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RESUMO

Os o6leos essenciais sdo substancias cada vez mais empregadas na aquicultura. Sdo
usados para minimizar do estresse durante a rotina de cultivo. O eugenol &€ um
componente majoritario encontrado no 6leo essencial de cravo. Ele vem sendo
empregado, em varias espécies de importancia econémica, nos tratamentos como
anestésico natural. Apesar de que o Macrobrachium amazonicum ser uma espécie
nativa com grande potencial para carcinicultura de agua doce, entretanto, a utilizacéo
de Gleos essenciais ainda € pouco explorada no grupo de pesquisa. O presente estudo
se prop0os a verificar os efeitos de diferentes concentracdes do eugenol em juvenis de
M. amazonicum. O experimento foi conduzido com uso de quatro concentracdes do
oleo (250, 500, 1000 e 2000 pL/L), testado em 10 réplicas biolégicas para cada
tratamento. Os animais foram observados por um periodo de 30 minutos, com registro
dos estagios de sedacéo leve (El), anestesia profunda (Ell) e recuperacéo. Dentre as
concentracdes testadas, 500 pL/L respondeu de forma mais eficiente na inducéo aos
estagios El e Ell, além alto percentual de recuperag¢do dos animais. A concentracao
250 pL/L ndo apresentou numeros significativos de inducdo a anestesia profunda,
enquanto as concentracdes mais altas resultaram em altas taxas de mortalidade (1000
puL/L = 50%; 2000 pL/L = 70%). Para os camardes Macrobrachium rosenbergii e
Farfantepenaeus brasiliensis, foram obtidos resultados similares. Dessa forma, o
presente estudo sugere que o eugenol pode ser empregado na espécie M.
amazonicum, para inducdo aos estagios anestésicos ElI e EIll, utilizando
concentragdes inferiores a 500 pL/L.

Palavras-chave: Camar&do-da-amazonia, Oleo Essencial, Syzygium aromaticum.



1. Introducédo

O Macrobrachium amazonicum (HELLER, 1862) foi introduzido pela agdo humana
no alto Parana (MAGALHAES et al., 2005), apresentando uma vasta distribui¢io
geografica, podendo ser encontrado desde a Venezuela até a Argentina, estando
ausente apenas no Chile, Uruguai e Equador (Figura 01) (HOLTHUIS, 1952; MELO,
2003). Ocorre nas bacias hidrograficas do Amazonas, Araguaia-Tocantins, Orinoco,
S&o Francisco e La Plata (MACIEL; VALENTI, 2009; VERGAMINI et al., 2011,
ANGER, 2013). Sendo popularmente conhecido como camardo da Amazbnia

(Amazon river prawn), camarao cascudo, fantasma ou sossego.
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Figura 1l:Marcadores pretos indicam a distribuicdo de espécies de M. amazonicum na
América do Sul da Argentina a Venezuela, marcadores listrados representam areas onde as
espécies estao ausentes e areas cinzas indicam o potencial socioecondmico da espécie.

Esta espécie pode ser identificada por caracteristicas morfolégicas, tais como: a
rostro € alongado e curvado para cima. Possui uma pequena espinha localizada no
guinto segmento abdominal. Na estrutura do télson, ha uma ponta pontiaguda como
um cone, contendo dois espinhos muito curtos na borda posterior que nao
ultrapassam sua ponta, os machos geralmente sdo maiores que as fémeas,

alcancando 15 centimetros e as fémeas de 5 a 10 centimetros (Figura 02) (MELO,
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Figura 02:Um espécime de M. amazonicum apresenta propriedades morfologicamente
reconheciveis da espécie. llustracdo adaptada de PANTALEAO et al., 2014.

O conhecimento da biologia desses camardes € uma ferramenta fundamental
para o desenho de estratégias de manejo, pois possibilita um melhor aproveitamento
desse recurso natural, evitando a sobrepesca e, assim, reduzindo a produtividade.
Além do M. amazonicum, o popularmente conhecido como pitd (Macrobrachium
carcinus) também possui grande valor tanto comercial devido seu grande porte e bons
indices de fecundidades e fertilidade em cativeiro, (LIMA et. al 2014).

