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RESUMO

Oleos essenciais com efeitos sedativos vém sendo usados como potenciais
substitutos de anestésicos sintéticos. Nessa linha, o 6leo extraido de partes da planta do
cravo da india (Eugenia caryophyllata)vem ganhando notoriedade como anestésico.
Esse dleo vem sendo considerado eficaz, pois induz anestesia rapidamente, e também
seguro, pois a recuperacdo dos reflexos é breve e ocorre baixa mortalidade. Entretanto,
ndo se sabe se hd modificacdes na reatividade a estimulos relevantes e nem se afeta 0s
componentes motivacionais do comportamento. Como os efeitos dos anestésicos se ddo
no sistema nervoso, é plausivel supor tais possibilidades. Neste estudo, utilizando a
tilapia-do-Nilo (linhagem Supreme, revertidas sexualmente), um peixe altamente
relevante para aquicultura mundial, testamos essa hipdtese mencionada anteriormente.
Operacionalmente, mensuramos elementos dos comportamentos alimentar e agressivo
como meio para inferirmos efeitos na reatividade a estimulos e na motivagéo. Para isso,
utilizando a técnica da exposicdo em banho, submetemos os peixes a 3 condicOes
diferentes (n = 12 cada): 1) controle negativo (sem anestésico) e duas solucdes alcoolica
de 6leo de cravo diluido em agua2) 50mg/L e 3) 100 mg/L. As tilapias foram
selecionadas aleatoriamente, removidas do tanque de estoque e inseridas isoladas em
banho de solucdo anestésica em baldes plasticos atoxicos até atingirem o estagio Il de
anestesia (perda de equilibrio e reflexo, pouco ou nenhum movimento muscular, mas
manutencdo das batidas operculares). Quantificamos o tempo para atingir esse estagio e,
assim que atingido, os peixes foram removidos do banho e introduzidos em aquarios (1
peixe por aquério) para futuras observacdes do comportamento. Os peixes controle (0
mg/L) foram expostos aos mesmos procedimentos e permaneceram nos baldes até o
maior intervalo de tempo para um dos peixes da bateria atingir o estagio 11 de anestesia.
As tilapias foram mantidas nos aquarios por 4 dias consecutivos e, enquanto o
comportamento alimentar foi avaliado diariamente, o agressivo foi avaliado no segundo
e no quarto dia.Nossas evidéncias indicam que o 6leo de cravo ndo afetou os
componentes consumatdérios e apetitivos dos comportamentos avaliados. Assim, nossos
resultados reforcam o uso seguro de 6leo de cravo-da-india em praticas de aquicultura

que requerem anestesia em tilapias.

Palavra-chave: Oleo de cravo; Agressdo; Comportamento alimentar; Peixe;Oleo

essencial; Anestesia.



ABSTRACT

Essential oils with sedative effects have been used as pontential substitutes for
synthetic anesthetics in aquaculture. In this context, the iol extracted from parts of the
clove plant (Eugenia caryophyllata) has een gaining notoriety as anesthetic. This iol has
been considered effective, because it induces anesthesia quickly, reflex recovery is brief
and has low mortality rate. However, it is unknown whether there are changes in stimuli
reactivity and behavioral motivational in fish after anesthesia recovery. As the effects of
anesthetics are on the central nervous system, it is plausible to assume such possibilities.
In this study, using Nile tilapia (Supreme lineage, sexually reversed), a highly relevant
fish for world aquaculture, we tested this hypothesis. Operationally, we measured
elements of feeding and aggressive behaviors to infer effects on reactivity to stimuli and
motivation. For this, using the bath exposure technique, we submitted the fish to 3
different conditions (n = 12 each): 1) negative control (without anesthetic) and two
alcoholic solutions of clove oil diluted in water 2) 50 mg / L and 3) 100 mg / L. Tilapia
were randomly selected, captured from the stock tank and placed isolated in bath of
anesyhetic solution until they reach stage Il of anesthesia (loss of balance and reflex,
few or no muscle moviment, but maintenance of opercular beats). We quantified the
time to reach this stage and, once reached, the fish were removed from the bath and
introduced into test aquaria for behavior observation. Control fish were exposed to the
same procedures and remained into the solution ultil the longest period for one of the
fish in the batch to reach stage Il of anesthesia. Tilapia were kept in the aquaria for 4
consecutive days. We evaluated feeding behavior daily and agrressive behavior on the
second and fourth days. Our evidences show that clove oil did not affect reactivity to
stimuli and motivation regarding thase evaluated behaviors. Thus, our results reinforce

the safe use of clove oil in aquaculture practices that require anesthesia in fish.

