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RESUMO

O camarão branco Litopenaeus vannamei é uma das principais espécies produzidas na

aquicultura mundial. Muitas práticas de rotina podem gerar estresse e comprometer o

estado fisiológico dos camarões, levando a uma redução no desempenho e

sobrevivência. As substâncias anestésicas reduzem e tranquilizam os animais,

diminuindo os custos metabólicos no transporte e melhorando a manipulação durante

procedimentos aquícolas. Portanto, o objetivo deste trabalho, foi determinar os tempos

de indução e recuperação para juvenis de camarão L. vannamei submetidos a banhos de

imersão, em aquários com 1L de água, nos diferentes anestésicos: benzocaína (300, 400,

500mg L-1), mentol (600, 800, 1000mg L-1), Citrus lemom (84, 168, 252mg L-1), Citrus

sinensis (84, 168, 252mg L-1) e Eucalyptus globulus (450, 675, 900mg L-1). Além disso,

também foi avaliado concentrações para uso em práticas de manejo e transporte. No

teste de estresse, os camarões foram inicialmente expostos aos tratamentos: controle

(água do mar pura) por 5min e 252mg L-1 C. lemom ou 900mg L-1 E. globulus, até

atingirem o estágio 2 de anestesia. Em seguida, foram expostos ao ar (30s) para o corte

do rostro. Ao final, foram transferidos, aleatoriamente, para tanques (50L) com

diferentes salinidades (2 ou 29ppm) para avaliação da sobrevivência (48h)

(n=10camarões/tratamento/triplicata). Para o transporte, 120 camarões foram

distribuídos, ao acaso, em sacos plásticos de polietileno com 10L de água e

transportados por 12h nos seguintes tratamentos: controle (água do mar), etanol, 9 e

90mg L-1 de E. globulus. No final, coletou-se a hemolinfa de dois camarões, por réplica,

para a determinação da glicose. Os demais espécimes foram transferidos para tanques

de recuperação (50L) por 24h. Quase todos os anestésicos apresentaram tempos de

indução dentro do esperado (<5min), com exceção das concentrações de 700mg L-1 de

mentol e 450 mg L-1 de E. globulus. Os tempos de indução para E. globulus foram

concentração-dependentes. Benzocaína e mentol apresentaram os maiores tempos de

recuperação (>10min). O OE de C. lemom resultou em elevada taxa de mortalidade no

teste de estresse para ambas as salinidades. Os tratamentos com E. globulus

apresentaram sobrevivência total durante o transporte e no período de recuperação.

Menores níveis de glicose foram encontrados nos camarões transportados em 90mg L-1

de E. globulus. Em conclusão, todos os anestésicos foram eficazes para sedação do L.

vannamei. No entanto, o mentol não é indicado para anestesiar o camarão branco. As
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concentrações de 400 e 500mg L-1 de benzocaína podem ser indicadas para

procedimentos de longa duração. Para ensaios de indução são recomendadas as

concentrações de 300mg L-1 de benzocaína, 84mg L-1 de C. sinensis, 168mg L-1 C.

lemon e 450 ou 900mg L-1 de E. globulus. A concentração de 90mg L-1 de E. globulus

pode ser utilizada para transportar camarões, pois demonstra efeitos positivos na

qualidade da água e no desempenho dos animais durante e após o transporte.
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ABSTRACT

The white shrimp Litopenaeus vannamei is one of the main species produced in

aquaculture worldwide. Many routine practices can create stress and compromise the

physiological state of the shrimp, leading to reduced performance and survival.

Anesthetic substances reduce and tranquilize the animals, reducing metabolic costs in

transportation and improving handling in aquaculture. Therefore, the present study

aimed to evaluate the induction and recovery times for juveniles of the white shrimp, L.

vannamei, subjected to immersion baths, into aquariums of 1L water, with different

anesthetics: benzocaine (300, 400, 500mg L-1), menthol (600, 800, 1000mg L-1), C.

lemom (84, 168, 252mg L-1), C. sinensis EO (84, 168, 252mg L-1) and E. globulus (450,

450, 900mg L-1). Were also evaluated, concentrations for the procedures for handling

and transport. In the stress test, shrimps were initially exposed to treatments: control

(pure seawater) for 5min and 252mg L-1 C. lemon or 900mg L-1 E. globulus, until

reaching stage 2 of anesthesia. After, were exposed to air (30s) for cutting the rostrum.

Then, were transferred randomly to tanks with different salinities (2 or 29ppm) for

assessment of survival (48h) (n=10shrimps/treatment /triplicate). For transportation, 120

shrimps were distributed, in random, in polyethylene plastic bags with 10L of water for

12 hours in following treatments: 0 (control), ethanol, 9 and 90mg L-1 of E. globulus. At

the end, hemolymph was collected of two shrimps, per replicate, for analysis of glucose.

The remaining specimens were transferred to recovery tanks (50L) for 24h. Almost all

anesthetics showed induction times within the expected (<5min), with the exception of

the concentrations of 700mg L-1 of menthol and 450mg L-1 of E. globulus EO. The

induction times for E. globulus OE were concentration-dependent. Benzocaine and

menthol exhibited higher times recovery (>10min). The shrimps anesthetized with OE

of C. lemon presented high mortality in both salinities of the stress test. The treatments

with E. globulus showed total survival during transport and recovery period. Lower

glucose levels were found in shrimps transported 90mg L-1 of E. globulus. In

conclusion, all anesthetics were effective for sedation L. vannamei. However, menthol

is not indicated to anesthetize the white shrimp. The concentrations of 400 and 500mg

L-1 benzocaine are indicate for long procedures. For induction tests are indicated

concentrations of 300mg L-1 of benzocaine, 84mg L-1 of C. sinensis, 168mg L-1 C.

lemon and 450 or 900mg L-1 of E. globulus, Furthermore, 90mg L-1 of E. globulus, may

be used to transport shrimps, because it shows positive effects on water quality and

performance of animals during and after transport.
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INTRODUÇÃO

Descrição da espécie

O camarão branco, Litopenaeus vannamei (Boone, 1931), pertencente a

subordem Dendrobranchiata, família Penaeidae, popularmente conhecido como

“camarão branco do Pacifico” ou “camarão cinza”, é uma espécie nativa da costa do

Pacifico, ocorrendo desde o Golfo do México até o sul do Peru. É encontrado em áreas

tropicais, com temperaturas acima de 20 °C. São animais bentônicos, que apresentam

comportamento de escavação ou enterramento no substrato para alimentação, redução

do gasto energético em períodos de inatividade ou como modo de proteção contra

predadores. Apresentam o télico aberto, cujos machos chegam a maturidade quando

atingem em torno de 20g e as fêmeas 28g. Durante a fase larval, passam por diferentes

estágios (naúplio, zoea, mysis e pós-larva), que são identificados de acordo com suas

características morfológicas e pelo hábito alimentar. Os naúplios se alimentam das

reservas vitelínicas, enquanto as fases de zoea e mysis de fitoplâncton e zooplâncton. As

pós-larvas são numeradas conforme sua idade em dias de vida, sendo incialmente

plantônicas passando a bentônicas detritívoras quando em ambiente de estuário

(Holthuis, 1980, Dall, 1990, FAO, 2016).

Os camarões peneídeos são caracterizados pela migração em diferentes

ambientes durante o seu ciclo de vida, cuja fase larval e adulta ocorrem em mar aberto e

a fase juvenil em ambiente de estuário, assim, sendo influenciados por amplas variações

de salinidade e temperatura da água (Holthuis, 1980). Dessa maneira, a salinidade e a

temperatura são considerados as principais variáveis abióticas que influenciam as

Figura 1: Imagem do camarão branco Litopenaeus vannamei. Fonte:  Arquivo pessoal.
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respostas metabólicas desses organismos durante o seu desenvolvimento (Ponce-

Palafox et al. 1997). O camarão L. vannamei é uma espécie eurialina com capacidade de

tolerar grandes variações de salinidade, abrangendo desde águas salobras (1-2ppt) até

hipersalinas (40ppt) (Davis et al. 2004). Isso se deve, a sua habilidade de

osmorregulação dos fluidos corporais em diferentes gradientes osmóticos. Em

ambientes com salinidades maiores que o seu ponto isosmótico ocorre um controle no

fluxo de íons para que a hemolinfa permaneça hipo-ósmotica em relação ao meio

externo, por outro lado, em salinidades inferiores se mantém hiper-osmótica, afim de

evitar perdas excessivas de água por osmose (Castille & Lawrence, 1981). Entretanto,

em casos de mudanças bruscas de salinidade, estes animais podem não conseguir

manter a capacidade osmorregulatória, devido ao alto gasto energético para preservar a

homeostase contra o desequilíbrio iônico (Freire et al. 2008). No geral, pós-larvas nos

estágios iniciais (<PL15) são menos tolerantes as oscilações de salinidade (Aquacop et

al. 1991, Samocha et al. 1998, McGraw et al. 2002, Roy et al. 2007).

Outro fator abiótico de grande influência, tanto no ambiente natural, quanto no

de cultivo, é a temperatura (Qiu et al. 2011). Os camarões são expostos diariamente a

amplas flutuações de temperatura, as quais podem afetar o seu metabolismo,

influenciando na alimentação, crescimento, reprodução e sobrevivência (Hennig &

Andreatta, 1998, Yu et al. 2009, Souza et al. 2016). A faixa de temperatura considerada

ideal para o crescimento do L. vannamei é de 28-32°C, contudo apresenta boas taxas de

crescimento entre 24 a 35°C, tolerando temperaturas até 15°C (Van Wyk & Scarpa,

1999). Todavia, em temperaturas menores que 20°C, o camarão branco demonstra um

comportamento de diminuição na taxa de consumo alimentar e redução dos movimentos

corporais (Peixoto et al. 2003). Consequentemente, a temperatura afeta sobretudo o

crescimento, enquanto a salinidade aumenta o custo metabólico dos camarões (Le

Moullac & Haffner, 2000, Perez-Velazquez et al. 2012).

Sistema nervoso dos crustáceos

O sistema nervoso dos crustáceos decápodes é formado por uma série de

gânglios dispostos por todos os segmentos corporais e ligados a um duplo cordão

nervoso ventral. Esses gânglios variam em grau de complexidade e funcionam como um

cérebro (Ruppert & Barnes, 1996). Também apresentam receptores neuronais chamados

sensilas sobre a superfície do exoesqueleto. Esses receptores são divididos em
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mecanorreceptores, termorreceptores e quimiorreceptores (Brusca & Brusca, 2007). A

ausência de um sistema nervoso central composto por córtex cerebral e o tamanho do

cérebro são as justificativas usadas para validar a ideia de que esse grupo não sente dor

(Rose, 2002). No entanto, os diferentes táxons podem exibir estruturas de mesma

função com propriedades morfológicas distintas, demonstrando que a capacidade

funcional dos sistemas é independente em cada grupo, não diminuindo a sua capacidade

de senciência (Dawkins, 2012).