O M. amazonicum € uma espécie de agua doce que possui grande importancia
econdmica na américa do sul. E também de grande importancia econdmica para o
subcontinente americano ocidental e é fortemente explorado pela pesca manual no
norte e nordeste do Brasil, além de ser consumido por populac¢des indigenas e
pessoas de todas as classes sociais, principalmente paraenses e Amapaenses
(MACIEL; VALENTI 2009).

1.1 Estresse durante o cultivo

Atualmente, muitos aspectos do manejo larval sdo conhecidos, como por
exemplo: alimentacgdo, cor do tanque de cultivo, salinidade adequada, temperatura e
comportamento trofico. (MACIEL e VALENTI, 2009; MORAES-VALENTI e VALENTI,
2010; MACIEL e VALENTI, 2014; SOEIRO et al., 2016). No estagio de bercario foi
estabelecido uma dieta alimentar e verificado que a espécie apresenta crescimento
compensatério (ARAUJO e VALENTI, 2005; MARQUES et al., 2012). Para o estagio
final de crescimento, verificou-se que os camarbes aceitam bem o adensamento,
alcancando alta sobrevivéncia, com reduzida producdo de residuos. (MORAES-

VALENTI e VALENTI, 2010). Estas caracteristicas conferem a esta espécie uma
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robustez que permite uma producdo sustentavel. Outro aspecto que vem sendo
levado em consideracao na carcinicultura € a crescente preocupag¢ao com o bem-estar
animal (PATTERSON et al., 2007).

No processo de criacdo, os camardes passam por diferentes processos,
incluindo procedimento de pesca e despescas, biometria, coleta de hemolinfa, troca
de tanque e flutuacbes nos parametros quimicos e fisicos da agua. No Brasil o
transporte de animais vivos € bastante comum, sendo as atividades mais frequentes:
transporte de pés-larvas para fazendas de criacdo, juvenis e adultos para
principalmente para formacao de um plantel de reprodutores, isca viva para pesca ou
comercializagéo, venda ao consumidor (GIROTTO et al., 2010; FOTERDAR; EVANS,
2011; JENSEN et al., 2012).

No caso desses manejos forem realizados de maneira inadequada, podera gerar
estresse, debilitando o sistema imune e de forma a agir como porta de entrada para
doencas (MERCIER et al., 2009; WALKER e MOHAN., 2009; ZHOU et al., 2010;
FERREIRA et al., 2011). Em crustaceos, as respostas ao estresse sdo classificadas
como primarias, secundarias e terciarias. O efeito primario envolve um aumento na
liberacdo do horménio hiperglicémico (HHc), levando a altera¢cdes secundarias, como
aumento dos niveis de glicose e lactato na hemolinfa e mobilizacdo dos estoques de
glicogénio nos musculos e glandulas digestivas. A terciaria reflete diretamente na
diminuicdo da eficacia do sistema imune do animal, tornando-o0 mais suscetivel a
eventuais infecces e dessa forma afetando o seu crescimento, ganho de peso e
sobrevivéncia (HUBERMAN, 2000; LORENZON et al. 2005; APARICIO-SIMON et al.,
2010; WILCOCKSON et al., 2002).

A resposta a dor e as substancias potencialmente nocivas ndo é tdo claramente
definida como nos humanos. A capacidade de reconhecer estimulos potencialmente
nocivos é um fator de sobrevivéncia evolutiva que esta presente em todos 0s grupos
de animais, mas apresenta padrbes de respostas diversas entre as diferentes
espécies (BROOM, 2001; RUTHERFORD, 2002; ELWOOD et al., 2015). Quando os
camardes expostos a situacdes desagradaveis, eles demonstram um comportamento
de ‘retirada-e-fuga”, de forma a aprender a evitar potenciais eventos traumaticos
(SNEDDON, 2015; MAGEE e ELWOOD, 2013). Nesses animais a avaliagdo do

potencial de “sentir dor” é principalmente através do seu comportamento, de modo



que eles apresentam varias caracteristicas motoras de protecdo (BATESON, 1991,
SHERWIN, 2001; ELWOOD et al., 2011; GENTLE, 2011).

