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RESUMO

ROCHA, Jheneze Guimaraes Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2019.
Transporte de machos adultos de Betta splendens sedados com 6leo de cravo, Syzygium
aromaticum. Orientador: Jener Alexandre Sampaio Zuanon. Coorientadoras: Ana Lucia Salaro
e Pollyanna de Moraes Franca Ferreira.

Peixes com comportamento territorialista, como os machos de betta, Betta splendens, sdo
agressivos entre si e, portanto, precisam ser transportados individualmente para evitar lesdes e
perda por mortalidade. O transporte desses peixes € realizado sem a utilizagdo de oxigénio puro
em funcdo da presenca do 6rgdo de respiragdo aérea, o que permite a utilizacdo de pequenos
sacos plasticos, com pequeno volume de agua. Entretanto, os criadores de peixes ornamentais
do municipio de Patrocinio do Muria¢, MG, tém relatado que a embalagem individual de
machos de betta aumenta os custos em fun¢cdo da mao-de-obra e do nimero de embalagens
utilizadas. Desta forma, a alternativa proposta pelos criadores seria o transporte desses peixes
embalados coletivamente, com o uso de sedativo para reducao da agressividade. A redugdo do
nimero de embalagens plésticas também possibilitaria a diminui¢do da polui¢do ambiental.
Dentre os sedativos com potencial para serem utilizados para esse proposito, o 6leo de cravo,
Syzygium aromaticum, destaca-se em fun¢do de sua propriedade miorrelaxante, podendo
reduzir a atividade locomotora e o comportamento agonistico. Assim, objetivamos avaliar o
transporte de machos adultos de betta embalados coletivamente e sedados com 6leo de cravo.
Os peixes foram embalados individualmente (I) ou coletivamente (C), submetidos a diferentes
concentracdes de 6leo de cravo: Ip: sem sedativo; Is: 5 mg L!; Iio: 10 mg L!; Iis: 15 mg L; Cs:
5mgL!;Cio: 10mgL"'eCis: 15mg L de 6leo de cravo, por 48 h. Foram avaliados a taxa de
sobrevivéncia, os danos corporais, as repostas de estresse, o estado oxidativo das branquias e a
qualidade de 4gua. A concentragio de 5 mg L™, em fungio baixa taxa de sobrevivéncia, e a de
10 mg L' de 6leo de cravo, em fungdo dos altos danos corporais, se mostraram inviaveis para
sedacdo em transporte betta embalados coletivamente. A maior concentragdo de 6leo de cravo
avaliada (15 mg L) apresentou alta taxa de sobrevivéncia, baixos danos corporais, menores
respostas de estresse (glicose e cortisol) e menor excrecdo de amonia na agua, o que indica a
possibilidade do transporte de bettas embalados coletivamente. Entretanto, nessa concentracao
de oleo de cravo foram observados os maiores danos oxidativos (malondialdeido e proteina
carbonilada) nas branquias. Apesar da eficacia do 6leo de cravo produzir sedagdo suficiente
para redu¢do da agressividade de machos de betta, e possibilita o transporte coletivo, porém,
sdo necessarios novos estudos para avaliar outros sedativos que nao causem danos oxidativos.

Palavras-chave: Anestésico. Comportamento agonistico. Eugenol. Peixe ornamental.



ABSTRACT

ROCHA, Jheneze Guimaraes Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2019.
Transport of Betta splendens adult males sedated with clove oil, Syzygium aromaticum.
Adviser: Jener Alexandre Sampaio Zuanon. Co-advisers: Ana Lucia Salaro and Pollyanna de
Moraes Franca Ferreira

Fishes with territorial behavior, such as siamese fighting fish males, Betta splendens, are
aggressive to each other and therefore need to be transported individually to avoid injury and
loss of mortality. Air breathing allows these fish to be packaged for transport without the need
for pure oxygen in small plastic bags with a small volume of water. However, ornamental fish
breeders from the municipality of Patrocinio do Muriaé¢, MG have reported that individual
packaging of Siamese fighting fish males increases costs due to labor and number of packages
used. Thus, the alternative proposed by the breeders would be the transport of these collectively
packaged fish, using sedatives to reduce aggressiveness. Reducing the number of plastic
packaging would also make it possible to reduce environmental pollution. Among the sedatives
with potential to be used for this purpose, clove oil, Syzygium aromaticum, stands out due to its
myorelaxant property, which may reduce locomotor activity and agonistic behavior. Thus, we
aimed to evaluate the possibility of transporting adult Siamese fighting fish males in the same
package under sedation with clove oil. Fish were individually (I) or collectively (C) packed
under different concentrations of clove oil: Io: without sedative; Is: 5 mg L To: 10 mg L s
15mgL'; Cs: 5mg L'; Cio: 10 mg L and Cis: 15 mg L' of clove oil for 48 h. Water quality,
survival rate, body damage, oxidative state of gills and stress responses were evaluated. The
concentration of 5 mg L!, due to low survival rate, and 10 mg L' of clove oil, due to the high
bodily damage, were not feasible for sedation in transport of collectively packaged Siamese
fighting fish. The highest concentration of clove oil evaluated (15 mg L) presented high
survival rate, low body damage, lower stress responses (glucose and cortisol) and lower
ammonia excretion in water, indicating the possibility of transport of collectively packaged
Siamese fighting fish males. However, at this concentration of clove oil the highest oxidative
damage (malondialdeido and proteina carbonilada) was observed in gills. Despite the
effectiveness of clove oil produces sufficient sedation to reduce the aggressiveness of Siamese
fighting fish, and allows for collective transport. However, but further studies are needed to
evaluate other sedatives that do not cause oxidative damage.

Keywords: Anesthetic. Agonistic behavior. Eugenol. Ornamental fish.
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Transporte de machos adultos de Betta splendens sedados com 6leo de cravo, Syzygium

aromaticum

Manuscrito preparado com base nas normas do periodico Aquaculture Research
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RESUMO

Com o objetivo de avaliar o transporte de machos adultos de Betta splendens embalados
coletivamente e sedados com 6leo de cravo, Syzygium aromaticum, os peixes foram embalados
individualmente (I) ou coletivamente (C), submetidos a diferentes concentragdes de 6leo de
cravo: Io: sem sedativo; Is: 5mg L!; Tio: 10 mg L' Iis: 15 mg L; Cs: 5mg L!; Cio: 10 mg L
e Cis: 15 mg L. A concentragdo de 5 mg L', em funcio baixa taxa de sobrevivéncia, e a de
10 mg L', em fungdo dos altos danos corporais, mostraram-se inviaveis. A maior concentracio
de oleo de cravo avaliada (15 mg L!) apresentou alta taxa de sobrevivéncia, baixos danos
corporais, menores respostas de estresse (glicose e cortisol) € menor excre¢do de amodnia na
agua, o que indica a possibilidade do transporte de bettas embalados coletivamente. Entretanto,
nessa concentracdo de 6leo de cravo, foram observados os maiores danos oxidativos nas
branquias dos peixes, provavelmente em fungdo de seu efeito irritante. Apesar da eficacia do
6leo de cravo possibilitar o transporte coletivo de bettas, sdo necessarios novos estudos para
avaliar outros sedativos que nao causem danos oxidativos.