Keywords: Clove oil, Agression, Feeding behavior, Fish, Essential oil, Anesthesia.



1. Introdugéo

O assunto do bem-estar animal esta cada vez mais presente nas discussdes sobre
producdo animal e experimentacdo com o uso de modelos animais (Gonyou, 1994).
Nessa linha, os peixes ndo séo excecOes e podem ter alteracGes no estado de bem-estar
como resultado de atividades humanas, como a aquicultura e seus procedimentos
(Huntingford et al., 2006). Em relacéo aos peixes, embora seja incerta a sua capacidade
subjetiva de experimentar sofrimento, temos uma série de evidéncias que sustentam a
necessidade de uma abordagem preventiva de sofrimento por questdes éticas (Chandroo
et al., 2004; Conte, 2004; Volpato et al., 2007; Volpato, 2009). Nesse sentido, peixes
reconhecem por meio de mdltiplas pistas sensoriais estimulos potencialmente
prejudiciais, como predadores, e deflagram respostas de defesa/estresse (Barreto et al.,
2003; Franchina e Stoddard, 1998; Giaquinto e Volpato, 2001; Ide et al., 2003; Barreto
et al., 2010; Barbosa Junior et al., 2010). Tais estimulos (predadores) e outros, como
ambientes novos expostos, podem gerar reacdes tipicas de medo e reacdes similares a
ansiedade (Blanchard e Blanchard, 1986). Além disso, 0s peixes possuem 0S

aparatosestruturais-funcionais para nocicepcao e percepc¢édo da dor (Kats e Dill, 1998).

Uma série de atividades relativas a aquicultura impde uma variedade de
estressores agudos aos peixes, podendo impactar negativamente uma série de processos,
como o crescimento e a sobrevivéncia (Barton, 2002). Uma medida para minimizar os
efeitos de estimulos estressores/dolorosos nos peixes € a utilizagdo de anestesicos

(Summerfelt e Smith, 1990; Stoskopf, 1993).

Tais praticas que incluem o uso de anestésicos na aquicultura a fim de minimizar

possiveis problemas sdo, por exemplo, durante a desova artificial, pesagens, marcacoes,



classificacbes, amostragens de sangue, procedimentos cirargicos (Anderson et al., 1997)
e transporte (Cooke et al., 2004). A anestesia pode ser leve, causando um efeito
calmante, ou mais severa, levando a sedacgéo e aboligéo da dor em peixes. Para tal, uma
série de drogas anestésicas vem sendo utilizadas em peixes, como a benzocaina
(etilpara-aminobenzoato), MS222 (tricaina, metano-sulfonato), o 2-fenoxietanol, a

quinaldina (2-4-metilquinolina) (Sedgwick,1986).

Anestésicos alternativos aos exemplos de drogas sintéticas mencionadas
anteriormente vém sendo buscados para se aplicar na producdo animal. Entre essas
substancias podemos mencionar os 6leos essenciais de plantas (Javahery et al., 2012;
Bowker et al., 2015; Hoseini et al.,2019).Entre esses 6leos destaca-se o de cravo, que é
um oOleo essencial extraido de partes da planta Eugenia caryophyllata (Javahery et al.,
2012; Hoseini et al., 2019). Esse 6leo tem um antigo histérico como anestésico de uso
local em humanos (Woody et al. 2002) e foi reconhecido como anestésico para peixes a
algumas décadas atras (Emdo et al., 1972; Soto e Burhanuddin, 1995; Javahery et al.,
2012). Os principais componentes do dleo de cravo que agem como anestesico sdo o
eugenol e o isoeugenol (Javahery et al., 2012). Essas substancias sdo consideradas
seguras para humanos, tendo classificagdo como GRAS (Generally Recognized As
Safe) pela principal agéncia mundial reguladora de substancias quimicas o FDA - Food
and Drug Administrationdos EUA. Além da potencial seguranca do éleo de cravo em
termos de toxicidade, outra vantagem é que se trata de uma substancia cujos processos

de obtencéo séo baratos (Keene et al., 1998; Griffiths, 2000; Ross e Ross, 2008).

O oleo de cravo vem sendo usado com bom sucesso para uma série de espécies
de peixes em baixa concentracdo e sem induzir mortalidade significativa (Soto e
Burhanuddin, 1995; Munday e Wilson, 1997; Sladry et al., 2001; Woody et al., 2002).