1.2 Anestésicos

Para garantir praticas de manejo bem-sucedidas sem estressar os animais,
alguns fatores como temperatura da agua, espécie, tamanho, densidade de
estocagem, tempo de transito e precaucdes devem ser levados em consideracgéo, e a
duracao do jejum ou a adicdo de anestésicos (LORENZON et al., 2007, PARODI et
al., 2012; SOUZA et al., 2013, JENSEN et al., 2014).

A sedacéo é definida por uma diminui¢do da sensibilidade, resultando em um
estado de calma no animal. Por outro lado, a anestesia inclui imobilizag&o, perda de
consciéncia e alivio da dor (ZHAL et al., 2012). Assim, o efeito sedativo correlaciona-
se com o tipo de anestésico aplicado, a duracéo da exposi¢do anestésica, bem como
a fisiologia do animal (PARODI et al., 2012). De acordo com TSANTILAS et al. (2006),
para um anestésico ser considerado eficaz, deve ser de facil aplicacédo, altamente
eficaz e seguro, ndo causando danos ao aplicador ou aos animais em contato.

A anestesia do camardo nao resulta em imobilidade completa por causa das
plebpodes e antenas, devido a movimento dos pledpodes esta relacionado a entrada
de agua na camara do ramal em direcdo ao escaphognatito. Neste caso, a perda
completa da atividade do apéndice do exercicio prejudica 0s processos respiratorios
e osmorregulatérios (HENRY et al., 2012)

Dentre 0s anestésicos mais utilizados na psicultura, na maioria sendo
compostos sintéticos, temos o0 metanossulfonato de tricaina (MS-222), o metomidato,
o 2-fenoxietanol, a benzocaina e a quinaldina (ZAHL et al., 2012). No entanto, os
anestésicos podem causar danos, intensificando a liberacdo de catecolaminas e
induzindo ao estresse, como por exemplo 0 uso da benzocaina e do MS - 222 que
elevaram os niveis de cortisol em Salmo salar e Hippoglossus hippoglossus,
respectivamente (ZHAL et al. 2010). Desse modo, primeiramente se deve determinar
concentragfes apropriadas para o estudo da espécie alvo e avaliar o potencial de
novas substancias anestésicas, como por exemplo, os 6leos essenciais e seus
compostos isolados (SILVA et al., 2013).

De acordo com COYLE (2005), para camardes, séo definidos dois estagios de

anestesia: o0 primeiro é a sedacdo, que refere se a perda parcial de equilibrio e
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presenca de resposta a estimulos externos; e o segundo a anestesia, caracteriza se
pela perda total do equilibrio, auséncia resposta a estimulos externos, ou diferenca
dos parametros de qualidade da agua.
1.3 Oleos essenciais como anestésicos

A utilizacdo de 6leos essenciais para uso como anestésico, demonstraram ser
eficazes e a0 mesmo tempo seguro em estudos sobre Macrobrachium rosenbergii
(camarao-da-malasia) (SAYDMOHAMED & PAL, 2009), Penaeus monodon
(camarao-tigre-gigante) (JIANG et al. al., 2020), Litopenaeus vannamei (camarao-de-
patas-brancas) (PARODI et al., 2012) e Palaemonetes sinensis (LI et al., 2018). No
entanto vale ressaltar que, de acordo com MATULOVIC FM e OSHIRO LMY (2015)
em um trabalho com decdpodes Litopenaeus schmitti (Camardo-caboclo) e
Farfantepenaeus brasiliensis (Camardo-rosa), o 6leo de hortela-pimenta causou o
maior desconforto, impressédo sugerida pelo movimento violento dos peredépodos
guelados, préximos e ao redor das branquias, como se tentassem retirar o irritante do
local. A expansao da atividade direcionada especificamente pode ser interpretada
como sugerindo dor, como esfregar ou focalizar a atencdo em um ponto especifico do
corpo ou estrutura, bem como percepcao da posicéo, localizagdo da dor real ou leséo
potencial (WEARY et al., 2006).