Palavras-chave: anestésico, comportamento agonistico, eugenol, peixe ornamental
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1. INTRODUCAO

No processo de producdo de peixes, o transporte € necessario para o suprimento do
mercado de iscas vivas, alevinos para povoamento de viveiros, matrizes para programas de
reproducgao e comercializa¢ao de peixes ornamentais. Os peixes podem ser acondicionados em
sacos plésticos ou caixas (transfish), de forma individual ou em grupo (Lim, Dhert, &
Sorgeloos, 2003; Sampaio & Freire, 2016). O tipo de transporte ¢ influenciado pela duragao,
tamanho dos peixes, densidade de estocagem e temperatura da agua (Braun & Nuiier, 2014;
Sampaio & Freire, 2016). As caracteristicas da espécie, como tolerdncia ao estresse e as
variagdes na qualidade da agua, presenca de respiragdo aérea acesséria e comportamento
agonistico também influenciam o tipo de transporte (Lim et al. 2003; Pramod, Ramachandran,
Sajeevan, Thampy & Pai, 2010; Sampaio & Freire, 2016). Peixes com comportamento
territorialista, como os machos de betta, Betta splendens, sdo agressivos entre si (Monvises,
Nuangsaeng, Sriwattanarothai & Panijpan, 2009) e, portanto, precisam ser transportados
individualmente para evitar lesdes, que reduzem seu valor de mercado, e perda por mortalidade
(Monticini, 2010).

O betta, também conhecido como peixe de briga, ¢ uma das principais espécies
comercializadas no mundo (Cardoso, Lana, Teixeira, Luz & Faria, 2012; Chapman, Fitz-Coy,
Thunberg & Adams,1997; Monvises et al., 2009), com participacao significativa nos valores
estimados de exportacdo de peixes ornamentais, que variam de 800 milhdes a 30 bilhdes de
dolares anualmente (Saxby, Adams, Snellgrove, Wilson & Sloman, 2010). Sua popularidade se
deve a grande variedade de cores e formatos de nadadeiras, alta rusticidade e respiragdo aérea
acessoria, que permite sua manutengdo em pequenos aquarios sem aeracao (Monvises et al.,
2009; Thongprajukaew, Pettawee, Muangthong, Saekhow & Phromkunthong, 2019; Zuanon,
Morais & Souza, 2016). A respiracdo aérea permite que esses peixes sejam embalados para
transporte sem a necessidade de injecdo de oxigénio. Portanto, os machos de betta podem ser
acondicionados em sacos plésticos, com pequeno volume de 4gua, onde o ar presente fornece
oxigénio suficiente. Entretanto, os criadores de peixes ornamentais do municipio de Patrocinio
do Muriaé, MG, tém relatado que a embalagem individual de machos de bettas aumenta os
custos em funcdo da mao-de-obra e do nimero de embalagens utilizadas. Desta forma, a
alternativa proposta pelos criadores seria o transporte desses peixes embalados coletivamente,
com o uso de sedativo para reducdo da agressividade. A reducao do nimero de embalagens
também contribuiria para a diminui¢do da poluicdo e degradacdo ambiental, uma vez que o

plastico ¢ um material de dificil decomposi¢do (Gregory, 2009).
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Dentre os sedativos com potencial para serem utilizados para esse propdsito, o 6leo de
cravo, Syzygium aromaticum, destaca-se em funcdo de sua propriedade miorrelaxante
(Fujimoto et al., 2018), podendo reduzir a atividade locomotora € o comportamento agonistico.
Além disso, seu uso como sedativo ¢ considerado seguro (Javahery, Nekoubin & Moradlu,
2012), apresenta efeito rapido (Detar & Mattingly, 2004; Sladky, Swanson, Stoskopf, Loomis
& Lewbart, 2001), baixo custo e boa disponibilidade no mercado (Javahery et al., 2012; Pereira-
da-Silva, Oliveira, Ribeiro & Coppola, 2009; Woody, Nelson & Ramstad, 2002), bem como
acdo antimicrobiana (Karapinar, 1990; Siddiqui, Ettayebi, Haddad & Al-Ahdal, 1996;
Stecchini, Sarais & Giavedoni, 1993), antioxidante (Cortés-Rojas, de Souza, & Oliveira, 2014;
Giil¢in, Elmastas & Aboul-Enein, 2012) e analgésica (Sahin, Eulenburg, Heinlein, Villmann &
Pischetsrieder, 2017). O principal principio ativo do 6leo de cravo ¢ o eugenol (70 a 95 %)
(Keene, Noakes, Moccia & Soto, 1998; Mazzafera, 2003), um depressor do sistema nervoso
central (Anderson, McKinley & Colavecchia, 1997). A meia vida do eugenol no sangue ¢ curta,
sendo excretado completamente em 24 horas, o que permite a rapida recuperagdo dos peixes da
sedagdo/anestesia (Fischer, Von Unruh & Dengler, 1990; Woody et al., 2002). Assim,
objetivamos avaliar o transporte de machos adultos de B. splendens embalados coletivamente

e sedados com 06leo de cravo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais e condicdes experimentais

O experimento foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais de Produgo
da Universidade Federal de Vigosa (CEUAP/UFYV), protocolo n° 025/2019 (Anexo). Utilizou-
se delineamento inteiramente casualizado (DIC), com sete tratamentos e quatro repeticdes. Os
peixes foram embalados individualmente (I) ou coletivamente (C), submetidos a diferentes
concentragdes de 6leo de cravo: Io: peixes embalados individualmente, sem sedativo; Is: peixes
embalados individualmente com 5 mg L!; I10: peixes embalados individualmente com 10 mg
L!; Iis: peixes embalados individualmente com 15 mg L™!; Cs: peixes embalados coletivamente
com 5 mg L!; Cio: peixes embalados coletivamente com 10 mg L' e Cis: peixes embalados
coletivamente com 15 mg L™! de 6leo de cravo. Em todos os tratamentos foi mantida a densidade
de estocagem (1 peixe 0,08 L) utilizada na comercializa¢io e transporte de machos de betta
pelos criadores de Patrocinio do Muriaé, MG. As concentracdes de 6leo de cravo foram
determinadas com base nos resultados obtidos por Pattanasiri, Taparhudee, & Suppakul (2017).

Nas embalagens individuais, cada peixe foi acondicionado em sacos plésticos de 10 x
13 cm, contendo 0,08 L de agua e aproximadamente o dobro desse volume de ar. Nas
embalagens coletivas, foram acondicionados 15 peixes por saco plastico de 35 x 45 cm,
contendo 1,2 L de dgua e aproximadamente o dobro desse volume de ar. Tanto nas embalagens
individuais como nas coletivas, cada unidade experimental foi caracterizada pela presenca de
15 peixes. No caso dos peixes embalados individualmente, 15 sacos de 10 x 13 cm foram
agrupados em um saco plasticos de 35 x 45 cm.

Com intuito de evitar confrontos agonisticos antes do inicio do transporte, os peixes
embalados coletivamente foram pré-anestesiados com 6leo de cravo na concentragdo de 100
mg L' (Pattanasiri et al., 2017) até atingirem o estagio 3 de anestesia, segundo Woody et al.
(2002), caracterizado pela completa perda de equilibrio e incapacidade de recuperar a posi¢ao
vertical. Os peixes embalados individualmente foram coletados nos tanques e transferidos
diretamente para as embalagens contendo as diferentes concentragdes de 6leo de cravo.