Além disso, tem tido bom efeito calmante durante o transporte de peixes, evitando
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consequéncias pos-transporte (Cooke et al., 2004; Inoue et al., 2005; Simdes et al.,
2011).Contudo, muitas das informacdes sobre os efeitos do 6leo de cravo em processos
bioldgicos provém de relatos aneddticos e existem poucas evidéncias sobre seus efeitos
em variaveis fisiologicas, comportamentais e patolégicas, como constatado por

Javahery et al. (2012) ao revisarem o uso do 6leo de cravo como anestésico em peixes.

As avaliacbes dos efeitos do Oleo de cravo no comportamento de peixes se
restringem especificamente a descrever os estagios que envolvem o processo de sedagdo
(Cooke et al., 2004; Simdes et al., 2010) e ndo ha avaliacBes sobre as consequéncias
dessa droga no comportamento ap6s a recuperacdo do estado de sedagdo. O 6leo de
cravo impde um efeito no sistema nervoso central (Summerfelt e Smith, 1990). Em
relacdo a sua farmacocinética, embora sem evidéncias para a tilapia, sua meia vida é de
aproximadamente 12h em trutas arco-iris (Guénette et al., 2007) e ha evidéncias de
deteccdo de niveis residuais deste anestésico em prazo maior em peixes marinhos e de
agua doce (Ke et al., 2018). Assim, é plausivel propor que pode ocorrer efeitos pos-
recuperacdo da sedacdo em relagdo a reatividade a estimulos relevantes e na motivagéo
comportamental. Dessa forma, utilizando a tilpia-do-Nilo, um dos principais peixes da
aquicultura mundial, avaliamos o efeito do 6leo de cravo na reatividade a estimulos e na
motivacdo comportamental. Operacionalmente, quantificamos se esses componentes
consumatorios e apetitivos do comportamento alimentar e agressivo da tilapia-do-Nilo

sdo afetados pela sedacdo com dleo de cravo.



2. Materiais & Métodos

2.a. Animais e condicdo de estoque

Exemplares juvenis (~1 més de idade) de til4pia-do-Nilo Oreochromis niloticus
L., da linhagem Supreme, sexualmente revertidos (todos machos) foram obtidos em
piscicultura e utilizados para constituirmos nossa populacdo de estoque. Para tal, os
animais foram alocados em um taque de alvenaria de 1200 L (300 individuos) com
aeracdo constante, fluxo continuo de agua desclorificada para renovacéo ininterrupta de
agua e filtragem mecanica-bioldgica. Um termostato foi acrescentado ao tanque para
manter a temperatura da agua no intervalo de 24-26 °C. O foto periodo estabelecido foi
de 12h de claro e 12 h de escuro, das 6 h as 18 h, com transi¢do abrupta do claro para
escuro, controlado por temporizador eletronico. A iluminagdo foi artificial do tipo luz
do dia (temperatura de ~5200 K), com intensidade luminosa de aproximadamente 120
lux na superficie d’agua do tanque. Os peixes foram alimentados diariamente com ragéo
comercial peletizada (32% de proteina) até a saciedade. As tildpias ficaram nessas

condigdes de estoque por um més antes da experimentacao.

2.b. Anestésico

Oleo essencial de cravo puro foi obtido da WNF - World’s Natural Fragrances.
Uma solugdo mae foi produzida diluindo-se 1,5 g de dleo de cravo em 15 mL de etanol
absoluto, perfazendo uma solugéo alcodlica de concentracdo de 100 mg/ml, a titulo de

permitir a dissolucdo deste 6leo essencial em agua.