Sinais e respostas de dor não são claramente definidos para crustáceos como

acontece em humanos (Elwood et al. 2011). A habilidade em reconhecer um estímulo

prejudicial é considerado um fator evolutivo de sobrevivência, presente em todos os

grupos animais, porém com diferenças nos padrões de resposta entre as diversas

espécies (Broom, 2001, Rutherford, 2002). Existem vários conceitos para definir dor,

segundo Sneddon et al. (2015) é uma experiência negativa associada a danos teciduais

que alteram o comportamento do animal e estimulam reações de aprendizado contra

acontecimentos traumáticos. No geral, a dor é dividida em dois componentes:

nocicepção e “dor”. A nocicepção corresponde a capacidade de detecção e a resposta de

retirada do local lesado ou do corpo inteiro do animal em virtude do agente nocivo. Já a

“dor” é a experiência emocional ou o “sofrimento” que o animal vivencia (Broom,

2007, Elwood et al. 2011, Sneddon et al. 2014). Logo, a associação desses dois

componentes leva a experiência da dor criada no córtex cerebral (Rose, 2014). Assim,

para muitos pesquisadores, somente a presença da resposta de nocicepção não é

necessariamente caraterizada como dor, mas somente um componente sensorial

(Eisemann et al. 1984, Varner, 1999, Broom, 2007, Elwood & Appel, 2009).

Os camarões quando expostos a situações desagradáveis demonstram o

comportamento de “retirada-e-fuga”, o que faz com que eles aprendam a evitar eventos

traumáticos semelhantes posteriormente (Sneddon, 2015, Magee & Elwood, 2013). A

avaliação do potencial de “sentir dor” nesses animais é principalmente através do

comportamento, visto que apresentam várias características motoras de proteção

(Bateson, 1991, Sherwin, 2001, Elwood et al. 2011, Gentle, 2011). A capacidade de

aprendizagem e evasão foi observada em experimentos realizados com o caranguejo

Chasmagnathus granulatus, cujo qual, foi colocado dentro de uma câmara dupla, com

um dos compartimentos totalmente escuro e o outro com luz. Na parte iluminada o
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animal era submetido a choques elétricos, fazendo com que ele passasse a evitar esse

local durante as três horas seguintes, associando o compartimento a uma experiência

negativa (Fernandez-Duque et al. 1992). Além disso, os crustáceos apresentam, reações

motoras de fricção e autotomia em apêndices machucados (Sneddon et al. 2014). O

camarão de vidro Palaemon elegans quando exposto a adição de soluções de ácido

acético e hidróxido de sódio sobre as suas antenas demonstrou comportamento de

fricção das quelíceras sobre as antenas e das antenas contra as paredes do tanque,

exibindo reconhecimento do local lesado e do agente nocivo, o que pode estar

relacionado a uma resposta reflexa nociceptiva. No entanto, no momento que as antenas

foram previamente tratadas com benzocaína, como anestésico local, houve diminuição

no atrito das antenas (Barr et al. 2008). Contudo, o processo de ação anestésica no

sistema nervoso dos crustáceos ainda não é bem definido, não é claro se a diminuição da

resposta está ligada a um efeito analgésico, de relaxamento muscular ou sedativo, porém

parece estar relacionada com o grau de desenvolvimento e quantidade de sítios ativos de

percepção (Lewbart & Mosley, 2012). Já foram identificados a presença de peptídeos

opióides e seu receptores em muitos invertebrados, os quais são responsáveis pelo

processo de analgesia endógena no SNC, porém não permite clara distinção entre

capacidade de nocicepção ou dor (Elwood, 2012).

Resposta ao estresse em camarões

O estresse é definido como um desequilíbrio no estado de homeostase fisiológica

do animal, afim de manter esse estado de equilíbrio ele desenvolve mecanismos

adaptativos de resposta (Coyle et al. 2005). No geral, as respostas ao estresse em

crustáceos são classificadas em primária, secundária e terciária. O efeito primário,

envolve o aumento da liberação do hormônio hiperglicêmico (HHc) resultando em

alterações secundárias, como a elevação dos níveis de glicose e lactato na hemolinfa e

mobilização das reservas de glicogênio no musculo e glândula digestiva (Huberman,

2000, Lorenzon et al. 2005, Aparicio-Simón et al. 2010). O HHc é um neuropeptídio

que compreende uma família de neuropeptídios hormonais, como o hormônio de

inibição gonadal (HIG) e o hormônio de inibição da muda (HIM), formando a família

HHc/HIG/HIM, sintetizados no órgão-X/glândula do seio, localizados no pedúnculo

ocular. A principais funções do HHc são a mobilização da reserva energética,

reprodução, regulação hidromineral, metabolismo de lipídios, síntese de hormônios



5

juvenis e inibição na produção dos ecdiesteróides pelo órgão -Y, inibindo o processo de

muda (Webster, 2015).

O HHc possui efeitos similares ao do cortisol em vertebrados, dessa forma, os

níveis de glicose na hemolinfa são controlados através da interação entre o HHc e o

metabolismo de carboidratos (Prymaczok et al. 2016). Por um mecanismo de feedback

positivo, o lactato intensifica a liberação de HHc, promovendo a conversão do

glicogênio em glicose. A alta concentração da glicose inibe a liberação de HHc por

feedback negativo (Santos & Keller, 1993). Além do aumento nos níveis de glicose, a

resposta secundária é responsável por alterações metabólicas, que influenciam desde

parâmetros hematológicos, a variações nos níveis iônicos e liberação das proteínas de

estresse ou proteínas de choque térmico (Zhou et al. 2010). As HSPS são chaperonas

altamente conservadoras, nomeadas conforme o seu peso molecular e caracterizam – se

por uma rápida resposta ao agente estressor, atuando de modo a impedir a desnaturação

das células plasmáticas e na reparação e proteção das proteínas nucleares (Yenari et al.

1999). Por fim, a resposta terciária reflete diretamente na supressão do sistema imune

do animal, tornando – o mais suscetível a possíveis infecções e influenciando no seu

crescimento, ganho de peso e sobrevivência (Wilcockson et al. 2002).

O sistema circulatório dos camarões é do tipo aberto ou lacunar, formado por um

coração dorsal localizado dentro de uma cavidade pericárdica, onde a hemolinfa flui

através de um sistema de artérias que se ramificam pelos órgãos e estruturas (Brusca &

Brusca, 2007). A hemolinfa dos crustáceos é formada por uma fração celular

(hemócitos) e uma fração humoral (plasma) (Ruppert & Barnes, 1996). Diferente dos

vertebrados, os crustáceos possuem somente sistema imune inato ou não - especifico,

portanto não apresentam especificidade a antígenos, nem memória imunológica (Wang

& Wang, 2013). A resposta imune celular, mediada pelo hemócitos, compreende a

fagocitose de microorganismos, encapsulação e formação de nódulos de agentes

estranhos e mecanismos citotóxicos intracelulares em locais de infecção contra

patógenos (Rodríguez & Le Moullac, 2000). Já a resposta imune humoral envolve os

processos de coagulação da hemolinfa, melanização dos tecidos lesionados pelo sistema

pró - fenoloxidase (PPO) e liberação de proteínas imunes, como os peptídeos

antimicrobianos (AMPs), entre outros (Johansson & Söderhäll, 1989, Soderhäll &
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Cerenius, 1992, Amparyup et al. 2013). Esses sistemas não são independentes, pois

atuam em conjunto na formação da resposta imune.

O exoesqueleto compõe uma das primeiras linhas de defesa, formando uma

barreira externa contra injurias físicas, químicas e biológicas (Martínez, 2007). Uma vez

que ocorre uma lesão tecidual, há possibilidades da ocorrência de invasões patogênicas,

desencadeando uma série de reações imunológicas mediadas pelos hemócitos

(Fingermann, 1997, Moreno et al. 2013). Os hemócitos são identificados de acordo com

suas características morfológicas, bioquímicas e funcionais, sendo assim classificados

em três diferentes subtipos: hialinos, semigranulares e granulares (Tsing et al. 1989). A

proporção de cada tipo celular na hemolinfa varia entre as diversas espécies de

crustáceos e o estado fisiológico. Situações de estresse podem diminuir os níveis de

hemócitos circulantes, devido a uma supressão do sistema imune (Soderhal & Cerenius,

1998). Outro mecanismo de defesa importante é o processo de coagulação que atua

rapidamente prevenindo a perda de hemolinfa e a invasão de microorganismos através

da atividade de cicatrização da cutícula (Theopold et al. 2004). A avaliação do tempo de

coagulação e a contagem no número de hemócitos são considerados bons indicadores

imunológicos para a avaliação do estado de saúde dos camarões (Söderhäll & Cerenius,

1992, Perazzolo et al. 2005).

Histórico da carcinicultura no Brasil

A carcinicultura no Brasil começou na década de 70 com a implementação do

“Projeto Camarão” pelo estado do Rio Grande do Norte, visando a criação de camarões

em locais de salinas desativadas, devido à crise que o setor enfrentava na época. Em

conjunto com a EPARN se iniciou o processo de adaptação da espécie exótica Penaeus

japonicus no país, o qual obteve resultados positivos nos anos iniciais, levando a

implementação da primeira fazenda de criação de camarões nacional (Araújo, 2003).

Entretanto, a ocorrência de chuvas intensas, após um significativo período de secas,

gerou instabilidades nos cultivos, causando amplas variações de salinidade,

demonstrando a falta de tecnologias necessárias para assegurar o desenvolvimento da

produção deste camarão (Moles & Bunge, 2002). Esse período é conhecido como sendo

a primeira fase da carcinicultura brasileira, caracterizada pelo domínio de sistemas

extensivos de baixa densidade de estocagem (ABCC, 2016).
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O conhecimento adquirido com o P. japonicus incentivou produtores e técnicos

a investir na domesticação de espécies nativas, tais como L. subtilis, Farfantepenaeus

paulensis e Farfantepenaeus brasiliensis como alternativa para a carcinicultura

comercial, marcando a segunda fase do camarão culivado no Brasil. Durante essa fase,

intensificou - se o emprego de sistemas semi-intensivos, com melhores práticas no

manejo da água e solo e intensificação no uso de rações. Isso refletiu em bons

resultados, principalmente nas atividades de reprodução e larvicultura, contudo, apesar

do potencial desses camarões, houve baixas produtividades e rendimentos. Isso ocorreu

provavelmente, pela falta de rações no mercado que atendessem as necessidades

nutricionais destas espécies (ABCC, 2016).

Dessa forma, se iniciou a terceira etapa da criação de camarões no país. O

sucesso na produção do camarão exótico L. vannamei no Equador e Panamá, resultou na

importação de pós – larvas e reprodutores como substituição aos camarões nativos

dentro das fazendas produtoras (Natori et al. 2011). O domínio nas técnicas de

reprodução e larvicultura, juntamente com os avanços e a intensificação dos sistemas de

produção promoveram o desenvolvimento da atividade no país, principalmente por ser

uma espécie de característica rústica, com boas taxas de reprodução, rápido crescimento

e ótima capacidade de adaptação em diferentes condições ambientais (Costa &

Sampaio, 2004). O sucesso comercial na produção possibilitou o surgimento de cultivos

até mesmo nas regiões com temperaturas mais frias, como o sul do Brasil

(Krummenauer et al. 2011). Assim, a carcinicultura brasileira se baseia diretamente na

produção do camarão branco do Pacifico L. vannamei (Boone, 1931), a qual se

concentra em maior proporção na região nordeste do país, sendo os estados do Ceará e

Rio Grande do Norte seus principais produtores (Rocha, 2007, ABCC, 2016).