Machos adultos de bettas, com peso médio de 1,50 £ 0,16 g, foram coletados nos tanques
em uma criacao comercial no municipio de Patrocinio do Muria¢, MG (Piscicultura AQUACEL
PEIXES ORNAMENTAIS) e imediatamente submetidos ao transporte.

Para obten¢do das concentragdes desejadas, foi preparada uma solucdo estoque de oleo
de cravo (WNF Ind. e Com. LTDA) em 4lcool etilico absoluto (1:10 v/v). Com base na

densidade do 6leo de cravo (0,973 mg mL™), foram calculados os volumes a serem utilizados
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para obtencdo das concentragdes de 5; 10 e 15 mg L', que equivalem a 4,14; 8,28 e 12,43 mg
L' de eugenol. O 6leo de cravo utilizado apresentou, segundo o fabricante (WNF®), 82,83 %
de eugenol, 12,67 % de B-cariofileno, 1,46 % de a-cariofileno, 0,95 % de acetileugenol e 0,41
% de metileugenol (Tabela 1).

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

Constituinte Concentragao (%)
Eugenol 82,83
[-cariofileno 12,67
o-cariofileno 1,46
Acetileugenol 0,95
Metileugenol 0,41

Nao identificado 1,68

Método de anélise: cromatografia gasosa de alta resolugdo. Detector FID1A.

Os peixes foram mantidos no porta-malas de um automével durante 48 h, alternando
periodos em movimento e parado (Ferreira et al., 2017). Apos esse periodo, as embalagens
foram transferidas para o Laboratorio de Fisiologia Aplicada a Piscicultura — Departamento de
Biologia Animal — UFV. Para a coleta das amostras, os peixes foram eutanasiados por sec¢ao
medular seguida de decapitacdo por meio da utilizacao de tesoura cirtirgica. A confirmagado da
morte foi realizada por meio da auséncia de resposta dos peixes mediante aplicacao de estimulo

mecanico com bastdo de vidro.
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2.2 Variaveis analisadas
2.2.1 Taxa de sobrevivéncia e danos corporais

Ao final do periodo experimental, os peixes foram contados para avaliacdo da taxa de
sobrevivéncia e, em seguida, transferidos para um aquario de vidro com 1 L de 4gua, sem 6leo
de cravo, onde foram classificados os danos corporais, com base na integridade das escamas e
nadadeiras. Foram avaliados 5 peixes/unidade experimental, sendo classificados de 1 a 5, por

um Unico observador, com base nos critérios apresentados na Tabela 2 e ilustrados na Figura 1.

Tabela 2. Classificagdo dos danos corporais em machos adultos de Betta splendens

Classificacao Danos corporais
1 Escamas e nadadeiras integras
2 Pequenos danos em apenas uma das nadadeiras
3 Danos parciais em mais de uma nadadeira
4 Amplos danos em mais de uma nadadeira e escamas
5 Escamas e nadadeiras completamente danificadas

Obs: Os peixes com classificagcdo igual ou maior que 3 foram considerados imprdprios para
comercializacao.
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Figura 1. Imagens de machos adultos de Betta splendens representando os niveis de danos
corporais. As setas indicam danos nas nadadeiras e/ou escamas A) Classificacdo 1 — Escamas
e nadadeiras integras; B) Classificacdo 2 — Pequenos danos em apenas uma das nadadeiras; C)
Classificacdo 3 — Danos parciais em mais de uma nadadeira; D) Classificagdo 4 — Amplos danos
em mais de uma nadadeira e escamas; E) Classificagdo 5 — Escamas e nadadeiras
completamente danificadas. Foto: Jheneze Rocha.
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2.2.2 Resposta de estresse

Para avaliar as respostas de estresse, foram mensurados glicose ¢ lactato sanguineos € o
cortisol no pedunculo caudal. Foram utilizados seis peixes antes do transporte, e trés por
repeti¢do (12 peixes por tratamento) apos o transporte. O sangue foi coletado por meio de um
corte no pedunculo 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).

Para avaliar o teor de cortisol, os peixes foram congelados inteiros em nitrogénio liquido
e armazenados em freezer —80 °C. Posteriormente, os peixes foram descongelados e o
pedunculo caudal (segmento corporal entre a extremidade posterior da nadadeira dorsal e a
extremidade anterior da nadadeira caudal, pesando cerca de 100 mg, Figura 2) foi coletado com
auxilio de um bisturi, seccionado e transferido para um microtubo com 1 mL de PBS (0,26 g
KH>POs4, 2,17 g Na,HPO4—7H>0, 8,71 g NaCl, 1 L éagua destilada, pH 7,4), de acordo com
metodologia descrita por Guest, Blaylock & Evans (2016) adaptada. As amostras foram
processadas por 50 s utilizando o homogeneizador de tecidos (Tissue-Tearor) e, posteriormente,
acrescentado 1 mL de de PBS, pH 7,4. O homogenato foi transferido para um tubo Falcon com
tampa de rosca (15 mL), seguido de lavagem do microtubo com 2 mL de éter etilico, por cinco
vezes, obtendo-se volume final de 12 mL. O preparado foi homogeneizado em vortex durante
1 min, centrifugado a 2.000 g por 5 min. Apds a centrifugagdo, o sobrenadante foi recolhido
utilizando pipeta Pasteur e transferido para tubo de ensaio. Ao pélete restante, foi adicionado
éter etilico até completar 12 mL, e novamente homegeneizado e centrifugado. Os sobrenadantes
das duas extragdes foram unidos ¢ secos em banho-maria a 40 °C. As amostras secas foram
reconstituidas em 500 mL de tampao Assay buffer (0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl, 0,1g PEG 4000,
1 nM EDTA, 100 mL agua destilada), vedados com parafilme e armazenadas em refrigerador
por 12 h. Posteriormente, duplicatas das amostras, com volume de 25 pL foram retiradas e
utilizadas em pogos, de acordo com o protocolo de ensaio fornecido pela Monobind Inc.
(Cortisol Test System, Monobind Inc. product code: 3625-300). As amostras foram

quantificadas usando um leitor de microplacas a 450 nm e expressas em pg g
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Figura 2. Pedunculo caudal de macho adulto de Betta splendens utilizado para as analises de
cortisol. O segmento corporal entre as linhas pontilhadas representa a parte do corpo que foi
seccionada entre a extremidade posterior da nadadeira dorsal e a extremidade anterior da
nadadeira caudal. Foto: Jheneze Rocha.

2.2.3 Estado oxidativo

Para avaliar o estado oxidativo das branquias, foram realizadas analises da atividade das
enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), e das concentragdes de
malondialdeido (MDA), 6xido nitrico (NO) e proteina carbonilada (PC), no Laboratorio de
Ecofisiologia de Quirdpteros do Departamento de Biologia Animal da UFV.

As branquias foram coletadas até a obten¢ao um pool de 200 mg por amostra. Para tanto,
foram utilizados seis peixes antes do transporte (duas repeticdes) e trés por repeticdo apos o
transporte (4 repeticdes por tratamento). As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido
e armazenadas em freezer —80 °C.

As amostras foram descongeladas e processadas utilizando homogeneizador de tecidos
(Tissue-Tearor) em 1,5 mL de solugio tampdo fosfato 0,2 mol L™ contendo 1 mmol L™ de 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), em pH 7,4, e centrifugadas a 9.000 g, a 4 °C, por 10 min.
As analises da atividade das enzimas SOD e CAT ¢ das concentragdes de MDA e NO foram
realizadas no sobrenadante. Os péletes resultantes do homogenato foram utilizados para analise
da concentragao da PC.