Oleos essenciais (OEs), sdo compostos que s&o formados pela mistura de
substancias volateis com baixo peso molecular, os quais sdo provenientes de plantas
aromaticas o0s quais sdo metabolitos secundarios, podendo ser produzido em
diferentes 6rgaos da planta (folhas, flores, caule e fruto), geralmente sédo obtidos por
vapor ou hidro destilacdo (F. BAKKALI et al. 2008). Além disso, sendo produtos
naturais, a aplicacdo de OEs pode ser mais ecoldgica e economicamente viavel
(REVERTER et al., 2014).

A utilizacdo de OEs como anestésicos em peixes mostram que 0S mesmos
sdo uma boa alternativa como anestésicos, como por exemplo: Aloysia gratissima
(Erva-santa) (BENOVIT et al. 2015), Aloysia triphylla (Lucia-lima) (GRESSLER et al.
2014) Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo) (SILVA et al. 2012; RIBEIRO et al. 2016),
e seus compostos isolados, (Menta) Mentha spicata (FACANHA e GOMES, 2005,
SIMOES e GOMES, 2009). Mesmo que ainda escassos 0s trabalhos de potenciais
anestésicos provenientes de OEs, como por exemplo: OE de Syzygium aromaticum
(COYLE etal. 2005, MATULOVIC et al. 2014), Aloysia triphylla e Lippia alba (PARODI
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et al. 2012), principalmente trabalhos com decdpodes. Os OEs demonstram ser
seguros e eficientes em estudos sobre Macrobrachium rosenbergii (SAYDMOHAMED
& PAL, 2009), Litopenaeus vannamei (PARODI et al., 2012), Penaeus monodon
(JIANG et al. al., 2020) e Palaemonetes sinensis (LI et al., 2018a).

1.4 Syzygium aromaticum

O Cravo da india (Syzygium aromaticum) é uma espécie arbdrea, nativa das
Ilhas Molucas, localizada no arquipélago da Insulindia, Indonésia, tem um aroma forte,
ardente e caracteristico. Das sementes, h4 um aroma ativo, extrai-se o0 acido
eugénico, incolor e de sabor picante (Figura 03). Sua composicdo quimica inclui
principalmente eugenol, acetato de eugenol, beta-cariofileno, acido oleanico e
substancias das seguintes classes: triterpenos, ceras vegetais, cetonas, resinas,

taninos e esterais.

Figura 03: Arvore de cravo (Syzygium aromaticum). Fonte: BERAUD / BSIP / SCIENCE
PHOTO LIBRARY.

O eugenol (Figura 04) tem efeitos anti-inflamatdérios, cicatrizantes, analgésicos
e tem propriedades antissépticas. Seus efeitos medicinais incluem o tratamento de
nauseas, flatuléncia, indigestéo e desinteria. Dotado de propriedades antibacterianas,
também é usado como anestésico e antisséptico para aliviar a dor de dente, seu OE,
€ um produto natural extraido, por destilacdo de caules, folhas e flores do cravo da
india. Este possui varios pontos positivos como: como o baixo custo, baixa toxicidade

para humanos e animais, foi bastante usado como anestésico local em odontologia, e

11



0 proprio botédo floral seco que é usado como tempero (NASCIMENTO et al., 2000;
SOUZA et al., 2015; SILVESTRI, 2010).

CH,
" (i\ 3>
> \(‘
CH3 )\1;
7
(@)
OH Eugenol (C;oH;,0,)

Figura 04:Eugenol (C10H1202) - Estrutura, Massa Molecular, Propriedades e Usos.
Disponivel em: https://byjus.com/chemistry/eugenol/..

O eugenol é tipicamente absorvido pelas branquias e inibe a transmisséo de
sinais neurais (canais de sodio, potassio e calcio dNmetil-D-aspartato, receptores de
acido gama-aminobutirico tipo A) (Zahl et al., 2011). Dentro da aquicultura os OEs de
S. aromaticum (eugenol) sdo bastante procurados para uso como anestésico
(FERNANDES et al., 2017), tendo obtido resultados positivos em testes como
anestésico em peixes e crustaceos, como por exemplo: Homarus americanus e
Carcinus maenas (HUNTSBERGER, 2012); Litopenaeus vannamei (PARODI et
al.,2012); (COYLE et al., 2005) e Macrobrachium rosenbergii (SAYDMOHAMMED;
PAL, 2009), (tabela 1).

eugenol

N
x 2023 11
7] 785 20

Figura 05:Eugenol adquirido para o uso durante o experimento. Disponivel em: https:/
www. utilidadesclinicas.com.br/eugenol-biodinamica-bio3619a.htm
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Tabela 1:A tabela mostra a eficiéncia de OEs de cravo (eugenol) como anestésicos em diferentes camardes.