2.c. Delineamento experimental e procedimentos

Individuos da populacéo de estoque foram capturados e aleatoriamente inseridos
em baldes de plastico atoxico (1 peixe/balde) para serem expostos a banho de
anestésico. Utilizamos2 concentracfes diferentes de banho de anestésico50 ou 100
mg/L d’agua, além de grupo sem anestésico (0 mg/L) para controlar os procedimentos
para anestesia, totalizando 3 condicGes experimentais. Os animais ficaram em banho (a
26,0 °C + 0,51; média £ DP) até que atingissem o estagio Il de anestesia. O estagio Il de
anestesia consiste na condicdo de perda do equilibrio e do reflexo, poucos ou nenhum
movimento muscular, mas manutencdo dos batimentos operculares (Gilderhus e
Marking, 1987; Stoskopf, 1993), descricdo também obtida previamente para tilapia-do-
Nilo Gontijo et al., (2003).0 tempo para atingir o estagio Il de anestesia foi quantificado
e, assim que atingido, os animais foram transferidos para aquéarios de vidro com agua
desclorificada (40 x 23 x 25 cm, 20 L de agua) e aeracdo constante, provida por
compressores de ar anexados a pedras porosas via mangueiras de silicone atoxico. Os
peixes controle (0 mg/L) foram expostos aos mesmos procedimentos e permaneceram
nos baldes até o maior intervalo para um dos peixes do lote atingir o estagio Il de
anestesia (podendo ser tanto exposto a 50 ou a 100 mg/L), permitindo o controle dos
procedimentos de anestesia.Os animais foram mantidos nesses aquarios experimentais
por 4 dias consecutivos para avaliacdo do comportamento alimentar e agressivo. O
comportamento alimentar foi avaliado todos os dias deste periodo as 12:00 h, enquanto
0 comportamento agressivo foi avaliado no segundo e no quarto dia, utilizando-se o
paradigma experimental do teste do espelho. Nosso tamanho amostral foi de n = 12 por
condigéo experimental. Para atingir esse total, o experimento foi realizado em 4 baterias
de n = 3 por condigéo, seguindo este protocolo descrito anteriormente. Os animais

utilizados apresentaram massa média de 9,4 g e comprimento médio de 6,5 cm.



O comportamento alimentar foi definido operacionalmente como 1) o nimero de dias em
que os animais ingeriram alimento, 2) a laténcia alimentar e 3) a ingestdo alimentar.
Esses elementos permitem inferir tanto a reatividade a presenca do estimulo (alimento),
quanto a motivacgdo para se alimentar (Volpato et al., 2013). A laténcia alimentar foi
definida como o tempo decorrido desde a introdugdo dos pellets nos aquérios (os
granulos eram flutuantes e, assim, permaneciam na superficie) até o primeiro pellet ser
abocanhado. A ingestdo alimentar foi determinada para cada dia de alimentagéo
calculando-se a diferenca entre a quantidade de pellets oferecida e a quantidade
remanescente ap6s 15 min. Em cada alimentacdo foi fornecido 15 pellets por individuo
(totalizando ~ 400 mg) por dia, 0 que equivale a cerca de 4,3 % da biomassa corporal
média dos peixes. O consumo de ragdo foi medido em termos do nimero total de

pellets (pellets ~3 mm) ingeridos e a massa ingerida foi inferida a partir desse valor.

O comportamento agressivo foi avaliado a partir de filmagens considerado
operacionalmente como:1) a laténcia para atacar o espelho e 2) o nimero de ataques
desferidos no espelho. O teste do espelho foi realizado no segundo e no quarto dia do
periodo experimental iniciando as filmagens sempre as 14:00 horas.Durante cada
sessdo, o espelho foi introduzido em uma das laterais menores do aquério experimental
e 0 comportamento de cada peixe foi filmado durante um intervalo total de 10 min,
dividido em 2 momentos diferentes, como segue:5 min antes (0-5 min) e apds (5-10
min) a queda de uma esfera de vidro na agua. Ap6s 5 min da introducdo do espelho no
aquario, uma esfera de vidro era abruptamente introduzida no aquario por meio de um
tubo de PVC. O tubo foi posicionado a cerca de 70 cm do aquario, com inclinacéo
suficiente para a esfera deslizar rapidamente para dentro do aquario. Apos a queda da
esfera, os animais eram filmados por mais 5 min. O tempo de queda da esfera, da

soltura até atingir o fundo do aquario, foi de aproximadamente 2 s. A queda da esfera



foi realizada para promover resposta de sobressalto nos animais. A laténcia para
retornar a atacar o espelho é inferido como o grau de motivagdo agressiva ou, em outras
palavras, a duragdo do sobressalto fornece uma medida inversa de motivagdo para

retomar a atividade anterior (baseado em Arnott e Elwood, 2009).

Em relacdo ao teste do espelho, no momento 1 (0-5 min), a laténcia de ataque é
0 tempo decorrido entre a introducdo do espelho e o primeiro ataque deflagrado no
mesmo. Por outro lado, no momento 2 (5-10 min), a laténcia de ataque € o tempo
decorrido entre a queda da bola e o primeiro ataque subsequente ao espelho. Se algum
peixe ndo atacasse o0 espelho em um ou ambos 0os momentos, o valor méximo de
duracdo de cada momento (300 s) foi atribuido como o valor da laténcia de ataque. Os
ataques ao espelho foram classificados em 2 tipos para quantificagdo: toques ou
mordidas. Os togques consistem no ato do peixe se aproximar do espelho e o encostar
com a boca fechada. As mordidas consistem no ato do peixe se aproximar do espelho
com a boca aberta, justapd-la a superficie do espelho e executar rapidos movimentos

caudais ondulatérios, impulsionando o corpo em dire¢éo ao espelho.