A atividade da SOD foi determinada com base na capacidade desta enzima de catalisar
areagio do radical superoxido (O*) e, assim, diminuir a auto-oxidacao do pirogalol (Dieterich,
Bieligk, Beulich, Hasenfuss & Prestle, 2000). A mistura da reagao continha 99 pL de tampao
fosfato (5 mmol L', pH 7,0), 6 uL de solu¢io MTT (brometo de (3 - [4,5 -dimetiltiazol - 2H] -
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2,5 - difeniltetrazolium, PM =414,3) 1,25 mM e 30 uL da amostra. Para iniciar a reag¢do, foram
adicionados 15 pL de pirogalol (100 pmol L") e mantido incubado a 37 °C por 5 min. Apds
esse periodo, foram adicionados 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSO, PM= 78,13). A auto-
oxidagdo do pirogalol foi determinada em leitor de ELISA a 570 nm. A atividade da SOD foi
expressa em U SOD mg™! de tecido.

A atividade da CAT foi mensurada pelo método descrito por Aebi (1984), o qual utiliza
o substrato peroxido de hidrogénio (H202) 30 %. O H202 30 % foi diluido em tampao fosfato
50 mmol L', pH 7,0. A mistura da reagdio continha 990 uL do substrato diluido e 10 pL da
amostra. Antes da analise de cada amostra, foi realizada a leitura do branco, composto por 990
pL de tampdo fosfato 50 mmol L', pH 7,0 e 10 uL da amostra. O decréscimo do H,O> foi
determinado em espectrofotdmetro a 240 nm, durante 60 s, com intervalo de 30 s. A atividade
da CAT foi expressa em umol min! mg™! de tecido.

O MDA, principal produto da peroxidacao lipidica, foi mensurado de acordo com Buege
& Aust (1978). A mistura da reag@o continha 0,2 mL de amostra e 0,4 mL de solugdo de acido
tricloroacético (15 %), acido tiobarbiturico (0,375 %) e acido cloridrico (0,6 %). A mistura foi
homogeneizada em vortex e mantida em banho-maria a 90 °C por 40 min. Apds 5 min no gelo,
foi adicionado 0,6 mL de alcool isobutilico a solugdo, homogeneizado em vortex por 2 min e
centrifugado por 10 min, a 9.000 g, a 25 °C. O sobrenadante foi utilizado para determinar a
concentracdo de MDA, em leitor de ELISA, a 535 nm. A concentragdo de MDA foi determinada
pela curva padrdo de concentragdes de 1, 1, 3, 3-tetrametoxipropano (TMPO). Os resultados
foram expressos em pM MDA mg™! de tecido.

A concentra¢do de PC foi medida com base nos grupos carbonil que reagem com o
reagente 2, 4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Levine, Williams, Stadtman, & Shacter, 1994). Os
péletes foram precipitados em solucdo tricloroacético (TCA) 10 % e a solugdo centrifugada a
9.000 g, por 10 min, a 15 °C. O sobrenadante foi descartado e acrescentado ao precipitado 0,5
mL de solu¢io DNPH (10 mmol L) diluido em 4cido cloridrico (7 %). A solugdo foi
homogeneizada em vortex e mantida em temperatura ambiente, na auséncia de luz, por 30 min.
A solugdo foi centrifugada a 9.000 g, por 10 min, a 15 °C, o sobrenadante descartado e
acrescentado 0,5 mL de TCA 10 %. A solucdo foi novamente centrifugada e o sobrenadante
novamente descartado. O precipitado foi lavado trés vezes com 1 mL de acetato de etila e etanol
(1:1 v/v). A cada lavagem, a solu¢do foi homogeneizada, centrifugada e descartado o
sobrenadante. Ao precipitado, foi adicionado 1 mL de lauril sulfato de sédio 6 %. A solugao foi
homogeneizada e centrifugada a 9.000 g, por 10 min, a 15 °C. O sobrenadante foi utilizado para

determinar a concentracdo de PC em leitor de ELISA a 370 nm. Foi realizado um branco para
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cada amostra, em que foi adicionado 0,5 mL de solugdo de 4cido cloridrico 7 % ao precipitado
em substitui¢io a solugdo de DNPH. O teor de PC foi expresso em nmol mL !,

Para avaliar a concentragao de NO, o nitrito foi usado como indicador da sintese de
oxido nitrico. O nitrito ¢ detectado pelo Reativo de Griess, composto por 1 % de sulfanilamida
e 0,1 % naftil-etileno-diamina, em 2,5 % H3POs. Desta forma, 50 uL. do sobrenadante foram
adicionados em microplacas com igual volume do Reativo de Griess e incubado a temperatura
ambiente por 15 min. Em seguida, foi feita a leitura em um leitor de ELISA, a 540 nm (Griess,

1879). Os resultados foram expressos em pM.

2.2.4 Qualidade de agua

Foram coletadas amostras de 4agua antes e apds o transporte para avaliagdo da
temperatura e oxigénio dissolvido, por meio de oximetro digital (YSI®~ 550A), pH, por meio
de medidor de pH digital (YUMP® — ph-618) e amdnia total por kit colorimétrico (LabconTest®

— Amonia Toxica). A amdnia nao ionizada foi calculada com base na férmula:

amonia total

2730
[ 1+10 { (0,0902 - pH) + (273,3 T temperatura) } ]

Amonia ndo ionizada =

2.2.5 Analise estatistica

Para avaliar o efeito do transporte, foram comparadas as varidveis analisadas antes do
transporte e apoOs o transporte dos peixes embalados individualmente, sem 6leo de cravo, por
meio de analise de variancia.

Para avaliar o efeito do 6leo de cravo, foi realizada analise de varidncia e regressao
polinomial, tanto para os peixes embalados individualmente, quanto para os embalados
coletivamente.

Foi adotado o nivel de 5 % de significAncia, utilizando o software R® 3.6.1 (pacote
ExpDes.pt). Para escolha do modelo de regressdo, foi considerada a significincia dos
coeficientes da regressdo, a magnitude dos coeficientes de determinagdo e o comportamento

das variaveis em estudo.



238

239
240
241
242
243
244
245
246
247

248
249

250
251

252
253
254

255
256
257

258
259

260
261

25

3. RESULTADOS

3.1 Efeito do transporte em machos adultos de Betta splendens embalados
individualmente, sem oleo de cravo

Apos o transporte, houve aumento (p<0,05) dos teores de glicose e lactato sanguineos.
Porém, para o cortisol, ndo houve efeito significativo (Tabela 3).

Para as variaveis de estado oxidativo, houve aumento (p<0,05) de NO, de MDA ¢ da
atividade da SOD. Para PC e CAT nao houve efeito significativo do transporte (Tabela 4).

Para as variaveis de qualidade de agua, foi observada reducao (p<0,05) do teor de oxigénio
dissolvido e do pH, e aumento (p<0,05) da amodnia ndo ionizada e da temperatura da agua (Tabela

5).