Efeito

Espécie Anestésico Dose L Fonte
anestésico
Macrobrachium rosenbergii 1 : SAYDMOHAMMED &
de Man, 1879. Eugenol 200 pL/L Anestesia leve PAL. 2000.
Penaeus vigg?mel Boone, Eugenol (99%) 200 pL/L! Curto prazo PARODI et al., 2012.
Penaeus vannamel Boone, £ genol (99%) 175 pL/L-" Curtoprazo  PARODI et al., 2012.
Penaeus semisulcatus De 100 mg/L™
Eugenol -80% Curto prazo  SOLTANI et al., 2004.
Haan, 1844. 150 mg/L™!
. Lz 5 gotas em 5 mL de
0
Macrobrachium rosenbergii  Oleo de cravo (95% etanol em 1000 mL i TAYLOR et al., 2002
de Man, 1879. eugenol). de &
e agua.
] 300 pL/L™ 10 - 26 = -
Tenellum Oleo de cravo (82 - H » PAfORhsl(égfg al
macrobrachium Smith, 1871.  87% eugenol). 600 pL/L 24 - 30 K
900 pL/L"" 18- 50 2016.
Macrobrachium rosenbergii Oleo de cravo 1
de Man, 1879, (eugenol). 100 mg/L 15-21 COYLE etal., 2005.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos do uso do Eugenol como anestésicos para juvenis do

camardao-da-amazonia (Macrobrachium amazonicum)

2.2 Objetivos Especificos
¢ Identificar uma dose de eugenol que seja segura e eficaz em induzir a sedacéo
e anestesia em juvenis de Macrobrachium amazonicum;
e Determinar a capacidade de recuperagdo dos animais ap0s a sedacdo e
anestesia nas concentragdes utilizadas;
e Verificar a sobrevivéncia dos animais apos 24 horas de indugdo a pelo

anestésico.

3. Material e Métodos
3.1 Obtencao dos animais

As fémeas ovigeras foram capturadas no Estuario do Rio Caeté, na
comunidade do Camuta (1°01°49.04” S, 46°45'14,26” W) (figura 6), localizado no
municipio de Braganca-PA para obter as larvas e pos-larvas essas fémeas foram
coletadas com ovos translucidos, indicativo da proximidade da eclosdo das larvas.
Apos a coletas os animais foram submetidos a desinfeccdo em formaldeido a 3% por

30 minutos, seguido da transferéncia para tanques de ecloséo.

Figura 06: (a) Pontos de coleta das matrizes (gémeas ovigeras) no Estuario do Rio Caeté, na
comunidade do Camuta (P1), e (b) a forma que os animais foram capturados.
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Os cultivos larvais foram desenvolvidos no Laboratorio de Aquicultura do
Campus de Braganca. A larvicultura foi realizada em tanques acoplados a filtros
biolégicos, em sistema fechado dindmico, segundo protocolo proposto por MORAES-
VALENTI e VALENTI (2010). Quando atingirem a fase de pos-larvas foram
aclimatadas em agua doce. Posteriormente, as PLs (pos-larvas) foram submetidas
aos banhos anestésicos para determinar as doses adequadas para a anestesia.

O Eugenol foi adquirido em instituigdo comercial, sendo mantidos em
refrigerador doméstico (~3,3°C) até a realiza¢do dos experimentos. As concentracdes
utilizadas foram estipuladas a partir dos dados disponiveis na literatura, utilizados em
outras espécies de camardo. Dessa forma, testamos varias concentracdes na

tentativa de caracterizar aquela mais eficaz para adultos de M. amazonicum.