2.d.Nota ética

Essa tese foi realizada sob os principios éticos em pesquisa animal, seguindo o
protocolo para experimentos com uso de animais. A mesma tese foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho” (UNESP) — Campus de

Botucatu, protocolo nimero 1228.
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2.e. Analise dos dados

Os valores do tempo de anestesia foram considerados ndo normais e
heteroscedasticos. Assim, teste U de Mann-Whitney foi aplicado. Em relagdo ao
comportamento alimentar e agressivo, os dados foram normais e homoscedasticos,
assim estatistica paramétrica foi aplicada. Para o numero de dias que 0s peixes se
alimentaram, utilizamos ANOVA de uma via. Para as demais variaveis, que incluem o
fator tempo, com dependéncia amostral entre as medidas dentro de uma mesma
condicdo, ANOVA mista foi aplicada, tendo como fator categdrico a concentracdo de
6leo de cravo e como medida repetida o tempo (dias, no caso do comportamento
alimentar ou momentos, no caso do comportamento agressivo). Se necessario a
ANOVA foi complementada por teste de Newman-Keuls. Diferencas estatisticamente

significativas foram consideradas quando P < 0,05.

3. Resultados

3.a. Anestesia

Inicialmente constatamos que o estagio Il de anestesia foi atingido em intervalos
de tempo diferentes associados a dose de anestésico. O tempo para atingir esse estagio
de anestesia foi menor nos peixes exposto ao banho com 100 mg/L de 6leo de cravo do
que aqueles expostos a 50 mg/L (Teste U de Mann-Whitney; Z = 3,78; P = 0,00016;

Fig. 1).
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Fig. 1. Tempo para atingir o estagio Il de anestesia em tilapias-do-Nilo expostas em banho a diferentes
concentragdes de solucdes de 6leo de cravo. O estagio Il de anestesia para peixes € definido tipicamente
como perda do equilibrio e do reflexo, poucos ou nenhum movimento muscular, mas manutengdo dos
batimentos operculares (Gilderhus e Marking, 1987; Stoskopf, 1993). * indica diferenca estatistica entre
os valores medios (+DP) dos grupos (Teste U de Mann-Whitney; Z = 3,78; P = 0,00016).

3.b. Comportamento alimentar

A ingestdo alimentar foi avaliada ao longo dos 4 dias de experimentacdo. O
nimero de dias em que cada peixe se alimentou ndo foi alterado pela anestesia
(ANOVA de 1 via; F2;33 = 0,033; P = 0,968; Fig. 2A). Contudo, a ANOVA mista
revelou que a ingestdo aumentou a partir do segundo dia em relacdo ao primeiro dia
(Fig. 2B), mantendo-se no mesmo patamar ao longo dos demais dias (Fs;99 = 27,493; P
< 0,00001), mas sem efeitos da anestesia (F2;33 = 0,748; P = 0,481) ou interacdo entre
ela e o tempo (interacdo, Fe99 = 0,694, P = 0,655). Considerando a proximidade entre o
primeiro dia de observacdo do comportamento alimentar e os procedimentos executados
para anestesia, € plausivel supor a hipotese de que este momento no tempo seja mais

critico. Assim, realizamos uma anéalise da ingestdo alimentar considerando os valores
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entre as condicdes apenas para o primeiro dia. Em tanto, a anestesia também ndo afetou

a ingestdo alimentar neste dia (ANOVA de 1 via; F2;33 = 0,006; P = 0,994, Fig. 2B).