Tabela 3. Valores médios das variaveis de respostas de estresse, antes e apos o transporte, de
machos adultos de de Betta splendens embalados individualmente, sem 6leo de cravo

Antes do ApoOs o .
transporte  transporte p-valor  CV (%)

Cortisol (ug g™ 0,3216 0,2141 3,66 x10°" 5587
Glicose (mg dL™) 22,00 32,09 3,06 x10% 11,50
Lactato (mg dL!) 1,70 2,95 4,33 x10°2 19,53

CV = Coeficiente de variacdo. Valores em negrito sdo significativos ao nivel de 5 % de
probabilidade.

Tabela 4. Valores médios das variaveis de estado oxidativo de branquias, antes e apds o
transporte, de machos adultos de de Betta splendens embalados individualmente, sem dleo de
cravo

Antes do Apbs o

- 0
transporte  transporte p-valor CV (%)

NO (1M) 10,77 8458  2,73x10 36,43
MDA (uM MDA mg™! de tecido) 0,1158 0,1470  4,11x10°2 737
PC (nmol mL") 4,81 4,88 7,78x10°" 5,10
SOD (U SOD mg™! de tecido) 0,7816 09123  6,20x10 241
CAT (umol min"! mg! de tecido) 0,1231 0,2347  4,50x10°" 74,30

CV = Coeficiente de variagdo. NO= 6xido nitrico, MDA= malondialdeido; PC= proteina
carbonilada; SOD= superdxido dismutase; CAT= catalase. Valores em negrito sao
significativos ao nivel de 5 % de probabilidade.

Tabela 5. Valores médios das varidveis de qualidade de 4agua, antes e apds o transporte, de
machos adultos de de Betta splendens embalados individualmente, sem 6leo de cravo

Antes do Apds o .
transporte  transporte p-valor CV (%)

Oxigénio dissolvido (mg L) 6,77 3,11 4,78x10°% 4,84
pH 6,24 6,02 3,04x10-% 0,21
Temperatura (°C) 24,60 26,65 4,95x10%4 0,88
Amonia nio ionizada (mg L) 0,0000 0,0163 1,22x10°% 4934

CV = Coeficiente de variacdo. Valores em negrito sdo significativos ao nivel de 5 % de
probabilidade.
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3.2 Efeito do d6leo de cravo em machos adultos de Betta splendens, embalados

individualmente, durante o transporte

Nao houve efeito significativo do d6leo de cravo na taxa de sobrevivéncia e nos danos
corporais dos peixes (Tabela 6). Para as respostas de estresse, o 6leo de cravo mostrou efeito
quadratico (p<0,05) no teor de cortisol (Tabela 7 e Figura 3), porém, ndo influenciou
significativamente os teores de glicose e lactato sanguineos (Tabela 7).

Para as variaveis de estado oxidativo, o 6leo de cravo apresentou efeito (p<0,05) linear
crescente para NO (Tabela 8 e Figura 4), efeito cubico para PC (Tabela 8 e Figura 5), e efeito
quadratico para MDA (Tabela 8 e Figura 6) e SOD (Tabela 8 e Figura 7). Entretanto, o 6leo de
cravo nao influenciou a atividade da CAT (Tabela 8).

Para o pH da agua, houve efeito quadratico (p<0,05) do 6leo de cravo (Tabela 9 e Figura 8).
Entretanto, o 6leo de cravo nao influenciou significativamente os teores de oxigénio dissolvido e

amonia ndo ionizada (Tabela 9).

Tabela 6. Valores médios dos danos corporais ¢ da taxa de sobrevivéncia de machos adultos
de Betta splendens, embalados individualmente e sedados com o6leo de cravo durante o
transporte

To Is Tio Iis p-Valor Cv (%)
Danos corporais 1,11 1,11 1,03 1,00 2,06x10°! 7,93
Taxa de sobrevivéncia (%) 100 98,44 100 98,44  5,88x10! 2,23
CV = Coeficiente de variacdo. lop = peixes embalados individualmente, sem sedativo; Is =
peixes embalados individualmente com 5 mg L' de 6leo de cravo; I1o = peixes embalados
individualmente com 10 mg L' de 6leo de cravo; I;5= peixes embalados individualmente com
15 mg L' de 6leo de cravo.
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Tabela 7. Valores médios das respostas de estresse de machos adultos de Betta splendens,
embalados individualmente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte

Io Is Lo Iis p-valor CV (%)
ICortisol (ug g™1) 0,2141 2,8877 1,6773  0,4441 3,25x10-% 44,48
Glicose (mg dL™) 32,21 41,96 38.08 39,22 9,89x10° 15,23
Lactato (mg dL™!) 2,95 2,35 2,18 1,98 8,17x10? 16,60

CV = Coeficiente de variagao. Ip = peixes embalados individualmente, sem sedativo; Is = peixes
embalados individualmente com 5 mg L' de 6leo de cravo; Ijp = peixes embalados
individualmente com 10 mg L' de 6leo de cravo; Iis = peixes embalados individualmente com
15 mg L' de 6leo de cravo. Valor em negrito ¢ significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.
ly = 10,4673 + 0,5623x — 0,0384x% (R>=0,83)

4,6
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3,6 -
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2,6
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Concentragdes de 6leo de cravo (mg mL-!)

Cortisol (ng g)

Figura 3. Efeito do 6leo de cravo sobre o teor de cortisol (valores médios + desvio padrao, y =
0,4673 + 0,5623x — 0,0384x%, R? = 0,83) de machos adultos de Betta splendens, embalados
individualmente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.
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Tabela 8. Valores médios das variaveis de estado oxidativo de branquias de machos adultos de
Betta splendens, embalados individualmente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte

Io Is Lo Iis p-valor CV (%)
INO (uM) 85,58 95,61 8232 190,30 6,76x10% 17,76
MDA (uM MDA mg! de tecido) 0,1470 0,1238 0,1527 0,1890 1,39x10%* 2,90
3PC (nmol mL!) 4,88 10,07 8,93 10,45 4,54x10% 4,64

*SOD (U SOD mg™! de tecido) 0,9123 0,7681 0,8833 1,105 8,19x10 6,45
CAT (umol min' mg™! de tecido) 0,2347 0,4768 0,3095 0,5320 3.84x10°"' 56,28
CV = Coeficiente de variagao. Ip = peixes embalados individualmente, sem sedativo; Is = peixes
embalados individualmente com 5 mg L' de 6leo de cravo; Ijgp = peixes embalados
individualmente com 10 mg L™! de 6leo de cravo; I;s = peixes embalados individualmente com
15 mg L' de 6leo de cravo. NO= éxido nitrico, MDA= malondialdeido; PC= proteina
carbonilada; SOD= superoxido dismutase; CAT= -catalase. Valores em negrito sdo
significativos ao nivel de 5 % de probabilidade.

ly =72,798 + 5,633x (R>=0,51)

2y = 0,146 — 0,0060x + 0,0006x* (R? = 0,93)

3y = 4,8788 +2,2694x — 0,3062x> + 0,01198x3(R? = 99)