3.2 Inducédo a anestesia de curta duragcdo em adultos de M. amazonicum

Inicialmente o Eugenol, proveniente do 6leo essencial do Cravo da india
(Syzygium aromaticum) deve ser diluido em Alcool Etilico Absoluto (99,8%) na
proporcdo de 1:5 antes de ser adicionados aos aquarios. Para os banhos com o
anestésico foram utilizados o total de quatro concentracées para um litro de agua
cada, contendo dez réplicas biol6gicas para cada concentracdo (n= 40), expostas
individualmente as seguintes concentragoes: 250uL/L, 500uL/L, 1000uL/L e 2000uL/L.
Os mesmos critérios sdo adotados para os dois grupos controles, contendo etanol
(volume do tratamento de maior concentracdo 2000uL/L) e agua, (sem adicdo de
nenhum reagente). O tempo maximo de observacdo a indugdo aos banhos
anestésicos foi fixado em 30 minutos, enquanto o tempo de recuperacgdo tera duracao
maxima de 15 minutos. Os tempos de inducéo e recuperacdo sao tomados por um
crondmetro e todas as observacgdes foram feitas por um observador capacitado (figura
7).

Os experimentos envolvendo a indugéo e recuperacao da anestesia de curta
duracéo foram conduzidos de acordo a metodologia descrita por COYLE et al. (2005),
no qual os camardes sao classificados em estagio | e estagio Il, seguido da
recuperacdo apos ser retirado do banho anestésico. No estagio | corresponde aos
animais que demonstram perda parcial do equilibrio, mas ainda s&o reativos aos
estimulos do toque; no estagio Il apresentam perda completa do equilibrio e ndo

reagem aos estimulos.
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Preparacéo das
concentracdes

2000puL/L
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1000pL/L

Figura 07: Delineamento experimental das diferentes concentragdes de eugenol testadas
para verificacdo em juvenis de M. amazonicum.

A recuperacao da anestesia é considerada quando 0s animais recuperarem o
controle de seu equilibrio e atingiram uma posicao ereta no fundo dos aquarios.
Adicionalmente sera observada mudanca na coloracdo dos animais, pois foi
observado em laboratério que os animais ficam esbranquicados apds manipulacdes
demoradas (observacao pessoal). Apds a recuperagdo os animais serdo transferidos
para tanques de 1 litros contendo &gua com aeracdo, sem adi¢do de nenhum produto.
Os animais serdo observados por 24 horas para verificar se ocorreu mortalidade

tardia.

4. Resultados e Discusséao

No presente estudo das quatro concentracdes diluidas em alcool (1:5) foram
utilizadas durante os testes anestésicos (250uL/L, 500uL/L, 1000uL/L e 2000uL/L) das
guais a concentracdo de 500uL/L foi a que apresentou melhores resultados
alcancando anestesia nos tempos médios de 10,44 minutos para o estagio | ou
anestesia leve, 22,06 minutos para o estagio |l ou anestesia profunda, com o tempo
médio de recuperacdo de 11,50 minutos, havendo uma morte na segunda replica
cerca de 40 minutos apo6s o inicio do banho, morrendo ainda durante o periodo de
recuperagdo de 15 minutos. Adicionalmente, foi verificado que a concentragdo de

2000uL/l de etanol (99,8%), ndo desencadeou nenhum estagio de anestesia nos
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animais dentro do tempo estipulado, 0 mesmo foi feito para &gua demonstrando que

todos os efeitos anestésicos alcangados foram atribuidos ao Eugenol.
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Tabela 02: Médias dos tempos de inducao e recuperacdo da anestesia (Média + desvio padrdo) do eugenol aplicado em banho anestésico para
juvenis de M. amazonicum. NA corresponde a evento que nao foi observado no durante o tempo de 15 min, Letras diferentes para cada linha
foram utilizadas quando ocorreu diferenca estatistica entre as concentracoes testadas.