A ANOVA mista revelou que a motivagdo para abocanhar o alimento (Fig. 3),
expresso operacionalmente como a laténcia alimentar, ndo foi afetado pela anestesia
(F2:33 = 0,037; P = 0,964), nem os efeitos do anestésico interagiram com os tempo (Fs:99
=0,433; P = 0,856), porém a laténcia diminuiu em funcéo dos dias de observagdo (Fs3:09
= 28,001; P < 0,00001). Nesse sentido, a laténcia alimentar foi menor a partir do
segundo dia, se mantendo em magnitude similar ao longo dos dias, quando comparado
ao primeiro dia, indicando que 0s animais aumentaram a motivagdo para se alimentar

conforme o tempo decorreu ap6s introducdo nos aquarios experimentais.
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Fig. 2. Efeitos do dleo de cravo no nimero de dias em que a til4pia-do-Nilo se alimentou (2A) e na
quantidade de alimento ingerida (2B). Nenhuma diferenca estatistica foi observada para o nimero de
dias que os animais se alimentaram (ANOVA de 1 via, F2.33 = 0,033; P = 0,968). Em relacdo a ingestdo
alimentar (ANOVA mista) ndo houve efeito significativo do 6leo de cravo (F233 = 0,748; P = 0,481),
nem interacdo do anestésico com o tempo (Fes.99 = 0,694, P = 0,655), mas a ingestdo aumentou em funcéo
do tempo (Fs.e9 = 27,493; P < 0,00001). Letras diferentes denotam diferencas estatisticas significativas
na ingestdo alimentar em funcédo do tempo. Os valores sdo médias (= DP).
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Fig. 3. Efeitos do 6leo de cravo na laténcia alimentar na tilapia-do-Nilo. Como revelado pela ANOVA
mista para laténcia alimentar, ndo houve efeito significativo do dleo de cravo (F233 = 0,748; P = 0,481),
nem interacdo do anestésico com o tempo (Fe.99 = 0,433; P = 0,856), mas a laténcia diminuiu em fun¢éo
do tempo (Fs.99 = 28,001; P < 0,00001). Letras diferentes denotam diferengas estatisticas significativas na
ingestdo alimentar em fun¢do do tempo. Os valores sdo médias (+ DP).

3.c. Comportamento agressivo

A laténcia para atacar o espelho foi medida em 2 momentos diferentes (no
intervalo de 0 a 5 min e no de 5 a 10 min) em cada teste do espelho. Em relagédo ao
primeiro teste do espelho (Fig. 4A), como mostrou a ANOVA mista, ndo houve efeitos
do anestésico (F2:33 = 0,037; P = 0,964), tempo (F133 = 1,076, P = 0,307) ou interacdo
entre eles (F2,33 = 0,489, P = 0,618). Isso indica que os peixes ndo diferiram em relagéo
a reatividade a presenca do espelho (primeiro intervalo), nem quanto motivacdo para
retomar a interagdo com o espelho, pois ndo diferiram em relacdo a resposta de

sobressalto.

No segundo teste do espelho (Fig. 4B), como revelado pela ANOVA mista,
houve uma interacdo estatisticamente significativa entre o anestésico e 0 momento eles

(F233 = 3,356, P = 0,047). Enquanto a laténcia foi igual entre os grupos, tanto no

15



primeiro momento (0-5 min) quanto no segundo momento (5-10 min), houve uma
queda na laténcia do primeiro para o segundo momento nos peixes anestesiados com a
dose de 50 mg/L. Entretanto o significado dessa queda € incerto, pois os valores, como

dito, ndo foram diferentes em relacao aos outros grupos (0 mg/L e 100 mg/L).
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Fig. 4. Efeitos do Oleo de cravo na laténcia de ataque na tilapia-do-Nilo. Nao houve diferengas
significativas no primeiro (4A) teste do espelho (ANOVA mista, efeito do anestésico, Fa.33 = 0,037; P =
0,964; do momento F133 = 1,076, P = 0,307; ou interacdo entre eles, F,33 = 0,489, P = 0,618). Contudo,
no segundo teste do espelho (4B), observamos uma interagdo entre o anestésico e 0 momento (ANOVA
mista, F233 = 3,356, P = 0,047), onde a laténcia de ataque foi menor no segundo momento em relagdo ao
primeiro para os peixes anestesiados com 6leo de cravo na concentra¢do de 50 mg/L, conforme indicado
pelo asterisco. Os valores sdo médias (+ DP).
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Em relagéo ao primeiro teste do espelho, a ANOVA mista aplicada ndo revelou
diferengas significativas em relacdo a frequéncia de ataques no espelho em fungéo do
anestésico (toques, F2,33 = 0,221, P = 0,803, Fig. 5A; mordidas, F233 = 0,410, P = 0,666,
Fig. 5B) , tempo (toques, F133 = 0,739, P = 0,396, Fig. 5A; mordidas, F1,33 = 0,022, P =
0,882, Fig. 5B) ou interacdo entre esses fatores (toques, F233 = 0,104, P = 0,901, Fig.
5A; mordidas, F233 = 0,261, P = 0,772, Fig. 5B). Especificamente, 0 nimero de toques

ou de
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Fig. 5. Efeitos do 6leo de cravo no nimero de ataques na tilapia-do-Nilo. Como revelado pelas ANOVAS
mistas, ndo houve diferengas significativas nem no primeiro teste do espelho (efeitos do anestésico,