O Brasil é um país de grande potencial aquícola, possuindo uma das maiores

reservas de água doce do planeta (13%), além de uma extensa faixa litorânea, clima

favorável e imensa biodiversidade, o que lhe proporciona condições naturais favoráveis,

porém o aproveitamento desses recursos para a aquicultura ainda é incipiente, devido à

ausência de políticas públicas e incentivos fiscais nessa área (Valenti, 2000). Em

contrapartida, atualmente, o Brasil se encontra entre os países que tem melhorado

significativamente sua posição no ranking global, cuja produção em 2014 foi de 3,87
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bilhões de toneladas, sendo 70,2% proveniente da piscicultura e 20,5% da criação de

camarões (FAO, 2016, MPA 2014).

Transporte de crustáceos

O transporte de crustáceos vivos é uma prática muito comum no país, e tem

como principal objetivo, transportar pós – larvas para fazendas de criação, juvenis e

adultos para a formação de plantel de reprodutores, como isca – viva para a pesca

esportiva ou no comércio em feiras para consumo (Girotto et al. 2010, Foterdar &

Evans, 2011, Jensen et al. 2012). É um importante procedimento que pode ser

caracterizado muitas vezes como um evento traumático para o animal (Robertson et al.

1988). Por isso, para garantir o sucesso dessa prática, diversos fatores devem ser

levados em consideração, como: a temperatura da água, espécie, tamanho do animal,

densidade de estocagem, tempo de transporte, adição de anestésicos ou profiláticos e

período de jejum (Lorenzon et al. 2007, Parodi et al. 2012, Souza et al. 2013, Jensen et

al. 2014)

Existem dois tipos de sistemas comumente utilizados para transporte, o sistema

aberto e o sistema fechado (Berka, 1986). O sistema aberto é realizado em caixas

próprias para esse tipo de transporte, contando com aeração e água constantes, enquanto

no sistema fechado, os animais são estocados em recipientes totalmente fechados e

parcialmente preenchidos com água e oxigênio puro, geralmente são feitos em sacos

plásticos de polietileno (Foterdar & Evans, 2011). Os sacos plásticos, podem ser

acondicionados dentro de caixas de papelão ou isopor a fim de evitar danos mecânicos e

manter a temperatura da água estável em relação ao ambiente externo, além de ser

considerado bastante eficaz, pois é economicamente mais barato, simples e reduz o

volume de água a ser utilizado (Berka, 1986).

Altos níveis de amônia podem comprometer a qualidade da água e o

metabolismo dos camarões. A amônia é o composto final do catabolismo das proteínas

e se encontra sob duas formas: ionizada (NH4
+ou amônio) e não ionizada (NH3 ou

amônia), cuja concentração de cada espécie vai depender da temperatura, pH e

salinidade da água (Schuler et al. 2010). A excreção da amônia ocorre por difusão pelas

brânquias, contudo em pH elevado há redução na formação de NH4
+, devido a redução
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da concentração de íons de H+ livres, resultando em retenção do NH4
+ na hemolinfa,

limitando a afinidade da hemocianina (pigmento respiratório) (Chien, 1992, Racotta &

Hernandez-Herrera, 2000). Quando em elevadas concentrações na água, a amônia total

causa irritação, edemas e hiperplasia das lamelas branquiais, dificultando os processos

de respiração e osmorregulação, gerando hipóxia tecidual, e por consequência, ativando,

a via anaeróbica como rota alternativa na produção de energia, aumentando os níveis de

glicose e lactato (Barbieri & Ostrensky, 2002). O grau de tolerância varia com a idade e

tamanho dos camarões (Barajas et al. 2006).

O oxigênio dissolvido (OD) é considerado um dos fatores limitantes no

transporte fechado de animais aquáticos vivos (Zhang et al. 2006). Normalmente nas

primeiras horas, os camarões se encontram bastante agitados, em virtude do manejo

inicial, havendo assim, um maior consumo de oxigênio dissolvido (Jensen et al. 2012).

Dessa forma, os sacos plásticos necessitam serem vigorosamente lacrados após a adição

do oxigênio para que ele se dissolva lentamente na água e não ocorra vazamentos.

Concentrações de oxigênio abaixo de 2mg/L são consideradas letais para L. vannamei

(Boyd, 1990). A respiração e o acúmulo dos resíduos nitrogenados podem levar a

condições de hipóxia, ocasionado elevação do dióxido de carbono (CO2) na água e

mortalidade. O dióxido de carbono diminui o pH da água e o potencial tóxico da

amônia, porém pHs menores que 7 podem gerar danos nas brânquias e afetar

negativamente o desempenho dos camarões, além da alta concentração de CO2 ser

tóxica (Van Wyk & Scarpa, 1999, Furtado et al. 2011).

Uma prática comumente utilizada no transporte de crustáceos vivos é o

resfriamento, realizado lentamente, de modo que o animal permaneça em um estado de

“pseudo-hibernação” (Apec, 1999). O transporte dos camarões F. brasiliensis a 22,9°C

(Souza et al. 2013) e Macrobrachium rosenbergii a 20°C (Tidwell & Coyle, 2002)

demonstrou resultados positivos na qualidade da água e sobrevivência dos camarões.

Jensen et al 2012, observou uma acentuada redução nos níveis de oxigênio nas

primeiras horas de transporte para os tratamentos com camarões F. brasiliensis

transportados nas maiores temperaturas (25-28°C), quando comparado as menores

temperaturas (16-22°C). Baixas temperaturas reduzem o metabolismo dos camarões,

diminuindo o consumo de oxigênio e a excreção dos compostos de nitrogênio (Souza et

al. 2013)
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Além dos parâmetros químicos da água e das pressões mecânicas externas, o

transporte de camarões pode ser afetado pelo seu comportamento agressivo, rápida

movimentação, canibalismo natural e rostro afiado (Akbari et al. 2010). Por

consequência, várias estratégias são aplicadas para diminuir o estresse e melhorar as

condições do transporte. Alguns métodos usualmente utilizados são a adição de cloreto

de sódio (sal – comum), gesso (sulfato de cálcio), metanosulfonato de trícaina (MS-

222), TRIS (Hydroximetil Amino-Metano), eugenol, carvão ativado ou adição de

microalgas na água (Barbieri & Ostrensky, 2002, Sperandio, 2004, Akbari et al. 2010,

Souza et al. 2013). Porém, alguns produtos podem ser de difícil aplicação, tóxicos ou de

alto custo.

A ausência de mortalidade não garante o sucesso do transporte, pois muitas

vezes os animais chegam estressados e debilitados ao destino final (Jensen et al. 2012).

É comum a utilização de diferentes protocolos para avaliar a qualidade de pós–larvas de

camarão adquiridas comercialmente (Racotta et al. 2003). Estes, são definidos como

“testes de estresse” ou “testes de sobrevivência”, onde a resistência das pós-larvas é

testada através da exposição a extremas variações dos parâmetros de qualidade da água

(pH, salinidade, temperatura, amônia), substâncias químicas (formalina) ou pela

mensuração de características morfológicas, bioquímicas e comportamentais

(pigmentação corporal, natação, composição nutricional) (Fegan, 1992; Samocha et al.

1998, Racotta & Palacios, 2007).

Carcinicultura e a utilização de anestésicos

Nos últimos anos, houve uma expansão na produção aquícola em todo o mundo,

impulsionada, principalmente, pelo crescente aumento populacional, estagnação dos

estoques pesqueiros e melhor eficiência na produção e distribuição dos produtos

aquáticos. Além disso, a busca por dietas mais saudáveis ocasionou o aumento do

consumo de pescado, favorecendo a aquicultura como uma alternativa promissora para

o fornecimento de alimentos de alto valor nutricional (FAO, 2016). Entre os anos de

2000 a 2012, a aquicultura apresentou uma taxa de crescimento médio anual de 6,2%, o

qual correspondeu a um aumento na produção de 32,4 milhões para 66,6 milhões de

toneladas, respectivamente. Nesse contexto, a carcinicultura representa cerca de 9,7%

da produção total em volume (6,4 milhões de tonelada) e 22,4% em valor (US$30,9
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bilhões), dessa forma corresponde a maior parte do valor financeiro gerado pelo

comércio de itens de origem aquática (FAO, 2016).

Com o aumento na produção e no consumo de camarões pelo mundo, há uma

crescente preocupação com o bem-estar desses animais (Patterson et al. 2007). O ciclo

produtivo do L. vannamei é composto de diversas etapas, as quais compreendem as

fases de maturação, larvicultura, berçário e engorda. Na maturação, os reprodutores são

colocados em tanques circulares, geralmente em uma proporção de 1:1 (macho: fêmea)

sob condições ambientais controladas, com a finalidade de acelerar o desenvolvimento

gonadal e aumentar o número de desovas, as fêmeas passam pelo método de ablação do

pedúnculo ocular (Browdy & Samocha, 1985, Bray & Lawrence. 1992, Okumura,

2004). A ablação pode ser unilateral ou bilateral e ser realizada de duas formas

diferentes: 1) pela retirada total ou parcial do pedúnculo ocular por cauterização, corte

com tesoura ou manualmente por esmagamento do pedúnculo ocular; 2) enucleação,

onde é feito um pequeno corte no globo ocular para retirada do complexo endócrino por

pressão (Primavera, 1985, Browdy & Samocha, 1985). Porém, o método de ablação

ocular pode comprometer o estado fisiológico das fêmeas dos camarões, gerando

estresse e interferindo na qualidade das desovas e das PLs (Perazzolo et al. 2002,

Maggioni et al. 2004, Sainz-Hernández et al. 2008). Taylor et al. 2004, demonstrou que

a utilização da Xylocaina®, como anestésico local, durante a ablação, diminui o estresse

das fêmeas, visto o comportamento normal de natação e capacidade de alimentação logo

após o procedimento, e comparando com as fêmeas abladas não anestesiadas, que

demoraram mais a se recuperar.

No decorrer das etapas do ciclo de produção, os camarões passam por diferentes

procedimentos laboratoriais, envolvendo atividades de captura, biometrias, coleta de

hemolinfa, troca de tanques e flutuações dos parâmetros químico-físicos da água, cujo

manejo inadequado gera estresse, deprimindo o sistema imune e atuando como porta de

entrada para a introdução de doenças (Mercier et al. 2009, Walker & Mohan, 2009,

Zhou et al. 2010, Ferreira et al. 2011). Durante a captura podem ocorrer injúrias físicas,

visto a rápida movimentação e comportamento de fuga dos camarões (Fotedar & Evans,

2011). Consequentemente, também são constantemente expostos ao ar e reimersos

novamente na água, ocasionando elevação nos níveis de lactato (Barrento et al. 2011),

HHc e glicose na hemolinfa (Lorenzon et al. 2005), além disso, condições de hipóxia



12

causam redução do THC e aumento no tempo de coagulação (Le Moullac et al. 1998).

Essas práticas, geralmente são realizadas sem a utilização de agentes anestésicos, pois

não existe legislação especifica que estabeleça seu uso durante manipulação ou até

mesmo para eutanásia, como ocorre com animais vertebrados.