Estagios Eugenol (ul/L) Valor de (F
o Valor de (p) i
anestéesicos 250 500 1000 2000 critico)
I 12,59+7,082 10,45+4,33" 1,48+0,79° 0,55+0,42¢ P<0,05 (6,17061E-11) 2,892
Il 1,53+0,00¢ 17,65+3,232 6,74+1,78° 4,42+2,64° P<0,05 (4,86891E-13) 2,991
Recuperacdo 3,95+1,84° 11,50+3,752 NAC NAC P<0,05 (0,027189243) 4,066
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Para o estégio | ou sedacéo leve, concentracdes de 250 e 500uL/L se mostram
pouco eficientes, necessitando de maiores tempos médios (12,59 e 10,44 minutos)
respectivamente para inducdo. Em 30% das réplicas da concentracdo de 250uL/L ndo
houve quaisquer efeitos anestésicos, diferente da concentracdo de 500uL/L, que
alcancou 100% das réplicas. As concentracdes de 1000 e 2000uL/L evidenciam os
menores tempos médios de inducdo ao estagio | (1,47 e 0,55 minutos,
respectivamente). Houve diferenca significativa (p<0,05 e F 2,892) entre os tempos
médios das duas concentra¢des (1000 e 2000uL/L), na qual 2000uL/L obteve o menor
tempo de inducado ao estagio | (Figura 08.A).

As concentracbes de 250 e 500uL/L apresentaram inducdo ao estagio |,
entretanto, apenas uma réplica da concentragcdo de 250uL/L atingiu anestesia
profunda em 15,3 minutos, ndo havendo efeito anestésico no restante. No entanto, na
concentragdo de 500uL/L 80% das réplicas atingiram o estagio Il com tempo médio
de 17,65 minutos. Para as concentracdes de 1000 e 2000uL/L, o tempo médios foi
bastante reduzido (6,74 e 4,41 minutos, respectivamente), em comparacao as
concentracfes anteriores todas a réplicas atingiram o estagio Il de anestesia (figura
3.A).

Segundo BECKER et al., (2021) com uma concentragao de 250uL/L, o eugenol
induziu rapidamente a anestesia, mas causou 30,0+1,5% de mortalidade em
Farfantepenaeus paulensis, o que foi diferente dos resultados obtidos para M.
amazonicum, dos quais 70% atingiram o estagio | no tempo médio de 12,59+7,08, dos
quais 90% nao atingiram o estagio Il, os quais apresentaram 100% de sobrevivéncia.
Em concentracdes mais altas (1000 e 2000uL/L), os animais atingiram, mais rapido a
inducéo aos estagios | e Il, e acordo com SOLTANI et al. (2004) animais expostos a
altas concentracbes de O6leo de cravo (eugenol) necessitaram de tempos de
recuperagdo mais longos, e assim como o presente estudo, muitas vezes acabam
morrendo.

Segundo PARK et al., (2003) o 6leo de cravo apresentou resultados de acordo
com os critérios estabelecidos: induzindo ao estagio Il em menos de 3 minutos e
recuperando em até 10 min, com excecédo da recuperacao do camardo rosa (12.46
minutos), com o tempo de 15.3 minutos para a Unica replica induzida ao estagio Il e
tempo médio de 17.65 minutos para as concentracbes 250 e 500uL/L,

respectivamente e 6.74 e 4.42 minutos de tempo médio para 1000 e 2000uL/L para o
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camardo-da-amazonia. Desse modo, notasse que concentragdes altas de eugenol
tendem a diminuir o tempo de inducéo ao estagio Il, porém aumentar a concentragcéo
de 6leo pode aumentar o risco de parada respiratéria, provavelmente devido as suas
propriedades fisicas que abrangem a anatomia e o 6leo associado a permanéncia nas
branquias, aumentando o efeito anestésico (SLADKY et al., 2001) e possivelmente
levando a diminuicdo da troca respiratoria.

De todas as quatro concentracfes apenas as de 250 e 500uL/L apresentaram
tempos de recuperacao inferior a 15 minutos (tempo estipulado para recuperacao),
das quais 60 % nas duas concentracdes recuperaram nesse intervalo de tempo, dos
40% restante na concentracdo de 250uL/L que ndo recuperaram dentro do tempo
alvo, todos recuperaram no periodo de observacao de 24 horas, ndo havendo morte
nesta concentracao, ja nos 40% restante da concentracao de 500uL/L com excecdo
de uma réplica que morreu em menos de 24 horas, obteve se sobrevivéncia de 90%
das dos animas submetidos ao banho. Nas concentracées de 1000 e 2000uL/L néo
houve recuperagao durante o tempo de 15 minutos (Figura 8.A).