17



toques, F233 = 0,221, P = 0,803, 5A, mordidas, F233 = 0,410, P = 0,666, 5B; do tempo, toques, Fi33 =
0,739, P = 0,396, 5A, mordidas, F133 = 0,022, P = 0,882, 5B; ou interacdo entre esses fatores, toques, F233
= 0,104, P = 0,901, 5A; mordidas, F»33 = 0,261, P = 0,772, 5B),nem no segundo (efeitos do
anestésico,toques, F233 = 0,612, P = 0,546, 5C; mordidas, F»33 = 0,800, P = 0,458, 5D; do tempo, toques,
F133=0,724, P = 0,401, 5C, mordidas, F133 = 0,033, P = 0,857, 5D; ou interacdo entre eles, toques, Fz 33 =
1,560, P = 0,225, 5C, mordidas, F233 = 1,487, P = 0,241, 5D) para o ndmero de toques ou mordidas no
espelho.

mordidas no espelho foram similares tanto entre os grupos dentro de um mesmo
momento (0-5 min ou 5-10 min), bem como em um mesmo grupo entre 0s momentos.
Em relagdo ao segundo teste do espelho, foram observados os mesmos efeitos do
anestésico (toques, F2,33 = 0,612, P = 0,546, Fig. 5C; mordidas, F233 = 0,800, P = 0,458,
Fig. 5D) , tempo (toques, F133 = 0,724, P = 0,401, Fig. 5C; mordidas, F1,33 = 0,033, P =
0,857, Fig. 5D) ou interagdo entre eles (toques, F233 = 1,560, P = 0,225, Fig. 5C;
mordidas, F233 = 1,487, P = 0,241, Fig. 5D), com o mesmo perfil de resposta descrito

para o primeiro teste.
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4. Discussao

Neste estudo, mostramos que o 6leo de cravo ndo afeta a reatividade a estimulos
relevantes e a motivacdo comportamental na tilapia-do-Nilo. Comportamentos tipicos
(comportamento alimentar e agressivo) foram usados como indicadores para a
quantificacdo dos efeitos desse anestésico em componentes consumatorios e apetitivos
do comportamento. Assim, a auséncia de alteracGes significativas nas atividades
alimentares e agressivas induzidas pelo 6leo de cravo sustenta nossa concluséo teorica.
Operacionalmente, 0 nimero de dias que as tilapias se alimentaram, a quantidade de
alimento ingerida e a laténcia para abocanhar o alimento ndo foram afetadas pelo dleo
de cravo. Nessa linha, as varidveis operacionais relativas ao comportamento agressivo
(laténcia de ataque e nimero de ataques ao espelho) também nao foram afetadas pelo
anestésico. Em uma perspectiva associada a aquicultura, esses achados sdo positivos,
pois acrescentam informacdes que indicam que o uso do 6leo essencial de cravo é
seguro para uso em tilapias-do-Nilo quanto a interferéncias em comportamentos

essenciais.

O oleo de cravo foi efetivo em induzir sedacdo na tilapia-do-Nilo, e o efeito foi
dose dependente. Observamos menor tempo para se atingir sedacdo na maior
concentracdo de anestésico (100 mg/L) em comparacdo a menor concentracdo (50
mg/L) utilizada, corroborando achados prévios para esta espécie (Vidal et al., 2008;
Simdes et al., 2011; Medeiros-Silva et al., 2014). Como o grupo controle (0 mg/L) néo
foi obviamente sedado, temos claramente 3 condic¢Oes experimentais distintas: peixes
ndo sedados (0 mg/L - controle) e peixes sedados em 2 niveis distintos (50 e 100 mg/L).
De tal modo, qualquer diferenca comportamental potencialmente existente, é plausivel
assumir como efeito dessas diferengas experimentais impostas, visto que os demais

procedimentos metodoldgicos foram iguais. Contudo, nenhuma diferenca relevante no
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comportamento alimentar e agressivo foi observada em funcdo do anestésico. Assim,
nossas condi¢cdes metodoldgicas permitem a inferéncia de que o 6leo de cravo ndo afeta

a reatividade a estimulos relevantes e a motiva¢do comportamental na tilpia-do-Nilo.