4y =0,90469 — 0,04103x + 0,003066x* (R? = 0,85)
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Figura 4. Efeito do 6leo de cravo sobre o NO — Oxido nitrico (valores médios + desvio padrio,
y = 72,798 + 5,633x, R?> = 0,51) de machos adultos de Betta splendens, embalados
individualmente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.
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Figura 5. Efeito do 6leo de cravo sobre o PC — proteina carbonilada (valores médios = desvio
padrio, y = 4,8788 + 2,2694x — 0,3062x> + 0,01198x>, R? = 0,99) de machos adultos de Betta
splendens, embalados individualmente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.
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310  Figura 6. Efeito do 6leo de cravo sobre o MDA — malondialdeido (valores médios + desvio
311  padrio, y = 0,146 — 0,0060x + 0,0006x>, R? = 0,93) de machos adultos de Betta splendens,
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313 Figura 7. Efeito do 6leo de cravo sobre a atividade da SOD — superdxido dismutase (valores
314  médios = desvio padrio, y = 0,90469 — 0,04103x + 0,003066x2, R?= 0,85) de machos adultos
315 de Betta splendens, embalados individualmente e sedados com o6leo de cravo durante o
316  transporte.
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Tabela 9. Valores médios das variaveis de qualidade de dgua de transporte de machos adultos
de Betta splendens, embalados individualmente e sedados com o6leo de cravo durante o
transporte

Io Is Lo Lis p-valor  CV (%)
Oxigénio dissolvido (mg L") 3,11 3,06 2,97 3,08 1,64x10° 2,28
'pH 6,02 5,94 5,95 6,05  5,05x10 0,49

Amodnia ndo ionizada (mgL™!) 0,0162 0,0162 0,0161 0,0137 8,289x10°" 3511
CV = Coeficiente de variagdo. Ip = peixes embalados individualmente, sem sedativo; Is = peixes
embalados individualmente com 5 mg L' de 6leo de cravo; Ijgp = peixes embalados
individualmente com 10 mg L' de 6leo de cravo; 115 = peixes embalados individualmente com

15 mg L™ de 6leo de cravo. Valor em negrito ¢ significativo ao nivel de 5 % de probabilidade.
ly =6,01983 — 0,0247x + 0,001767x* (R? = 0,78)

6,10 1
6,05
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Figura 8. Efeito do 6leo de cravo sobre o pH (valores médios + desvio padrao, y = 6,01983 —
0,0247x + 0,001767x%, R? = 0,78) da 4gua de transporte de machos adultos de Betta splendens,
embalados individualmente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.
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3.3 Efeito do d6leo de cravo em machos adultos de Betta splendens, embalados

coletivamente, durante o transporte

O oleo de cravo apresentou efeito quadratico (p<0,05) sobre a taxa de sobrevivéncia
(Tabela 10 e Figura 9) e efeito linear decrescente (p<0,05) sobre os danos corporais (Tabela 10
e Figura 10). O 6leo de cravo mostrou efeito linear crescente (p<0,05) para glicose (Tabela 11
e Figura 11), porém, ndo influenciou os teores de cortisol e de lactato (Tabela 11).

Para as variaveis de estado oxidativo, houve efeito quadratico (p<0,05) para o MDA
(Tabela 12 e Figura 12) e PC (Figura 13). Entretanto, para NO, SOD e CAT, nao houve efeito
do 6leo de cravo (Tabela 12).

Para as variaveis de qualidade de agua, o 6leo de cravo proporcionou efeito quadratico
(p<0,05) no teor de oxigénio dissolvido (Tabela 13 e Figura 14) e no pH (Tabela 13 e Figura

15), e efeito linear decrescente (p<<0,05) na amonia ndo ionizada (Tabela 13 e Figura 16).

Tabela 10. Valores médios dos danos corporais ¢ da taxa de sobrevivéncia de machos adultos
de Betta splendens, embalados coletivamente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte
Cs Cio Cis p-valor CV (%)

'Danos corporais 2,96 2,78 1,21 4,29x10% 2546
’Taxa de sobrevivéncia 26,66 96,67 100 3,6 x 10" 7,90

CV = Coeficiente de variagdo. Cs = peixes embalados coletivamente com 5 mg L™! de 6leo de

cravo; Cio = peixes embalados coletivamente com 10 mg L' de 6leo de cravo e Cis= peixes

embalados coletivamente com 15 mg L™! de 6leo de cravo. Valores em negrito sdo significativos

ao nivel de 5 % de probabilidade.

ly =4,06645 - 0,17497x (R*=0,58)

2y =—110 + 33,99x — 1,33x* (R? = 0,98)
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Figura 9. Efeito do dleo de cravo sobre a taxa de sobrevivéncia (valores médios + desvio
padrio, y = — 110 + 33,99x — 1,33x%, R? = 0,98) de machos adultos de Betta splendens,
embalados coletivamente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.
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Figura 10. Efeito do 6leo de cravo sobre os danos corporais (valores médios + desvio padrao,
y = 4,06645 — 0,17497x, R? = 0,58) de machos adultos de Betta splendens, embalados
coletivamente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.

Tabela 11. Valores médios das respostas de estresse de machos adultos de Betta splendens,
embalados coletivamente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte

Cs Cio Cis p-valor CV (%)
Cortisol (g g) 09137 07369 05072 465x107 62,06
'Glicose (mg dL!) 105,75 75,58 63,33 3,35x102 23,77
Lactato (mg dL™!) 2,63 3,27 3,45 7,42x0™! 37,82

CV = Coeficiente de variagdo. Cs = peixes embalados coletivamente com 5 mg L' de 6leo de
cravo; Cio = peixes embalados coletivamente com 10 mg L' de 6leo de cravo e Cis = peixes
embalados coletivamente com 15 mg L' de 6leo de cravo. Valor em negrito é significativo ao
nivel de 5 % de probabilidade.

ly =123,97 - 4,2415x (R*> = 0,94)
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Figura 11. Efeito do 6leo de cravo no teor de glicose sanguinea (valores médios + desvio
padrio, y = 123,97 — 4,2415x, R? = 0,94) de machos adultos de Betta splendens, embalados
coletivamente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.
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Tabela 12. Valores médios das varidveis de estado oxidativo de branquias de machos adultos
de Betta splendens, embalados coletivamente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte

Cs Cio Cis p-valor CV (%)
NO (uM) 149,10 87,70 103.61 1,06x10°! 2325
'MDA (uM MDA mg™! de tecido) 0,1451 0,1380 0,2581 3,55x10°% 11,28
2PC (nmol mL) 7,96 9,82 9,80 5,00x102 536
SOD (U SOD mg™! de tecido) 0,8979 0,7790 0,8638 1,91x10°" 7,68
CAT (umol min"! mg™! de tecido) 0,5391  0,6388 0,4399 7.63x10°* 15,06

CV = Coeficiente de variacdo. Cs = peixes embalados coletivamente com 5 mg L™ de 6leo de
cravo; Cio = peixes embalados coletivamente com 10 mg L' de 6leo de cravo e Cis= peixes
embalados coletivamente com 15 mg L' de 6leo de cravo. NO= 6xido nitrico; MDA=
malondialdeido; PC= proteina carbonilada; SOD= superoxido dismutase; CAT= catalase.
Valores em negrito sdo significativos ao nivel de 5 % de probabilidade.

ly=2,04 - 0,7x + 0,0642x> (R? = 1)

2y =7,3485 +0,1841x (R? = 0,74)
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Figura 12. Efeito do 6leo de cravo sobre MDA- malondialdeido (valores médios + desvio

padrio, y = 2,04 — 0,7x + 0,0642x2, R? = 1) de machos adultos de Betta splendens, embalados
coletivamente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.
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Figura 13. Efeito do 6leo de cravo sobre PC- proteina carbonilada (valores médios + desvio
padrio, y = 7,3485 + 0,1841x, R? = 0,74) de machos adultos de Betta splendens, embalados
coletivamente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.
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Tabela 13. Valores médios das variaveis de qualidade de 4gua de transporte de machos adultos
de Betta splendens, embalados coletivamentee e sedados com dleo de cravo durante o transporte