Neste estudo, fica claro que as concentragcdes de 1000 e principalmente
2000pL/L com diluicéo de 1:5, sdo muito altas em termos de toxicidade, o desconforto
do animal durante a exposicao, de modo que os tempos de recuperacao foram muito
acima do esperado, e letal para 50% das réplicas a 1000uL/L e 70% a 2000uL/L.
segundo estudos com adultos de Macrobrachium rosenbergii (SAYDMOHAMMED;
PAL, 2009), a concentracdo critica com melhores resultados de inducdo e
recuperacéao foi 200uL/L, o pode se considerar um resultado aproximado visto que o
presente trabalho foi realizado com juvenis de Macrobrachium amazonicum, que sao
mais tolerantes que adultos, necessitando de concentracfes mais altas, como as

utilizadas neste trabalho.
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Figura 08: (A) efeito de exposicao a diferentes concentragdes de eugenol (250, 500, 1000
e 2000pL/L) em juvenis de M. amazonicum, evidenciando o tempo necessario para alcance
dos estagios de anestesia (I e Il) e recuperacdo. Letras diferentes para cada linha foram
utilizadas quando ocorreu diferenca estatistica entre as concentragdes testadas (Kruskal-
Wallis). As médias das colunas das diferentes concentracdes com letras distintas indicam
diferencas significativas (p<0,05). (B) Mostra o registro do nimero de mortes para cada
concentracao usada durante os testes com Eugenol, as quais ocorreram com tempo inferior
a 24 horas apés o0 banho anestésico.

21



5. Concluséao

Em epilogo, todas as concentracbes de eugenol utilizadas no presente estudo
apresentaram algum efeito anestésico em juvenis de Macrobrachium amazonicum,
tendo como dose critica 500uL/L, apresentando melhores resultados sobrevivéncia,
tempos de inducdo aos estagios | e Il, e de recuperacdo em relacdo as demais
concentracdes testadas. Concentracdes mais altas se mostram ineficientes, visto que
apresentaram maiores tempos para recuperacdo e maiores indices de morte no
periodo de 24 horas, como por exemplo nas concentracdes de 1000 e 2000uL/L, que

morreram 50 e 70%, respectivamente, das réplicas submetidas aos banhos.
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7. Anexo

Tabela 3: valores individuais de cada concentragao.

Replica estagio | estagio Il

Concentracgéo I: 250uL/L

Tempo (minutos)

recuperacdo morte estagiol estagio ll

Concentragéo I: 500pL/L

Tempo (minutos)
recuperagdo morte

10
20
30
40
50
60
70
80
90
10°
Média

4,22
NA
NA

13,07
20,11
25,3
21,45
20,55
21,24
NA

12,594

15,3
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

1,53

NA
NA
NA
5,37
5,15
4,3
2,05
1,27
5,54
NA

2,368

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

15,12
7,37
16,25
15,18
6,17
6,06
14,47
6,22
7,36
10,29

10,449

NA
18,41
22
25,15
20,04
28,14
NA
19,22
21,11
22,44

22,0638

4,5
NA
10,5
NA
12,4
NA
12,56
NA
14,47
14,58

11,5016667

NA
T
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

Concentracao |: 1000uL/L

Tempo (minutos)

Concentragao I: 2000uL/L

Tempo (minutos)

Replica Estagio | Estagio Il Recuperagdo Morte Est?g|o EStﬁg'O Recuperagdo Morte
1° 0,32 5,3 NA NA 1,24 9,1 NA T
20 1,47 11,4 NA NA 1,17 6,58 NA T
3° 2,06 7,33 NA NA 0,23 3 NA NA
40 2,3 6,57 NA NA 0,31 1,41 NA T
5° 2,35 5,49 NA NA 0,37 6,42 NA NA
6° 1,01 6,4 NA T 1,03 6,57 NA T
7° 1,38 6,42 NA T 0,2 4,46 NA T
8° 0,23 5,32 NA T 0,38 3,12 NA T
9o 1,36 6,09 NA T 0,24 2,1 NA NA
10° 2,29 7,1 NA T 0,37 1,39 NA T

Média 1,477 6,742 NA 0,554 4,415 NA
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