O manejo repetitivo pode causar respostas de estresse de curta duração ou

estresse crônico, prejudicando a longo prazo o metabolismo dos camarões, no entanto

também pode ocorrer uma adaptação fisiológica ao agente estressor (Mercier et al.

2006). Dessa forma, a utilização de anestésicos ajuda a minimizar e evitar os possíveis

efeitos negativos gerados pelo estresse (Coyle et al, 2005, Maricchiolo & Genovese

2011). As substâncias anestésicas reduzem e tranquilizam os animais, diminuindo os

custos metabólicos no transporte e melhorando sua manipulação (Akbari et al. 2010).

O método de avaliação anestésica consiste em determinar os tempos de indução

para sedação, anestesia e recuperação, além do comportamento, natação e reação a

estímulos externos (Ross & Ross, 2008). O estágio de sedação consiste na diminuição

da sensibilidade, levando o animal a um estado de tranquilidade, enquanto a anestesia é

caracterizada pela imobilização, inconsciência e analgesia (Zhall et al. 2012). Logo, o

efeito sedativo ou anestésico vai estar relacionado com a dose anestésica empregada, o

tempo de exposição, bem como, da fisiologia do animal. Segundo Parodi et. al. (2012),

para camarões são definidos dois estágios de anestesia (Tabela 1):

Estágio Descrição Resposta Comportamental

1
Sedação Perda parcial de equilíbrio e presença de resposta a

estímulos externos

2 Anestesia
Perda total do equilíbrio, mas sem resposta a estímulos
externos

Um anestésico considerado ideal é aquele que proporciona rápidos tempos de

indução (3 a 5 min) e recuperação (10 min ou menos), fácil aplicação e que seja eficaz e

seguro, sem causar danos para o aplicador e ao animal exposto (Tsantilas et al., 2006;

Ross & Ross, 2008). Igualmente, é importante avaliar o custo e a facilidade de obtenção

Tabela 1: Estágios de anestesia em camarões:
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do anestésico, principalmente para facilitar a sua obtenção junto ao produtor quando

necessário.

A resposta dos anestésicos varia de acordo com a concentração empregada,

fatores ambientais e características biológicas dos animais (Ross & Ross, 2008). Soltani

et al. 2004, demostrou que o aumento da salinidade não influenciou diretamente os

tempos de indução para P. semisulcatus, contudo, a ação combinada da salinidade mais

temperatura ou da concentração mais salinidade obteve os maiores e menores efeitos

nos tempos de indução e recuperação, respectivamente. Dentre as características

biológicas, espécies diferentes, tamanho, peso, hábito alimentar, genética, maturidade

sexual e estado de saúde também influenciam na escolha do anestésico (Zahl et al.

2012).

Um dos anestésicos sintéticos mais utilizados na aquicultura no Brasil, é a

benzocaína, por ser um produto de baixo custo, seguro e de fácil obtenção no mercado

(Gomes et al. 2001). Pelo fato de ser pouco solúvel em água, é necessário que antes da

sua aplicação, seja primeiramente dissolvido em etanol ou acetona (Neiffer & Stamper,

2009). Em peixes, é eliminado dos tecidos 24h após sua exposição, no entanto, segundo

a FDA é indicado 21 dias de depuração antes do consumo dos animais anestesiados com

benzocaína (Ross & Ross, 2008). O mecanismo de ação da benzocaína atua bloqueando

os canais de sódio, reduzindo o potencial de ação e limitando os impulsos nervosos

(Zahl et al. 2012). A benzocaína foi considerada um bom anestésico para juvenis de

pampo Trachinotus marginatus (Okamoto et al. 2009), em contrapartida elevou os

níveis de glicose e lactato em juvenis de tambaqui Colossoma macropomum (Gomes et

al. 2001).

Todavia, os anestésicos podem ter efeito antagonista, intensificando a liberação

de catecolaminas e induzindo ao estresse, como é o caso da benzocaína e do MS – 222

que aumentaram os níveis de cortisol em Salmo salar e Hippoglossus hippoglossus,

respectivamente (Zahl et al. 2010). Também podem se tornar prejudiciais quando altas

doses são associadas a prolongados tempos de exposição (Inoue et al. 2011). Dessa

maneira, torna – se fundamental primeiramente determinar concentrações que sejam

apropriadas para a espécie estudada e avaliar o potencial de novas substâncias
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anestésicas, como por exemplo, os óleos essências e seus compostos isolados (Silva et

al. 2013).

Óleos essenciais como anestésicos

Os óleos essenciais (OE) são compostos naturais formados por uma complexa

mistura de substâncias voláteis de baixo peso molecular, são metabólitos secundários de

plantas aromáticas, que podem ser sintetizados em diferentes órgãos da planta (folhas,

flores, caules e frutos). Apresentam coloração variada e são imiscíveis ou parcialmente

miscíveis em água. São formados principalmente por terpenóides (constituintes

majoritários) e compostos aromáticos (Bakkali et al. 2008). Os OEs são mais

biodegradáveis que substâncias sintéticas e geralmente, apresentam baixa toxicidade em

mamíferos (Figueiredo et al. 2008). São largamente empregados na indústria

farmacêutica, aromática e de alimentos, devido as diversas propriedades sedativas,

antioxidantes, anti-inflamatórias, antifúngicas e antibacterianas (Hammer, 1999,

Dorman & Deans, 2000, Silva et al. 2009).

A composição química dos OEs está relacionada com a genética da planta, o

órgão vegetal, fase de desenvolvimento e o ambiente de cultivo. A temperatura, o vento,

a luminosidade, a chuva, a composição do solo, o ataque de herbívoros, a sazonalidade,

o horário da coleta e o método de extração exercem influência direta no rendimento e

constituição química dos OEs, podendo os fatores, atuarem em conjunto ou

isoladamente (Figueiredo, 2008, Silva et al. 2012a). Entretanto, a maioria desses fatores

é estudado principalmente, sobre metabolitos secundários de regiões temperadas e de

interesse comercial, cujos ainda sofrem influência antrópica direta, quando comparado a

espécies selvagens (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Os principais métodos de extração são por hidrodestilação, arraste a vapor,

expressão ou extração com solventes orgânicos voláteis, variando conforme a finalidade

com o qual OE será empregado, pois afetam o número e o perfil químico das moléculas

que compõem os OEs (Simões, 2004, Bakkalli et al. 2008). Diferentes óleos podem ser

formados pelos mesmos constituintes, no entanto a porcentagem de cada composto é

variável, caracterizando biologicamente o óleo, cuja atividade pode ser atribuída a um
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único composto ou pelo sinergismo, antagonismo ou efeitos aditivos entre os diferentes

constituintes (Smith et al. 2001, Trombetta et. al. 2005, Edris, 2007).

Existem muitos estudos que relatam o emprego de substâncias anestésicas de

origem vegetal para peixes, como por exemplo: Ocimum gratissimum (Silva et al.

2012b, Ribeiro et al. 2016), Aloysia gratissima (Benovit et al. 2015), Aloysia triphylla

(Gressler et al. 2014) e seus compostos isolados, eugenol (Roubach et al. 2005), mentol

(Façanha & Gomes, 2005, Simões & Gomes, 2009) e linalol (Heldwein et al. 2014).

Apesar de ainda escassos, alguns trabalhos também demonstram o potencial anestésico

dos óleos essências em camarões, como é o caso do óleo de cravo (Coyle et al. 2005,

Matulovic et al. 2014), Aloysia triphylla (Parodi et al. 2012), Lippia alba (Parodi et al.

2012) e do composto isolado eugenol (Saydmohammed & Pal, 2009, Akbari et al.

2010).

O mentol é o principal constituinte do óleo essencial extraído a partir da planta

Menta spp., popularmente conhecida como hortelã (Matos, 2000). Essa substância

apresenta propriedades anestésicas, antiespamódicas e anti-inflamatórias, possuindo

grande importância econômica na indústria de alimentos e farmacêutica, sendo utilizado

como anestésico local (Galeotti et al. 2002). É facilmente encontrado em farmácias de

manipulação, seguro ao aplicador e viável economicamente. É um dos pouco

anestésicos utilizados amplamente em invertebrados marinhos, principalmente para

moluscos (Ruppert & Barnes, 1996, Ross & Ross, 2008). De acordo com

Saydmohammed (2009), o mentol é parcialmente miscível em água formando uma

espuma na superfície, o que pode prejudicar a difusão do oxigênio na água.

As espécies cítricas formam o grupo de frutos mais cultivados no mundo,

possuído um alto valor comercial. A maior parte da sua produção é voltada para o

consumo “in natura” ou para fabricação de sucos. Além disso, apresentam importância

nutricional e demonstram efeitos analgésicos, antioxidantes, anti-inflamatórios,

antivirais e antialérgicas, conferindo – lhe grande importância farmacológica na

elaboração de medicamentos (Palazzolo et al. 2013). O gênero Citrus pertence à

Rutaceae e compreende cerca de 70 espécies de arbustos e subarbustos encontrados em

diferentes regiões tropicais e subtropicais de distribuição menor (Kuster et al. 2003;

Melo 2004). Os OEs obtidos de plantas do gênero, geralmente apresentam predomínio
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de monoterpenoides (97%) seguido de sesquiterpenoides hidrocarbonetos (1.9-2.2%). O

limoneno é o constituinte majoritário dos óleos cítricos, alcançando cerca de 68-98% na

composição da laranja e 45-76% no limão (Tu et al. 2002).

O óleo de limão siciliano (Citrus lemom) é considerado um potente antioxidante

natural (Del Rio et al. 2004, Gonzalez-Molina et al. 2010). A administração crônica por

via oral do OE de C. lemom não demonstrou efeitos tóxicos sobre parâmetros

bioquímicos e hematológicos em camundongos (Campelo et al. 2013). O óleo essencial

de laranja doce (Citrus sinensis) é amplamente utilizado em aromaterapia em virtude

dos seus efeitos tranquilizantes. Por ser uma substância reconhecida pela FDA, é

crescente o interesse na sua utilização como agente sedativo, contudo ainda não existem

trabalhos envolvendo anestesia de animais aquáticos, especialmente com camarões

(Agra et al. 2007).

O Eucalyptus globulus, (Mirtaceae), popularmente conhecido como eucalipto, é

uma espécie encontrada em regiões tropicais, cujo OEs das folhas é rico em 1,8-cineol e

α-pineno (Ghisalberti, 1996, Leung & Foster, 1996). Demostra diversas atividades

terapêuticas, de sedação, antiespamódica, estimulante e secretolítica (Silva et al. 2003).

É uma arvore de rápido crescimento, sendo bastante utilizada pela indústria madeireira e

na fabricação de papel (Souza & Lorenzi, 2008). Alem disso, óleo essencial de E.

globulus pode ser empregado na preservação de alimentos, como peixes, contra

atividade microbiana, demostrando segurança e ausência de toxicidade (Ramezani et al.

2002). O OE de eucalipto é classificado como seguro para uso, segundo a FDA.