C5 C10 C15 p-valor CV (%)
'0xigenio dissolvido (mg L-1) 3,42 4,14 3,68 1,43x102 548
sz 6,74 6,21 6,17 3,13 x 107 0,83
3 Amonia ndo ionizada (mg L-1) 0,0215 0,0179 0,0112 2,96 x 10 17,12

CV = Coeficiente de variacdo. Cs = peixes embalados coletivamente com 5 mg L' de 6leo de
cravo; Cio = peixes embalados coletivamente com 10 mg L' de 6leo de cravo e Cis= peixes
embalados coletivamente com 15 mg L™ de 6leo de cravo. Valores em negrito sdo significativos
ao nivel de 5 % de probabilidade.

ly =1,533 + 0,4953x — 0,02347x% (R?>= 0,76)

2y =17,7625 — 0,2544x + 0,0099x> (R?= 0,97)

3y=10,0271 - 0,00103x (R*= 0,75)
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Figura 14. Efeito do 6leo de cravo sobre o teor de oxigénio dissolvido (valores médios + desvio
padrio, y = 1,533 + 0,4953x — 0,02347x%, R?= 0,76) da 4gua de transporte de machos adultos
de Betta splendens, embalados coletivamente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.
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Figura 15. Efeito do 6leo de cravo sobre o pH (valores médios + desvio padrao, y = 7,7625 —

0,2544x + 0,0099x% R?= 0,97) da 4gua de transporte de machos adultos de Betta splendens,
embalados coletivamente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.
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394  Figura 16. Efeito do 6leo de cravo sobre a amoénia ndo ionizada (valores médios + desvio
395  padrio, y= 0,0271-0,00103x, R?>= 0,75) da 4gua de transporte de machos adultos de Betta
396  splendens, embalados coletivamente e sedados com 6leo de cravo durante o transporte.
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4. DISCUSSAO

O aumento do teor de lactato sanguineo apos o transporte possivelmente ocorreu em
fun¢do da maior atividade muscular para a manutencao do equilibrio dos peixes, uma vez a
producao de lactato muscular pode ocorrer mesmo em baixas velocidades de natagao (Di Santo,
Kenaley & Lauder, 2017). A difusdo do lactato para o sangue permite que este seja
metabolizado no figado como substrato para gliconeogénese (Milligan & Girard, 1993; Nelson
& Cox, 2013; Vijayan et al., 1997), podendo, assim, explicar o aumento da glicemia. Apesar
do lactato ser considerado um indicador de estresse em peixes, Vijayan et al. (1997) observaram
que a injecdo intraperitoneal de cortisol em tildpia ndo resultou em aumento do lactato, o que
indica que o aumento da glicemia e do lactato provavelmente ndo esta relacionado com
respostas de estresse. A auséncia de efeito do transporte sobre o teor de cortisol, o principal
indicador de estresse em peixes (Sampaio & Freire, 2016), reforca a hipdtese de que o aumento
da glicose e lactato sanguineos ndo representa respostas de estresse. Esses resultados indicam
que o betta ¢ tolerante a fatores estresses relacionados com captura, contencao e transporte.

A analise do estado oxidativo das branquias dos peixes mostrou que o transporte causou
aumento das espécies reativas (NO) e dos danos lipidicos (MDA) em betta, como observado
por Evereklioglu et al. (2003). Essas alteragdes devem estar relacionadas ao aumento da
demanda por oxigénio para manutengdo postural, que leva ao aumento da atividade
mitocondrial (Ferreira, Barros & Abreu, 2009), e consequente formacao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio e peroxidagdo lipidica (Fridovich, 1999; Valko et al., 2007). O NO
promove aumento da atividade da SOD, que causa diminui¢do do anion superoxido (02™°) e
aumento da formacao de H>O> (Wolin, 2000). Com a reducao da concentragdao de O™, menos
peroxinitrito (ONOQO") é formado, o que reduz a probabilidade de danos nitrosativos (Wolin,
2000). O H20: formado pela acdo da SOD precisa ser neutralizado pela enzima CAT, mas como
nao houve aumento da atividade dessa enzima, isso pode explicar o aumento do MDA nas
branquias de bettas submetidos ao transporte.

As mudangas na qualidade de agua, ocorridas durante o transporte de betta, foram
semelhantes as observadas no transporte de outras espécies de peixes (Becker et al., 2013;
Ferreira, Schoonbee & Smit, 1984; Pramod, Sajeevan, Ramachandran, Thampy & Pai, 2010;
Sena et al., 2016). O aumento do teor de amoOnia deve estar relacionado a mobilizacao de
aminodcidos no tecido muscular, sua desaminagdo e fornecimento de substrato para
gliconeogénese no figado (Nelson & Cox, 2013), o que acarreta aumento da glicemia. A amdnia
difunde-se para a 4gua através das branquias e reage com o H" com formagdo de NH4", em uma

reacdo reversivel. A elevagdo da amonia, em transporte de longa duracdo (maior que 8h),
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frequentemente causa aumento do pH da dgua (Sampaio & Freire, 2016). Porém, no presente
estudo, observamos redu¢do do pH, que pode ter ocorrido em fun¢do do aumento da producao
de CO; e lactato pelos peixes.

A menor concentragdo de 6leo de cravo nao promoveu efetiva sedacdo para reducao da
agressividade de bettas, o que resultou em altos danos corporais e baixa taxa de sobrevivéncia..
A alta taxa de sobrevivéncia observada nos bettas sedados com 10 mg L de 6leo de cravo
indica a possibilidade de transporte coletivo. No entanto, os danos corporais observados
(proximo de 3) inviabilizam a comercializacdo dos peixes e, consequentemente, essa
concentragdo de sedativo mostrou-se ineficaz para o transporte de bettas embalados de forma
coletiva. A alta taxa de sobrevivéncia e os baixos danos corporais observados nos peixes
transportados na maior concentragdo de 6leo de cravo avaliada (15 mg L), indicam que é
possivel transportar machos adultos de betta embalados coletivamente. A reducdao da
agressividade deve ter ocorrido devido ao efeito do eugenol no sistema nervoso central e
periférico. O efeito sedativo do eugenol no sistema nervoso central provavelmente ¢ mediado
por acdo agonista nos receptores GABA (Yang et al., 2003). Apesar do mecanismo de ac¢do
anestésico/sedativo ndo estar completamente elucidado, Sahin et al. (2017) observaram que o
extrato aquoso de cravo atua como analgésico por meio da modulacdo da atividade dos
receptores GABA, potencializando a hiperpolarizagdo da membrana por mecanismo alostérico,
concentracdo dependente. Portanto, a acdo sedativa do eugenol pode se dar por mecanismo
semelhante ao que promove redu¢do da sensagdo de dor. A agdo periférica do eugenol se da por
meio do bloqueio dos receptores nicotinicos para acetilcolina na placa motora, com mecanismo
semelhante ao do curare (Brodin & Roed, 1984), o que inibe a contragdo muscular. O efeito
miorrelaxante do eugenol foi comprovado por Fujimoto et al. (2018) em trés espécies de peixes
ornamentais: Paracheirodon axelrodi, Heros severus e Pterophyllum scalare.

