN et al., 1997). Desse modo, os peixes

apresentaram menor demanda por energia e menores distirbios na homeostase glicémica, e
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assim, mobilizaram menor quantidade de aminoécidos para gliconeogénese (POLAKOF et al.,
2012), o que resulta em menor desaminag¢do de aminodcidos € menor excrecdo de amoOnia
(RANDALL & TSUI, 2002). A reducdo da glicemia causada pelo sal corrobora a hipétese de
menor necessidade energética pelos peixes quando mantidos em um ambiente com menor
gradiente osmotico em relagdo ao meio interno. Além disso, o sal mitigou o efeito negativo do
OEC (10 e 15 mg L) na excrecio de amonia.

Os resultados observados permitem concluir que OEC isoladamente, nas concentragdes
avaliadas, ndo € indicado para o transporte de carpas, principalmente por causar aumento na
amonia ndo ionizada na dgua, considerado o principal fator limitante do transporte de longa
duracdo (SAMPAIO & FREIRE, 2016), bem como desencadear estresse oxidativo nas
branquias e figado. Apesar da utilizacdo do sal comum ter proporcionado redu¢do no teor de
amonia na dgua, sua utilizacdo isolada também ndo é recomendada, uma vez que este causou
danos oxidativos no figado e nas branquias, efeitos ainda ndo relatados na literatura. Entretanto,
a utilizacio do sal em associacdo com 5 mg L™! OEC proporcionou os melhores resultados tanto
logo apds, como 96 h ap6s o transporte. Nas branquias, apds 96 h, o sal reduziu ON na presenca
de 5 mg L' de OEC e o OEC, na presenca de sal, reduziu PC e aumentou a atividade da CAT.
No figado, logo apds o transporte, houve reducdo de ON e dos danos oxidativos (PC e MDA),
ao passo que 96 h apds o transporte, houve redu¢do de ON e aumento na atividade da GST.
Deste modo, a utilizacdo destes aditivos em associacdo (5 mg L' de OEC + 3 g L! de sal
comum) proporcionou melhor manuten¢do da qualidade da 4gua (menor teor de amonia) e do

status redox nas branquias e no figado de C. carpio submetidos ao transporte de longa duracao.
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de producao (CEUAP).

2 4 ¥ UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DE PRODUCAO
CEUAP/UFV

O B

Campus Universitdrio — Vigosa, MG — 36570-900 — Telefone:(31) 3899.3275 — e-mail: ceuap@ufy.br — site: www.ceuap.ufy.br

Vigosa, 20 de janeiro de 2020

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Eficacia e seguranca do é6leo de cravo-da-india e do sal comum
em Cyprinus carpio submetidos ao transporte', protocolo n° 0136/2019, sob a responsabilidade de Jener
Alexandre Sampaio Zuanon - que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo chordata, subfilo vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de
acordo com os preceitos da lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo conselho nacional de controle da experimentagdo animal (concea), e foi apreciado
pela comissdo de ética no uso de animais de produgido da universidade federal de vigosa (ceuap-ufv) em reunido
de 09 de dezembro de 2019.

Finalidade: ( x )Pesquisa ( )Ensino

Vigéncia do Projeto: de 02 de fevereiro de 2020 a 26 de fevereiro de 2021

Espécie/linhagem: Carpa (Cyprinus carpio) N° de animais: 600

Peso: 5,0g Idade: 03 meses Sexo: Macho/Fémea Origem: Piscicultura AQUACEL PEIXES
ORNAMENTAIS Cnpj: 22.677.916/0001-13 / Endereco: Sitio Barrinha, Zona Rural, s/n, Patrocinio do
Muriaé, MG, CEP 36860-000. Responsavel :Gabriel Miranda Batista

CERTIFICATE

We certify that the project entitled "Efficacy and safety of clove oil and common salt in Cyprinus
carpio transported", protocol n° 0136/2019, under the responsibility of Jener Alexandre Sampaio Zuanon -
which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum chordata, subphylum
vertebrata (except man), for scientific research purposes (or education) - is in accordance with the law n°. 11.794,
of October 8, 2008, Decree n°. 6899 of July 15, 2009, and the rules issued by the Brazilian National Council for
Animal Experimentation Control (CONCEA), and was approved by the Ethics Commission on the use of farm
animals of Universidade Federal de Vigosa (CEUAP-UFV) in its meeting on Dec, 09th, 2019.

Finality: ( x )Research ( )Education

Duration of the Project: from Feb. 02th, 2020 to Feb, 26th, 2021.

Species / strain: Common carp (Cyprinus carpio) N° of animals: 600

Weight: 5,0g Age: 03 months Sex: Male/Female Source: Piscicultura AQUACEL PEIXES
ORNAMENTAIS Cnpj: 22.677.916/0001-13 / Endereco: Sitio Barrinha, Zona Rural, s/n, Patrocinio do
Muriaé, MG, CEP 36860-000. Responsavel :Gabriel Miranda Batista

o
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Luciana NavajasuReIm(')
Coordenadora da CEUAP/UFV

79

ANEXO I: Certificado de aprovacao do projeto pela comissao de ética no uso de animais
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ANEXO II: Niveis de garantia da racao TEC Peixe 45 fornecidos pela fabricante Soma

Nutricao Animal.

NIVEIS DE GARANTIA
Umidade (Max.) 130,00 g/kg
Proteina bruta (Min.) 450,00g/kg
Extrato etéreo (Min.) 100,00g/kg
Fibra bruta (Max.) 40,00g/kg
Matéria mineral (Max.) 150,00g/kg
Calcio (Min.) 12,00g/kg
Calcio (Max.) 35,00g/kg
Fésforo (Min.) 10,00g/kg
Mananoligossacarideos (Min.) 230,00mg/kg
Metionina (Min.) 9.000,00mg/kg
Lisina (Min.) 19,00g/kg

Vitamina C (Min.)

1.000,00mg/kg