O Brasil, ainda não dispõe de uma legislação especifica que regulamente a

utilização de anestésicos na aquicultura, seguindo assim, as diretrizes estabelecidas pela

Food and Drug Administration (FDA), que é um órgão governamental americano

responsável pelo controle e aprovação de alimentos, cosméticos, medicamentos, entre

outros produtos, comercializados. Dentro da pesquisa acadêmica, existem normas

estabelecidas pelo Conselho Nacional de Experimentação Animal (CONCEA)

envolvendo o uso de anestésicos durante procedimentos de eutanásia, principalmente

para vertebrados, pois a legislação brasileira define como “animais” somente os

indivíduos do Filo Chordata, subfilo Vertebrata. Atualmente, algumas universidades

passaram a incluir invertebrados em suas regras, visto o grande número de trabalhos
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desenvolvidos com esses seres. Alguns países, como Reino Unido, Portugal Austrália e

Nova Zelândia passaram a incluir decápodes e cefalópodes em sua legislação de

proteção e pesquisa (Mugrabi Oliveira & Goldim, 2014, Lira et al. 2016). Portanto,

torna – se cada vez mais necessário o desenvolvimento de estudos com substâncias

anestésicas e protocolos de manipulação que garantam o bem-estar e a ética na

manipulação de animais vertebrados, como camarões. Dessa forma, o presente trabalho

procurou avaliar o potencial sedativo de diferentes substâncias como anestésicos

seguros para utilização no manejo e transporte do camarão Litopenaeus vannamei.
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OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial sedativo e anestésico de diferentes substâncias para

utilização no manejo e transporte do camarão branco Litopenaeus vannamei.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

 Determinar os tempos de indução para sedação, anestesia e recuperação para as

concentrações de 300, 400, 500mg L-1 de benzocaína.

 Determinar os tempos de indução para sedação, anestesia e recuperação para as

concentrações de 600, 800, 1000mg L-1 de mentol.

 Determinar os tempos de indução para sedação, anestesia e recuperação para

diferentes concentrações dos óleos essenciais de C. lemon (84, 168, 252mg L-1), Citrus

sinensis (84, 168, 252mg L-1) e Eucalyptus globulus (450, 450, 900mg L-1).

 Avaliar o potencial das concentrações de 252mg L-1 de C. lemon e 900mg L-1 de

E. globulus para uso em procedimentos de manejo e sua influência na sobrevivência de

L. vannamei submetido a duas diferentes salinidades (29 e 2ppm).

 Estimar uma concentração ideal de E. globulus para transporte do camarão

branco e analisar sua sobrevivência após 24h do transporte.
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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar os tempos de indução e recuperação para

juvenis do camarão branco Litopenaeus vannamei exposto a banhos de imersão com

diferentes anestésicos: benzocaína (300, 400, 500mg L-1), mentol (600, 800, 1000mg L-

1), Citrus lemom (84, 168, 252mg L-1), Citrus sinensis EO (84, 168, 252mg L-1) e

Eucalyptus globulus (450, 675, 900mg L-1). Também foram avaliadas concentrações

para procedimentos de manejo laboratoriais e transporte. Os camarões foram expostos a

três tratamentos: controle (água do mar pura) por 5min, 252mg L-1 C. lemon ou 900mg

L-1 E. globulus, até atingirem o estágio 2 de anestesia, após foram expostos ao ar (30s) e

realizado o corte do rostro. Ao final, os camarões foram transferidos, aleatoriamente,

para tanques com diferentes salinidades (2 ou 29ppm) para avaliação da sobrevivência

(48h). Juvenis de L. vannamei foram transportados em sacos plásticos de polietileno por

12h nos seguintes tratamentos: controle (água do mar pura), etanol, 9 e 90mg L-1 de E.

globulus. Ao final, coletou-se a hemolinfa de dois camarões, por réplica, para a

determinação da glicose. Os demais espécimes foram transferidos para tanques de 50L

para avaliação da recuperação dos camarões 24h pós-transporte. A maioria dos

anestésicos demostrou tempos de indução dentro do esperado (<5min), com exceção das

concentrações de 700mg L-1 of mentol e 450mg L-1 de E. globulus EO. Os tempos de

indução para o OE de E. globulus OE foram concentração-dependentes. Benzocaína e

mentol exibiram altos tempos de recuperação (>10min). Os camarões anestesiados com

o OE de C. lemon mostraram alta mortalidade em ambas as salinidades do teste de

estresse. Os tratamentos com E. globulus apresentaram sobrevivência total durante o

transporte e no período de recuperação. Menores níveis de glicose foram encontrados

em 90mg L-1 de E. globulus. Em conclusão, todos os anestésicos foram eficazes para

sedação em L. vannamei. Entretanto, o mentol não é indicado como anestésico para o

camarão branco. As concentrações de 400 e 500mg L-1 de benzocaína são indicadas

para procedimentos de longa duração. Para testes de indução são recomendadas as

concentrações de 300mg L-1 de benzocaína, 84mg L-1 de C. sinensis, 168mg L-1 de C.

lemon e 450 ou 900mg L-1 de E. globulus. Além disso, 90mg L-1 de E. globulus pode ser

utilizado no transporte de camarões, pois melhora a qualidade da água e a sobrevivência

durante e após o transporte.

Palavras-chave: anestesia, camarões, manejo, óleos essenciais, transporte
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1. Introdução

Nos últimos anos, houve uma expansão da aquicultura em todo o mundo,

estimulado, principalmente, pelo crescimento populacional, estagnação dos estoques

pesqueiros e melhoria na produção e distribuição dos produtos aquáticos (FAO, 2016).

O camarão branco, Litopenaeus vannamei, é uma espécie de grande importância

econômica e ótima aceitação pelo mercado consumidor (Chiu et al., 2007). Com o

aumento na produção e consumo de camarões, há uma crescente preocupação com o

bem-estar desses animais durante as práticas de manejo na aquicultura.

O emprego de agentes anestésicos pode reduzir o estresse durante a manipulação

e transporte, tranquilizando e diminuindo o custo metabólico dos camarões (Coyle et al.,

2005). Entretanto, a maioria dos procedimentos com crustáceos ainda é realizada sem a

utilização de anestésicos, devido à ausência de legislação específica para invertebrados

e por serem considerados animais que não sentem "dor" (Cooper, 2011). Contudo,

estudos recentes sugerem experiência de dor em crustáceos, além de apenas, capacidade

de nocicepção (Barr et al., 2008; Elwood & Appel, 2009; Elwood, 2011; Della Rocca et

al., 2015; Sneddon, 2015). Apesar de escassos, alguns trabalhos demonstram o potencial

de substâncias anestésicas sintéticas e de origem vegetal, como óleos essências (OE) e

seus derivados para camarões, por exemplo a Xylocaina durante a ablação de L.

vannamei (Taylor et al., 2004), eugenol no transporte de Fenneropenaeus indicus

(Akbari et al 2010) e Lippia alba no manejo e transporte de L. vannamei (Parodi et al.,

2012).

A benzocaína e o mentol são os anestésicos mais utilizados na piscicultura no

Brasil, pois são produtos baratos, seguros e facilmente adquiridos em farmácias de

manipulação (Façanha & Gomes, 2005; Simões & Gomes, 2009). Os óleos essenciais

são compostos naturais, constituídos de metabólitos secundários de plantas aromáticas,

apresentam baixa toxicidade em mamíferos e são mais biodegradáveis que as

substâncias sintéticas (Bakkali et al. 2008). Os OEs são comumente empregados na

indústria farmacêutica, cosmética, medicinal e de alimentos (Figueiredo et al., 2008). O

OE de Eucalyptus globulus é muito utilizado como terapêutico na saúde humana (Silva

et al., 2009). OEs do gênero Citrus apresentam atividade sedativa e antioxidante, sendo

empregados, principalmente em métodos de aromaterapia (Gonzales-Molina et al. 2010,
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Palazzolo et al. 2013). Assim, não existem estudos sobre a ação anestésica desses óleos

em camarões. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial anestésico de

diferentes substâncias (benzocaína, mentol, Citrus lemon, Citrus sinensis e Eucalyptus

globulus), bem como determinar os tempos de indução e concentrações ideais para uso

no manejo e transporte do camarão branco, Litopenaeus vannamei.

2. Material e métodos

2.1 Animais

O experimento foi realizado na Estação Marinha de Aquicultura, da

Universidade Federal do Rio Grande, Rio Grande, Brasil. Juvenis de Litopenaeus

vannamei (12,2 ± 0,7g; 13,2 ± 0,3cm) foram coletadas de viveiros equipados com

tecnologia de bioflocos (BFT) e posteriormente transferidos para tanques de

aclimatação (volume total 8000L) com aeração continua (oxigénio dissolvido 6,20 mg

L-1), salinidade 29ppm, pH 7,87 e temperatura de 25 ° C.

2.2 Testes de indução e recuperação da anestesia

Os óleos essenciais (C. lemon, C. sinensis e. globulus) foram adquiridos

comercialmente da empresa Vimontti, localizado em Santa Maria, RS. Os OES foram

primeiramente diluídos em etanol (1:10) para sua posterior aplicação na água. O mentol

(Vetec®) e a benzocaína foram diluídos em álcool etílico P.A., resultando em uma

solução mãe a uma concentração de 100mg mL-1, de acordo com Roubach e Gomes

(2001). As concentrações dos anestésicos foram estabelecidas com base na literatura e

por meio de testes experimentais prévios (Parodi et al 2012; Becker et al. 2015). Etanol

adicionado sozinho na água não induziu sedação ou anestesia em L. vannamei (Parodi et

al 2012).

Os camarões foram transferidos para aquários de 1L e expostos a banhos de

imersão com as seguintes concentrações: benzocaína (300, 400, 500mg L-1), mentol

(600, 800, 1000mg L-1), C. lemon (84, 168, 252mg L-1), C. sinensis (84, 168, 252mg L-

1) e E. globulus (450, 675, 900mg L-1). Os tempos de indução para sedação e anestesia

foram avaliados segundo a descrição de Parodi et al (2012), a qual define dois estágios

de anestesia para camarões: estágio 1 ou sedação: perda parcial de equilíbrio, com

presença de resposta a estímulos externos; estágio 2 ou anestesia: caracterizado pela

perda total de equilíbrio, sem resposta a estímulos externos. Para a recuperação, os
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camarões foram colocados em aquários (1L) com água do mar sem anestésico e aeração

continua. Os camarões foram considerados recuperados assim que retomavam o

equilíbrio e o comportamento normal de natação. Foram determinados que os tempos de

indução ficassem entre 3-5min e a recuperação em até 10min (Tsantilas et al., 2006).

Em todos os testes foi utilizado um cronômetro digital para registrar os tempos

(expresso em segundos). O tempo máximo de observação foi de 30min.

2.3 Teste de estresse

Juvenis de L. vannamei foram submetidos a três diferentes tratamentos: controle

(não anestesiados), OE-1 e OE-2, em aquários com 1L de água (n = 20

camarões/tratamento). No tratamento controle os camarões permaneceram nos aquários

com água do mar pura durante 5 min, enquanto nos tratamentos OE-1 e OE-2 foram

adicionados na água 252mg L-1 de OE de C. lemon ou 900mg L-1 de OE de E. globulus,

respectivamente, até os camarões atingirem o estágio 2 de anestesia. Ao final, foram

retirados dos aquários e expostos ao ar por 30s para o corte do rostro, simulando um

procedimento de manejo. Em seguida, os camarões foram transferidos aleatoriamente

para tanques de recuperação (50L) com diferentes salinidades (2 ou 29ppm) para

avaliação da sobrevivência (24h), totalizando, ao final, 10 animais por tanque. Dessa

forma os camarões foram divididos nos seguintes tratamentos:

C1: não anestesiados e transferidos para salinidade 29ppm;

C2: não anestesiados e transferidos para salinidade 2ppm;

OE-1a: anestesiados com o OE de C. lemon e transferidos para salinidade 29ppm;

OE-1b: anestesiados com o OE de C. lemon e transferidos para salinidade 2ppm;

OE-2a: anestesiados com o OE de E. globulus e transferidos para salinidade 29ppm;

OE-2b: anestesiados com o OE de E. globulus e transferidos para salinidade 2ppm.