Para os peixes embalados individualmente, como era esperado, foram observadas altas
taxas de sobrevivéncia e baixos danos corporais, uma vez que ndo houve contato entre os peixes
durante o transporte.

O efeito do 6leo de cravo sobre as respostas de estresse de betta mostrou comportamento
bimodal, uma vez que os peixes acondicionados individualmente apresentaram aumento do teor
de cortisol na concentragio de 5 mg L' e reducdo na concentragio de 15 mg L. Efeito
semelhante foi observado para glicose sanguinea dos peixes embalados coletivamente. A
auséncia de efeito significativo do 6leo de cravo sobre o teor de cortisol nos peixes embalados
coletivamente pode ser atribuida a grande variacao individual observada. O comportamento

bimodal do 6leo de cravo provavelmente ocorreu em fungao de sua agdo irritante mediada pela
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estimulacdo de receptores TRPV1 (Yang et al., 2003), e/ou inibi¢do de canais de potassio
voltagem dependentes de neurdnios nociceptores (Li et al., 2007) e consequente sensacao de
dor. E possivel que a dose mais baixa de 6leo de cravo tenha estimulado os receptores de dor
nos peixes, sem promover sedagdo, o que resultou em aumento das respostas de estresse,
enquanto a dose mais alta, apesar de ter causado irritacdo, foi suficiente para sedar os peixes e
promover diminui¢do das respostas de estresse. Assim, apesar do betta ter se mostrado menos
sensivel ao estresse desencadeado pelo transporte, 0 mesmo ¢ sensivel ao 6leo de cravo como
substancia irritante.

O aumento dos danos oxidativos nas branquias (MDA e PC), tanto nos peixes embalados
individualmente, como coletivamente, provavelmente ocorreu devido ao efeito irritante do 6leo
de cravo (Yang et al., 2003; Li et al., 2007), como ocorre com pesticidas, metais pesados e
derivados de petroleo (Martinez—Alvarez, Morales & Sanz, 2005; Winston & Giulio, 1991).
Apesar de ndo termos encontrados relatos do eugenol como causador de irritagdo nas branquias
de peixes, Readman, Owen, Murrell, & Knowles (2013) observaram respostas aversivas em
Danio rerio ao isoeugenol. A maior concentracdo de MDA e PC nas branquias dos peixes
submetidos as maiores concentracdes de 6leo de cravo podem ser atribuidas ao maior teor de
oxido nitrico observado, uma vez que o NO ¢ um importante causador de peroxidagao lipidica
(Evereklioglu et al., 2003) e carbonilagdo de proteinas (Dalle-Donne, Rossi, Giustarini, Milzani
& Colombo, 2003). Esses resultados indicam que a ag¢do antioxidante do cravo (Giil¢in et al.,
2012; Cortés-Rojas et al., 2014) nao foi capaz de neutralizar os danos oxidativos observados,
mesmo tendo promovido o aumento da atividade da SOD nos peixes embalados
individualmente. Portanto, ha a necessidade de avaliacao da capacidade do betta de recuperagao
dos danos oxidativos causados pelo 6leo de cravo, bem como avaliagao de outros sedativos com
maior capacidade antioxidante em peixes submetidos ao transporte.

Em transportes de longa duragdo (maior que 8 h), o principal problema ¢ a elevagao da
amonia na dgua (Sampaio & Freire, 2016). Dessa forma, a preven¢do desse efeito deve ser uma
das principais preocupagdes. Nos peixes embalados coletivamente, o 6leo de cravo promoveu
a diminuicdo da excrecdo de amoénia, provavelmente pelo efeito sedativo, com redugdo do
metabolismo (Cupp, Hartleb, Fredricks, & Gaikowski, 2016) e, consequentemente, da
necessidade de sintese de ATP. Com a redugdo das reservas de glicogénio, a manutengao da
glicemia depende da mobilizacao de proteinas teciduais e desaminagdo de aminoacidos como
substrato para gliconeogénese (Nelson & Cox, 2013). Portanto, a taxa metabdlica e a

desaminacdo de aminoacidos devem ter sido menores, com menor excre¢do de amonia, o que
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indica que o 6leo de cravo € um sedativo benéfico para a manutencao da qualidade da 4gua em
transportes de longa duragao.

A reducdo do pH da 4gua dos peixes embalados coletivamente, pode ter sido causada
pela excre¢do de H, devido a necessidade de manuten¢do do pH sanguineo em resposta a
elevagdo do lactato formado nos musculos. Mesmo nao tendo sido observado efeito
significativo do dleo de cravo sobre o teor de lactato sanguineo, houve tendéncia de aumento
nas maiores concentragdes de oleo de cravo. O estagio de sedagdo alcancado pelos bettas com
o uso de 15 mg L' de 6leo de cravo resulta em reducio da ventilagdo branquial (Patanasiri et
al., 2017), o que poderia aumentar a produ¢do de lactato devido a reducdo da captacdo de
oxigénio da agua, e consequente metabolismo anaerdbico.

Apesar da eficacia do oleo de cravo em produzir sedagdo suficiente para redugdo da
agressividade de machos de betta, e possibilitar seu transporte coletivo, sdo necessarios novos
estudos para avaliar concentragdes mais altas, uma vez que os melhores resultados obtidos
foram com a maior concentragdo avaliada. Além disso, é necessaria a avaliacdo da capacidade
de recuperagdo dos danos oxidativos de bettas transportados sob sedagdo com 6leo de cravo,
bem como a avaliacdo de outros sedativos que ndo provoquem irritacao e estresse oxidativo nas

branquias.
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CERTIFICADO

Certificamos que o projeto mtitulado "Transporte de machos adultos de Betta splendens utilizando
oleo de cravo, Syzygium aromaticum, como sedativo', protocolo n° 025/2019, sob a responsabilidade de
Jener Alexandre Sampaio Zuanon - que envolve a produgdo, manutencdo 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 experimentagao animal (concea),
e foi apreciado pela comiss@o de ética no uso de animais de produgéo da universidade federal de vigosa (ceuap-
ufv) em reunido de 28 de Mar. de 2019.

Fmalidade: ( X )Pesquisa ( )Ensino

Vigéncia do Projeto: de 12 de Abr. de 2019 a 30 de Junho. de 2019

Espécie/linhagem: Betta (Betta splendens) N° de animais: 1180

Peso: 1,50g Idade: 4 meses Sexo: Macho  Origem: Laboratério de Fisiologia Aplicada a Piscicultura
DBA/UFYV, CPF: 484991966-91 Endereco: Anexo do CCB 2 campus de Vigosa UFV Responsavel: Prof
Jener Alexandre Sampaio Zuanon

CERTIFICATE

We certify that the project entitled "of adult males of Betta splendens using clove oil, Syzygium
aromaticum, as sedative", protocol n° 025/2019, under the responsibility of Jener Alexandre Sampaio
Zuanon - which mvolves 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 Mar, 28th, 2019.
Fimality: (X )Research ( )Education
Duration of the Project: from Apr, 12th, 2019 to Jun, 30th, 2019.

Species / strain: Siamese fighting fish (Betta splendens) N° of animals: 1180

Weight: 1,50¢ Age: 4 months Sex: Male Source: Laboratério de Fisiologia Aplicada a Piscicultura
DBA/UFYV, CPF: 484991966-91 Endereco: Anexo do CCB 2 campus de Vicosa UFV Responsivel: Prof
Jener Alexandre Sampaio Zuanon
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