Metodologicamente, a operacionalizacdo das nossas variaveis comportamentais
permite a inferéncia sobre a reatividade a estimulos relevantes e a motivacéo para se
engajar em tais atividade. A execucdo de uma acdo comportamental pode resultar da
ocorréncia de um estimulo (componente/consumatério) e a resposta pode ter
intensidades diferentes, algo que esta associado com a motivagdo interna (componente
apetitivo) para executar dada acdo (Koob et al., 2013). Contudo, pela dificuldade de
definir as divisdes entre tais componentes, mas recentemente tais componentes vém
sendo considerado um continuum, ao invés de uma dicotomia (Sachs, 2007 e 2008). No
caso do presente estudo, embora ndo seja possivel determinar as fronteiras entres tais
componentes, temos claramente a avaliacdo da reatividade a um estimulo pertinente,
como a presenca de alimento ou da simulacdo da presenca de um intruso de territorio
pelo uso de espelhos. Além disso, avaliamos as varidveis operacionais que compunham
0s comportamentos alimentar (Volpato et al., 2013)e agressivo (Arnott e Elwood, 2009)
de modo a elucidar a intensidade da resposta e o quanto os individuos estavam

determinados em se manterem em tais atividades.

Na literatura, a concentracdo de Oleo de cravo usado para anestesia por
exposi¢do em banho varia, mas sendo comum um intervalo entre 50 e 150 mg/L (Vidal
et al., 2008; Simdes et al., 2011; Diemer et al., 2012; Medeiros-Silvaet al., 2014). As
concentragOes utilizadas aqui, de 50 e 100 mg/L, esta nessa faixa tipica e induziu
eficientemente anestesia nos animais em cerca de 65 s e 128 s, respectivamente, em

média. Nenhuma alteracdo comportamental relevante foi observada frente a essas
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concentragOes tipicas e tempo de exposicdo ao Gleo de cravo (para atingir o estagio Il de

anestesia, como descrito em (Gilderhus e Marking, 1987 e Stoskopf, 1993).

O oleo de cravo tem sido usado eficientemente como anestésico para a tilapia
(Vidal et al., 2008; Simdes et al., 2011; Medeiros-Silvaet al., 2014) e outras espécies de
peixes (Keene et al., 1998; Cho e Heath, 2000; Tort et al., 2002; Cooke et al.,2004;
Hoskonen e Pirhonen, 2004; Rotili et al., 2012; Diemer et al., 2012). Contudo,
avaliacbes de alteracBes comportamentais induzidas pelo 6leo de cravo tém sido
descri¢des que indicam que o animal alcangou determinado estégio, relativo a sedacéao
(Cooke et al., 2004; Simdes et al., 2010), mas ndo em relacdo a sua consequéncia
comportamental posterior, exceto pela documentacdo de potencial efeito protetor ao
estresse em situacdes estressantes, como o transporte de peixes (Cooke et al., 2004;
Inoue et al., 2005; Simdes et al., 2011). Até onde nds sabemos, esse é o primeiro estudo
que mostra que o 6leo de cravo ndo altera componentes consumatérios e apetitivos de

comportamentos relevantes na tilapia-do-Nilo.

O uso de anestésicos em peixes contribui para a melhoria do bem-estar em
praticas experimentais € manejos inerentes a piscicultura porque evita sofrimento
desnecessario. De fato, existe um consenso de que 0S peixes apresentam respostas
neuroendocrina-comportamentais de estresse a estimulos nocivos (Barton, 2002), como
aqueles que causam dor ou desconforto (Rose, 2002). Assim evitar respostas
potencialmente prejudiciais consiste em importante meta ao se considerar questoes
sobre 0 bem-estar em peixes (Rose, 2002). No entanto, o préprio anestésico, embora
evite sofrimento imediato, poderia induzir alteracBes bioldgicas relevantes. Contudo,
baseado em nossas evidéncias, podemos considerar 0 uso do 6leo de cravo seguro em
termos de alteragbes comportamentais imediatas quando considerado 0s

comportamentos alimentar e agressivo na tilapia-do-Nilo. Outros comportamentos

21



podem ser alvos de testes em estudo futuros, além de estudos farmacoldgicos para se
testar potenciais alteracbes organicas relevantes, como dano de DNA ou estresse

oxidativo.
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