A salinidade de 2ppm foi previamente ajustada com adição de água doce e

monitorada com ajuda de um refratômero óptico. A sobrevivência dos camarões foi

registrada nos tempos (em horas): 0, 1, 12 e 24. Temperatura, oxigênio dissolvido,

alcalinidade, pH e amônia foram medidos em 0, 12 e 24h de experimento.

2.4 Transporte e Teste de recuperação
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Os camarões foram transportados em uma densidade de carga de 18,25 g L-1 por

12 h em sacos plásticos de polietileno (60 L) (10 animais por saco) contendo 10 L de

água, inflados com oxigênio dissolvido puro e amarrados com tiras de borracha para

vedação. Os camarões foram divididos em quatro tratamentos (todos em triplicata):

controle (água do mar pura), controle (etanol: 810mg L-1, correspondendo a maior

concentração de etanol utilizada para diluir os OEs), 9 e 90mg L-1 de E. globulus

adicionados a água de transporte. Foi realizado o corte do rostro de todos os camarões

antes de serem colocados nos sacos plásticos. Para manter a mesma temperatura, os

sacos foram acondicionados em um "banho termostatizado" contendo água a 24 °C,

mantida com a ajuda de um ar condicionado, simulando um transporte. Ao final do

transporte, foi coletado hemolinfa de dois camarões, por réplica, por punção no seio

ventral, com base nos pereopodos, através de seringas esterilizadas (2,5mL), contendo

uma solução anticoagulante para crustáceos (0,1M glicose, 30M de citrato de sódio,

0,026M de ácido cítrico, 0,45M de NaCl, 0,02M de EDTA) (Söderhall & Smith, 1983).

As amostras de hemolinfa foram transferidas para tubos de eppendorf (1,5mL) e

armazenadas em um ultra-congelador (-80 °C) para posterior análise da glicose. A

glicose foi medida utilizando um Kit comercial colorimétrico (GLICOSE HK

PERFORM – Labtest).

Os demais camarões, cuja hemolinfa não foi coletada, foram submetidos a um

teste de sobrevivência (24h) para verificar a influência de cada tratamento no estado dos

animais após o transporte. Os camarões (n = 8 por tratamento) foram transferidas, ao

acaso, para caixas de plástico retangulares (0,32 x 0,65 x 0,40 m) contendo 20L de água,

constantemente areadas, temperatura de 24 ° C e salinidade a 29ppm (mesmas

condições do transporte). A sobrevivência foi avaliada nos tempos (em horas): 0, 12 e

24.

2.5 Parâmetros da qualidade da água

O oxigénio dissolvido e a temperatura da água foram medidos com um oxímetro

YSI (Modelo 20 YSI Inc., Yellow Springs, OH, EUA). O pH foi verificado em um

pHmetro de bancada DMPH-2 pH (Toledo, São Paulo, SP, Brasil) e a salinidade com

um refratômetro óptico (RTS modelo - 101, Atago® dos EUA, Bellevue, WA, EUA,

precisão: ±1 g/EU). A alcalinidade foi determinada de acordo com Baumgarten et al.

(1996). Amônia total foi analisado de acordo com a metodologia da UNESCO (1983).
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2.6 Análise estatística

Todos os dados foram expressos como média ± SEM. Os gráficos da avaliação

da atividade anestésica (concentração x tempo de indução da anestesia; concentração x

tempo de recuperação da anestesia) foram feitos utilizando o software Sigma Plot 11,0.

A homogeneidade das variâncias entre os grupos foi testada pelo teste de Levene. A

comparação dos dados nos tempos de sedação, anestesia e recuperação entre as

diferentes concentrações dos anestésicos foram analisadas usando ANOVA de uma-via,

seguido pelo teste de Tukey. Dados não homogêneos foram transformados utilizando

Log10. As análises foram realizadas utilizando o Software Statistica (versão 7.0,

StatSoft, Tulsa, OK), com o nível mínimo de significância de P <0,05.

3. Resultados

3.1 Testes de indução e recuperação da anestesia

Os dados sobre os tempos de indução e recuperação do L. vannamei exposto aos

diferentes anestésicos é apresentado na Tabela 1. A benzocaína e o mentol promoveram

rápidos tempos de indução para o estágio de sedação em todas as concentrações.

Somente as concentrações de 400mg L-1 de benzocaína e 1000mg L-1 de mentol

apresentaram tempos de anestesia (estágio 2) dentro dos 5min determinados. Com

exceção de 300mg L-1 de benzocaína, as demais concentrações de benzocaína e mentol

demonstraram lenta recuperação dos camarões, quase excedendo os 30 minutos de

observação (Fig1a e Fig1b). O OE de C lemon demonstrou os maiores tempos de

recuperação entre os óleos essenciais (Fig1c).  A concentração de 84 mg L-1 de C lemon

obteve os maiores tempos de sedação, anestesia e recuperação para esse OE. Não houve

diferenças significativas para indução ao estágio 1 e estágio 2 entre as concentrações do

OE de C. sinensis, contudo a recuperação foi mais rápida na menor concentração (84mg

L-1) (Fig1d). Os tempos de indução e recuperação para o OE de E. globulus foram

concentração-dependente, ou seja, quanto maior a concentração menores os tempos

(Fig1e). Nenhum dos anestésicos testados causou mortalidade durante os testes.

3.2 Teste de estresse

Houve 100% de sobrevivência dos camarões do grupo C1 durante o teste de

sobrevivência. Os camarões anestesiados com o OE de C. lemon apresentaram elevada

mortalidade 1h após a transferência para as caixas de recuperação, sem diferença
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significativa entre os tratamentos OE-1a e OE-1b (23%). Em comparação, o tratamento

OE-2a obteve mínima mortalidade nesse mesmo tempo (6,7%). Depois de 12h, foram

registrados mortalidade apenas para a menor salinidade, sendo maior nos tratamentos

OE1a (33%) e OE-2b (23%) (Fig 2). A sobrevivência final foi de 100 e 95% para os

camarões dos grupos C1 e C2; 43 e 36% para os grupos OE-1a e OE-1b e 43 e 26%

para os tratamentos OE-2a e OE-2b, respectivamente. Os níveis de pH e alcalinidade

foram menores nos tratamentos de menor salinidade (2ppm). A concentração de

oxigênio foi inferior nos grupos OE-1a e OE-1b. Houve um aumento nos níveis de

amônia nos tratamentos em OE-1a, OE-1b e C2 dentro das 24h de recuperação, em

contrapartida diminuiu em OE-2a. Os valores de pH aumentaram nos grupos OE-2a e

OE-2b em 24 horas (Tabela 2 e Tabela 3).

3.3 Concentração de Transporte e Teste de sobrevivência

Os valores de temperatura e pH não apresentaram diferenças significativas entre

os tratamentos do transporte. A concentração de amônia foi significativamente maior no

grupo controle (água do mar) e 9mg L-1 ao final do transporte. A sobrevivência foi de

100% nos tratamentos com adição do anestésico. (Tabela 4). Os níveis de glicose foram

mais baixos nos camarões transportados em 90mg L-1 de E. globulus (Fig3). Durante o

teste de sobrevivência, ocorreram mortalidades após 12h, para os camarões

transportados nos tratamentos controle (água do mar - 10% e etanol - 18%). Ao final do

teste de sobrevivência, os níveis de amônia registrados foram menores para os camarões

transportados no tratamento 90mg L-1 de E. globulus (Tabela 5).

4. Discussão

4.1 Testes de indução e recuperação da anestesia

Crustáceos não possuem respostas para dor claramente definidos (Elwood,

2011). No entanto, apresentam capacidade de memória, aprendizagem e evasão quando

expostos a estímulos nocivos (Patterson et al 2007, Barr et al., 2008; Magee & Elwood,

2013; Sneddon 2015). Os anestésicos podem ajudar a minimizar possíveis efeitos

negativos gerados pelo estresse e garantir o bem-estar dos camarões durante

procedimentos de manejo e na pesquisa cientifica (Coyle et al., 2004; Rollin, 2006). Em

crustáceos, a resposta ao estresse ocorre a partir de um efeito cascata, iniciando com a

formação da resposta primária, a qual envolve o aumento da liberação do hormônio

hiperglicêmico (CHH), resultando na elevação dos níveis de glicose e lactato na
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hemolinfa, causando assim, alterações metabólicas, e consequentemente levando aos

efeitos terciários, como perda de peso, redução do crescimento e supressão do sistema

imune (Huberman, 2000; Aparicio-Simón et al., 2010).

Muitos estudos demonstram a eficácia da benzocaína e do mentol como

anestésicos para peixes (Gomes et al., 2001; Façanha e Gomes, 2005; Gonçalves et al.,

2008; Souza et al., 2012). No presente trabalho, foi observado que tanto o mentol,

quanto a benzocaína, foram eficientes na indução aos estágios 1 e 2 de anestesia para L.

vannamei, porém somente as concentrações de 400mg L-1 de benzocaína e 1000mg L-1

de mentol ficaram abaixo dos 5min determinados como tempo máximo de indução a

anestesia, enquanto 800mg L-1 de mentol foi o tempo mais alto entre esses dois

anestésicos. Para as demais concentrações de mentol e benzocaína, os tempos ao estágio

2 ficaram em torno de 5min. Para a benzocaína, o aumento da concentração ocasionou

lenta recuperação dos camarões, sendo o menor tempo observado em 300mg L-1 (8,6 ±

1,14min). Todas as concentrações de mentol apresentaram altos tempos de recuperação

(>10min). Para o tambaqui Colossoma macropumum anestesiado com mentol (50-

200mg L-1) (Façanha e Gomes, 2005) e o pampo Trachinotus marginatus exposto a

benzocaína (25-150mg L-1) (Okamoto et al., 2008), o aumento da concentração dos

anestésicos, resultou na diminuição dos tempos de indução, porém aumentou o período

de recuperação (3,7-10min para o mentol e 2-10min para a benzocaína). No geral, os

camarões necessitam de concentrações maiores para anestesiar do que peixes, pois os

anestésicos parecem atuar em diferentes receptores nos crustáceos (Lewbart & Mosley,

2012). Dessa forma, altas concentrações desses anestésicos, parecem ocasionar uma

recuperação mais lenta dos animais.

O mentol sozinho não foi capaz de induzir anestesia em Macrobrachium

rosenbergii, somente quando misturado com eugenol, além disso, o mentol não se

misturou homogeneamente na água, formando uma camada espessa na superfície

(Sadymohamed & Pal, 2009). A mesma característica foi observada neste experimento,

o que pode ter inferido na ação e resposta do mentol, também demonstrou causar

irritação e desconforto, posto que, os camarões apresentaram intensa agitação e

presença de espasmos musculares quando submetidos a este anestésico. Altos tempos de

recuperação também foram observados para M. rosenbergii exposto a 110mg L-1

(17.6min) e 880 mg L-1(55min) de eugenol (Saydmohammed & Pal 2009), L. vannamei
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anestesiados com 800mg L-1 de lindocaína (24min) (Guzman-Sáenz et al., 2010) e

490mg L-1 de A. triphylla OE (15min) (Parodi et al., 2012). Tempos de recuperação

mais longos são indicados para práticas que exijam que os camarões continuem

anestesiados após serem retirados da solução anestésica, permanecendo imobilizados,

como durante biometrias, ablação do pedúnculo ocular ou coletas de hemolinfa

(Guzman-Sáenz et al., 2010).

Um anestésico seguro é aquele que desempenha rápidos tempos de indução

(entre 3-5min) e recuperação (até 10min), sem causar efeitos prejudiciais para os

animais e o aplicador (Tsantilas et al., 2006). Para o OE de C. sinensis a indução ao

estágio 1 levou cerca de 2min, contudo o maior tempo foi registrado em 450mg L-1 de

E. globulus, cuja indução ao estágio 2 foi mais lenta (>5min) entre todos os OEs

testados. O mesmo foi observado para 98mg L-1 de A. tryphilla (16min) e 800mg L-1 de

L. alba (10min) (Parodi et al., 2012). Nas demais concentrações de C. lemon e C.

sinensis os tempos de indução a anestesia ficaram em torno de 2 a 5min. O que está de

acordo com os tempos encontrados para 392mg L-1 de eugenol (4min) (Parodi et al.

2012) e 475mg L-1 de linalol (3,43min) (Becker et al., 2015). Todos os óleos essenciais

foram eficientes em induzir estagio 1 e 2 de anestesia em L. vannamei, com tempos de

recuperação dentro do esperado (<10min) e sem causar mortalidades. O aumento das

concentrações de E. globulus diminuíram os tempos de indução e recuperação, sendo a

concentração de 900mg L-1 a mais eficaz comparado aos demais anestésicos, sendo

assim indicada, para uso em procedimentos de curta duração, envolvendo rápida

recuperação e retomada do equilíbrio dos camarões. Baixos tempos de recuperação

também foram encontrados para L. vannamei anestesiado com linalol (<2min). Os OEs

foram mais eficientes como anestésicos em relação ao mentol e a benzocaína.

3.2 Teste de estresse

Os tratamentos OE-1a e OE-1b exibiram elevada taxa de mortalidade durante o

teste de sobrevivência, principalmente nos tratamentos de menor salinidade. O OE de C.

lemon induziu os camarões a um estágio de anestesia profunda, influenciando no

equilíbrio e natação, prejudicando assim, sua recuperação após o estresse do

procedimento de manejo, visto a ocorrência de mortalidades até mesmo no grupo OE-1a

na primeira hora após o teste. Além disso, quando comparado ao óleo de E. globulus, o

tempo de recuperação para C. lemom foi mais alto, nos testes de indução, mesmo sendo
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uma concentração menor. Essa resposta, também pode estar relacionada ao tempo de

exposição, cujo indução ao estágio de anestesia para o óleo de C. lemon foi um pouco

maior (≥3min). A benzocaína demonstrou efeitos negativos de estresse em C.

macropumum, ocasionando aumento nos níveis de glicose sanguíneo (Gomes et al.,

2001). Para Micropterus salmoide expostos ao óleo de cravo, houve bradicardia seguido

de aumento do debito cardíaco (Cooke et al., 2004). O óleo de menta e o óleo de cravo

apresentaram efeito tóxico para o camarão L. schmitti, porém não influenciaram na

resposta da glicemia no músculo (Matulovic et al., 2014). No geral, maiores tempos de

exposição ou altas concentrações aumentam o risco de parada respiratória e o tempo de

recuperação (Sladky et al., 2001), contudo houve uma relação inversa entre as

concentrações de cada óleo, pois nas maiores concentrações a recuperação foi mais

rápida. Além disso, os componentes químicos de cada OE influenciam na resposta do

anestésico, causando um efeito antagônico, sinérgico ou aditivo (Simões, 2004; Gobbo-

Neto & Lopes, 2007; Silva, 2011). Entretanto, é necessário determinar a composição

química de cada óleo, afim de entender melhor seu modo de ação.

Os camarões peneídeos necessitam de concentrações mínimas de sais na água

para manter o equilíbrio osmótico, o crescimento e a sobrevivência no meio em que

vivem (Saoud et al., 2003). Baixas salinidades diminuem a taxa de consumo de

oxigênio, a frequência de muda e reduzem a osmolaridade da hemolinfa (Pan et al.,

2014). Isso ocorre, devido a um imbalanço nos níveis iônicos na água, fazendo com que

os animais tendem a perder maior quantidade de água e reter íons. Dessa forma, os

camarões diminuem o seu metabolismo, e investem maior energia para manter a

homeostase corpórea (Castille & Lawrence, 1981). Também possuem mecanismos

osmorregulatórios de controle de volume celular e de aumento da atividade da bomba

Na/K+-ATPase, localizada nas brânquias (Freire et al., 2008). Contudo, podem não

conseguir se adaptar, levando a uma supressão do sistema imune (Le Moullac e Haffner,

2000). Logo, a salinidade de 2ppm influenciou diretamente na maior mortalidade nesses

tratamentos (C2, OE-1b e OE-2b), porém os anestésicos parecem ter potencializado esse

efeito, uma vez que igualmente intervém no metabolismo desses animais.

A transferência direta dos camarões, sem períodos de aclimatação, ocasiona

massiva mortalidade em até 24h (McGraw & Scarpa, 2002). O camarão F. indicus

demonstraram elevada taxa de mortalidade quando transferidos diretamente da
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salinidade de 30 para 5ppm (Kumlu & Jonnes, 1995). Pós – larvas de L. vannamei

apresentaram até 50% de sobrevivência após 8h em tratamentos com salinidade a 5ppm

(Van Wyk & Scarpa, 1999). Já pós – larvas de F. brasiliensis obtiveram 50% de

sobrevivência após serem transferidos para salinidades de 12ppm após 24h de exposição

(Jensen et al., 2014). O que corrobora com os resultados do presente estudo.

A alcalinidade foi significativamente menor nos tratamentos com salinidade a

2ppm. O aumento ou diminuição da salinidade influencia diretamente nos valores de

alcalinidade, pois uma menor disponibilidade de íons na água altera a alcalinidade total,

agindo sobre a formação de carbonato de cálcio (Maicá et al., 2014). A diminuição da

alcalinidade interfere no processo de osmorregulação e respiração dos camarões, porque

afeta as brânquias. Para L. vannamei é indicado níveis de alcalinidades acima de 100mg

CaCO3/L (Furtado et al., 2011).

Foram observadas diferenças significativas nos níveis de oxigênio dissolvido

entre todos os tratamentos em 12h, sendo menor nos grupos OE-1a e OE-1b, e

diminuindo em todos os grupos após 24h, todavia os valores ficaram dentro do limite

indicado para a espécie (5mg L-1) (Van Wyk & Scarpa, 1999; Li & Chen, 2001). Níveis

de amônia aumentaram de 12 para 24h nos tratamentos EO-1a, EO-1b e EO-2a, o que

foi acompanhado de um aumento simultâneo do pH, exceto para EO-1b, o qual

permaneceu constante. A elevação do pH da água aumenta o potencial tóxico da

amônia, porém não são recomendados valores de pH menores que 7, pois podem e

afetar negativamente o desempenho dos camarões (Van Wyk & Scarpa, 1999). A

temperatura, ficou dentro da faixa de tolerância ideal para L. vannamei (24 a 35°C)

(Van Wyk & Scarpa, 1999).

4.3 Transporte e Teste de sobrevivência

A utilização de anestésicos pode melhorar a qualidade do transporte, diminuindo

o metabolismo dos camarões, reduzindo, o consumo de oxigénio e a produção de CO2 e

amônia (Park et al., 2009; Akbari et al., 2010). São recomendados concentrações mais

baixas de anestésicos para transporte, de modo a induzir apenas uma leva sedação, para

que não interfira no equilíbrio e natação, evitando possíveis lesões nos camarões

(Wagner et al., 2003).
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Níveis de oxigênio foram baixos ao final do transporte em todos os tratamentos,

o que pode ter sido em consequência de um vazamento de oxigênio dos sacos plásticos,

já que se encontravam consideravelmente murchos em relação ao tempo inicial. Apesar

disso, o menor valor de OD foi encontrado em 90mg L-1 de E. globulus e o maior no

controle (água do mar pura). Diferente do encontrado por Akbari et al. 2010, cuja

concentração de 3,7mg L-1 de eugenol mostrou valor maior de OD (4,2mg L-1) que o

grupo controle (1,88mg L-1) ao final do transporte de 12h para pós-larvas de F. indicus.

Becker et al. 2015 não observou diferenças de OD entre os tratamentos com linalol e o

controle (água do mar pura e etanol) após 8h de transporte.

As temperaturas permaneceram estáveis com o auxílio do "banho-

termostatizado". Além disso, a temperatura também pode influenciar na concentração

de oxigênio durante o transporte. O que foi confirmado por Jensen et al 2012, o qual,

observou uma acentuada redução nos níveis de oxigênio nas primeiras horas de

transporte de F. brasiliensis em temperaturas mais elevadas (25-28°C), comparando as

menores temperaturas (16-22°C). O transporte dos camarões F. brasiliensis a 22,9°C

(Souza et al. 2013) e Macrobrachium rosenbergii a 20°C (Tidwell & Coyle, 2002)

obteve resultados positivos na qualidade da água e sobrevivência dos camarões. Em

contrapartida, os níveis de amônia foram menores que os encontrados para F.

brasiliensis (1,6mg L-1) (Souza et al., 2013) e maiores que F. indicus (0,17mg L-1)

(Akbari et al., 2010). Valores acima de 0,87mg L-1foram considerados tóxicos para L

vannamei após 2h de transporte (Girotto, 2010).

A variação nos níveis de glicose na hemolinfa é considerada uma das principais

respostas ao estresse em camarões (Racotta & Palácios, 1998). Valores de glicose

diferiram entre os tratamentos, sendo menor na maior concentração de E. globulus

(19,4mg/dl), o qual foi significativamente menor que o encontrado para L. schimitti e F.

paulensis em tratamentos sem adição de anestésico (43,2mg/dl e 45,8mg/dl,

respectivamente) (Matulovic, 2014), porém foram semelhantes aos valores encontrados

ao controle (água do mar) e 9mg L-1 de E. globulus. A adição de anestésicos no

transporte parece influenciar positivamente o estado fisiológico dos animais e garantir

um melhor desempenho, o que pode ser também confirmado pela melhora da

capacidade antioxidante do camarão branco L. vannamei transportados com adição de L.
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alba e seu isolado linalol na água do transporte (Parodi et al., 2012; Becker et al., 2015).

Houve mortalidades apenas para os grupos controle ao final do transporte.

Durante o teste de sobrevivência, não houve diferenças significativas nos

parâmetros de qualidade da água, exceto para a amônia, que foi menor nos tratamentos

em que os camarões foram transportados com 90mg L-1 de E. globulus. Os valores de

amônia no tratamento 90mg L-1 de E. globulus não aumentaram no decorrer do teste de

sobrevivência em relação aos valores encontrados no transporte, como ocorreu com os

outros grupos. A maior concentração de anestésico resultou nos melhores resultados de

qualidade de água do transporte e do teste de sobrevivência, indicando um possível

efeito protetor sobre os camarões mesmo após o final do transporte, podendo

possivelmente ter minimizado o estresse causado nesse procedimento.

Em conclusão, um mesmo anestésico pode ter efeitos diferentes, dependendo do

tamanho, peso e da espécie utilizada (Ross & Ross, 2008). Todos os anestésicos foram

eficazes ao induzir estágio de sedação em L. vannamei, além de não causarem

mortalidades nos testes de indução. O mentol não é indicado como anestésico para o

camarão branco, por demonstrar causar irritação e desconforto no camarão branco. As

concentrações de 400 e 500mg L-1 de benzocaína podem ser indicados para

procedimentos de longa duração.  Para testes de indução são indicadas as concentrações

de 300mg L-1 de benzocaina, 84mg L-1 de C. sinensis, 168mg L-1 de C. lemom e 450 ou

900mg L-1 de E. globulus, cujos tempos ficaram dentro do determinado para um

anestésico seguro. Além disso, 90mg L-1 de E. globulus pode ser utilizado no transporte

de camarões, melhorando a qualidade e sobrevivência durante e após o transporte
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Tabela. 1 Tempo requerido para indução e recuperação da anestesia para juvenis do

camarão L vannamei expostos aos anestésicos: benzocaína, mentol, C lemom, C sinensis

e E. globulus.

Anestésico Concentração (mg L-1) Tempo (min)

Sedação Anestesia Recuperação

Benzocaína 300 1,70±0,20b 5,29±0,07b 8,57±1,14c

400 1,63±0,07bc 4,77±0,35bc 15,37±2,5b

500 1,47±0,14c 5,52±0,47b 21,9±2,18ab

Mentol 600 1,19±0,03cd 5,66±0,65b 24±2,90ab

800 1,46±0,30c 7,50±0,61a 30±0,01ª

1000 1,00±0,14d 3,40±0,11bd 27,5±1,62ª

Citrus lemon 84 2,40±0,27ª 5,52±0,54b 8,40±0,63c

168 1,70±0,16b 3,70±0,16d 7,45±0,70c

252 1,48±0,16c 3,29±0,22b 7,30±0,50c

Citrus sinensis 84 2,14±0,2ª 3,94±0,16cd 4,95±0,60d

168 2,45±0,18a 4,01±0,17c 8,96±1,01c

252 2,30±0,12ª 3.84±0.15d 7.40±0.43c

Eucalyptus globulus 450 2,83±0,18ª 8,5±0,70ª 4,23±0,30d

675 2,01±0,12b 4,35±0,34cd 4,64±0,70d

000 1,50±0,23bc 2,93±0,30e 3,63±0,30e

Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenças significativas entre os tempos entre todas
as concentrações de anestésicos testadas (p<0,05). Os valores são reportados com médias ±
SEM.
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Fig 2: Tempo necessário para a indução aos estágios de sedação, anestesia e recuperação para

juvenis do camarão L vannamei expostos a banhos de imersão com os anestésicos: A) Mentol;

B) Benzocaína; C) C. lemon; E) C. sinsensis e D) E. globulus.

* Diferentes letras indicam diferenças significativas entre as concentrações para o mesmo
anestésico (P<0.05).
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Tabela 2. Parâmetros físico-químicos da água durante o teste de sobrevivência no

tempo 12h, após o teste de estresse com juvenis de camarões L. vannamei anestesiados

e não anestesiados.

Tabela 3. Parâmetros físico-químicos da água durante o teste de sobrevivência no

tempo 24h, após o teste de estresse com juvenis de camarões L. vannamei anestesiados

e não anestesiados.

Tratamentos (12h)

Parâmetros C1 C2 EO-1a EO-1b EO-2a EO-2b

OD (mg L-1) 6,75 ± 0,03b 6,9 ± 0,02b 5,24 ± 0,01c 5,36 ± 0,05c 8,39 ± 0,02a 8,43 ± 0,12a

pH 7,83 ± 0,05 7,2 ± 0,02 8,10 ± 0,01 7,57 ± 0,01 7,47 ± 0,07 6,76± 0,05
Temperatura (ᵒC) 24,2 ± 0,12 24,1 ± 0,16 24,3 ± -0,09 24,2 ± 0,01 23.4 ± 0,22 23,4 ± 01,2

Alcalinidade (CaCO3/L) 112 ± 3,02a 25 ± 2,5b 128 ± 1,67a 28 ± 4.41b 110 ± 2,89a 28 ± 3,33b

TAN 0,15 ± 0,02cb 0,34 ± 0,05a 0,16 ± 0,02b 0,20 ± 0,01b 0,32 ± 0,08a 0,20 ± 0,08b

Tratamentos (24h)

Parâmetros C1 C2 EO-1a EO-1b EO-2ª EO-2b

OD (mg L-1) 5,71 ± 0,03 6,3 ± 0,02 5,25 ± 0,03 5,31 ± 0.01 6,29 ± 0,03b 7,53 ± 0.05a

pH 7,9 ± 0,02a 7,61 ± 0,02b 8,08 ± 0,01a 7,57 ± 0,03b 7,94 ± 0,01a 7,57 ± 0,03b

Temperatura (ᵒC) 24,3 ± 0,12 24,3 ± 0,16 24.6 ± 0,03 24,6 ± 0,03 24,1 ± 0,03 24 ± 0,03

Alcalinidade (CaCO3/L) 109 ± 1,85 30 ± 3,04 108 ± 1,67a 28 ± 1,67a 102 ± 1,67a 33 ± 1,67b

TAN 0,16 ± 0,03c 0,34± 0.05a 0,26 ± 0,02b 0,38 ± 0,08a 0,21 ± 0,07c 0,22 ± 0,04c

OD: oxigênio dissolvido; TAN: amônia total. Diferentes letras indicam diferenças significativas entre
as concentrações para o mesmo anestésico (P<0.05)

OD: oxigênio dissolvido; TAN: amônia total. Diferentes letras indicam diferenças significativas entre
as concentrações para o mesmo anestésico (P<0.05)
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Tabela 4. Parâmetros de qualidade da água para o transporte (12h) de juvenis do

camarão branco L. vannamei em sacos plásticos de polietileno nos seguintes

tratamentos: controle (água do mar pura), etanol e 90mg L-1 de E. globulus adicionado

na água.

OD: oxigênio dissolvido; TAN: amônia total. Diferentes letras na mesma linha indicam
diferenças significativas entre os tratamentos.

Transporte

Parâmetros Controle Etanol 10 µL L-1 E.
globulus

100 µL L-1 E.
globulus

OD (mg L-1) 6,12 ± 0,12a 5,75 ± 1,12ab 5,72 ± 0,84ab 5,04 ± 1,6b

pH 6,91 ± 0,12 6,65 ± 0,02 6,8 ± 0,06 6,7 ± 0,01
Temperatura (ᵒC) 24.3 ± 0,06 24,5 ± 0,08 24,4± 0,07 24,6± 0,01
Alcalindade (CaCO3/L) 125 ± 1,67a 113 ± 4,41b 117 ± 1,0a 111 ± 1,3b

TAN 0,73 ± 0,3a 0,20 ± 0,01c 0,54 ± 0,02b 0,21 ± 0,03c



57

Tabela 5. P. Parâmetros de qualidade da água durante o período de recuperação dos

camarões L. vannamei após o transporte.

OD: oxigênio dissolvido; TAN: amônia total. Diferentes letras na mesma linha indicam
diferenças significativas entre os tratamentos.

Recuperação

Parâmetros Controle Etanol
10 µL L-1 E.

globulus
100 µL L-1 E.

globulus

OD (mg L-1) 8,65 ± 0,07 8,41 ± 0.11 8,44 ± 0,10 8,59 ± 0,10
pH 7,8 ± 0,06 7,8 ± 0,05 7,9 ± 0,06 8,0 ± 0,06
Temperatura (ᵒC) 23 ± 0,2 23,2 ± 0,2 23,2 ± 0,2 23 ± 0,2

Alcalinidade (CaCO3/L) 121 ± 3,15b 133 ± 1,25a 130 ± 4,33a 126 ± 5,4a

TAN 0,36 ± 0,06b 0,46 ± 0,06a 0,46 ± 0,14a 0,21 ± 0,13c

Sobrevivência 90 ± 0,01%b 82 ± 0,05%c 100 ± 0,00%a 100 ± 0,00%a
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Figuras

Fig. 1 Valores de mortalidade para o teste de estresse com juvenis do camarão L.

vannamei submetido aos tratamentos: controle (água do mar pura), 252mg L-1 de C.

lemon e 900mg L-1 de E. globulus. Diferentes letras indicam diferenças significativas

entre os tratamentos (ANOVA; Tukey, p <0,05).

Fig. 2 Níveis de glicose na hemolinfa para camarões, L. vannamei, após o transporte de

12h nos tratamentos: controle (água do mar pura), etanol, 9mg L-1 e 90mg L-1 de E.

globulus. Diferentes letras indicam diferenças significativas entre os tratamentos

(ANOVA; Tukey, p <0,05).
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Fig 3.

Fig 4.
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Conclusão

O presente trabalho demonstra a eficácia da benzocaína, mentol, C. lemom, C

sinensis, E. globulus na sedação e anestesia do camarão branco L. vannamei. Todos os

anestésicos foram eficazes ao induzir estágio de sedação em L. vannamei, além de não

causarem mortalidades nos testes de indução. O mentol não é indicado como anestésico

para o camarão branco, por demonstrar causar irritação e desconforto no camarão

branco. As concentrações de 400 e 500mg L-1 de benzocaína podem ser indicados para

procedimentos de longa duração que necessitem que os animais permaneçam

anestesiados após retirados da solução anestésica. Os óleos essenciais de C. lemom, C

sinensis, E. globulus apresentaram tempos de recuperação menores, sugerindo que são

mais adequados para o desenvolvimento de anestésicos. Para testes de indução são

indicadas a concentrações 300mg L-1 de benzocaina, 84mg L-1 de C. sinensis, 168mg L-1

de C. lemom e 450 ou 900mg L-1 de E. globulus, cujos tempos ficaram dentro do

determinado para um anestésico seguro. Os óleos essenciais de C. lemom, C sinensis, E.

globulus apresentaram tempos de recuperação menores, sugerindo que são mais

adequados para o desenvolvimento de anestésicos. Além disso, 90mg L-1 de E. globulus

pode ser utilizado no transporte de camarões, melhorando a qualidade e sobrevivência

durante e após o transporte. Dessa forma, a utilização de anestésicos pode ser eficiente

na diminuição do estresse no manejo e transporte do L. vannamei, podendo ser utilizado

futuramente na pesquisa científica em atividades que envolvam o bem-estar e a

eutanásia de animais invertebrados, como os camarões.


