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Resumo

O objetivo do presente experimento foi descrever a agao do eugenol, do mentol e do
propofol como anestésico para juvenis de matrinxa e verificar seus efeitos como
redutores do estresse no transporte destes peixes na referida fase de
desenvolvimento. Primeiramente realizou-se um experimento com o objetivo de
definir as doses Otimas para sedacdo de juvenis de matrinxd com o mentol, o
eugenol e o propofol. Neste experimento, os peixes foram submetidos a sedacao e
recuperacdo e para definicdo dos tempos de acdo esperada dos anestésicos
considerou-se o tempo de permanéncia em estado normal, tempo para completa
anestesia, tempo de permanéncia em anestesia cirirgica e tempo necessario para a
recuperacgdo. Os trés anestésicos se mostraram eficientes na sedagdo dos animais,
possibilitando a definicdo de doses seguras para a sedacdo dos peixes. Apos tal
experimento, realizou-se um segundo com o objetivo verificar o efeito do eugenol,
mentol e propofol como redutores de estresse no transporte de juvenis de matrinxa.
A simulacdo do transporte foi realizada utilizando peixes embalados em sacolas
plasticas na densidade de 10 peixes/litro. Na embalagem, os anestésicos foram
adicionados a 4gua em diferentes doses. A temperatura da 4gua se manteve abaixo
da faixa de conforto da espécie e ao final da simulacéo, os niveis de aménia total na
agua atingiram niveis muito acima da faixa de tolerancia para a maioria dos peixes.
Os demais parametros de qualidade de agua se mantiveram na faixa de conforto
para o matrinxa. Para o transporte com eugenol e propofol, as doses controle (sem
anestésico) proporcionaram os maiores tempos de transporte e maior percentual de
sobrevivéncia apos 24 horas. Para estes anestésicos as doses nédo influenciaram
nos niveis glicémicos apods o transporte e apods o periodo de recuperacéo (24 horas).
No transporte com mentol, as doses de 0 e 6 mg/L proporcionaram 0s maiores
tempos de transporte e percentual de sobrevivéncia 24 horas. As doses de mentol
ndo influenciaram na glicemia apés o transporte, mas ap6s o periodo de
recuperacédo as doses de 2 e 6 mg/L proporcionaram melhor recuperagéo dos niveis
basais de glicemia. Para o eugenol e propofol, a dose controle se mostrou mais
eficiente e dentre os anestésicos testados, o mentol na dose de 6mg/L melhor agiu
como redutor do estresse no transporte simulado de juvenis de mantrinxa.

Palavras - chave: Estresse, glicemia, anestésicos.



Abstract

The aim of this study was to describe the action of eugenol, menthol and propofol as
an anesthetic for juvenile matrinxd and check its effects as stress reducer in the
transport of these fish in that development stage. First we performed a study in order
to define the optimal dose for sedation of juvenile using menthol, eugenol and
propofol. The fishes are sedated and recovered and to define the expected action
times of anesthetics were considered the residence time in a normal state, time to
complete anesthesia, length of stay in surgical anesthesia and time required for
recovery. The three anesthetics were effective sedative to the fishes, allowing the
definition of safe doses for sedation of the juvenile matrinxa. After the first
experiment, there was a second experiment to evaluate the effect of eugenol,
menthol and propofol as stress reducers in the transport of juveniles matrinxa. The
simulation of the transport was performed using juvenile matrinx&, packed in plastic
bags in the density of 10 fish.L™. In packaging, the anesthetics were added to water
at different doses. The temperature of the water is below the comfort range of
species (21.3+0.37°C) and the end of the simulation, the total ammonia levels in the
water reached levels far above the tolerance range for most fish. The others water
quality parameters remained in the comfort range to matrinxa. For transportation
eugenol and propofol control dose provide higher transmission times and a higher
percentage of survival after 24 hours. For these anesthetic doses had no effect on
blood glucose levels after transport and after the recovery period (24 hours). When
transporting with menthol, doses of 0 and 6 mg/L provided higher transport times and
percentage of survival after 24 hours. The doses of menthol did not influence blood
glucose after transportation, but after doses of 2 and 6 mg/L showed improved
recovery of basal blood glucose levels. For eugenol and propofol the control was
more effective among the tested and anesthetics, menthol at a dose of 6mg/L acted
as best stress reducer in simulated transport juvenile mantrinxa.

Keywords: Stress, blood glucose, anesthetics.
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1 INTRODUCAO

A Aquicultura pode ser definida como a producdo comercial de organismos
aquaticos, incluindo peixes, moluscos, crustdceos e plantas aquéticas, com
intervencdo humana para manutencéo da atividade. Ou ainda como producgéo de
organismos que possuem ciclo de vida, total ou parcial, em meio aquatico
(CAMARGO; POUEY, 2005). Segundo dados da FAO (2014), o gquantitativo de
pescado produzido, mundialmente, pela aquicultura apresentou crescimento nos
anos de 2006 a 2012. No Brasil, segundo dados do Ministério da Pesca e
Aquicultura (BRASIL, 2012), durante o mesmo periodo, mostrou-se um cenario
similar ao cenéario mundial havendo acréscimo da oferta de pescado, principalmente
devido a expansao da piscicultura.

Segundo dados do Ministério da Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2012), mais
de 60% da producdo de peixes cultivados foi oriunda de espécies exoticas,
principalmente carpas e tilapia. Conforme a mesma fonte, nos anos de 2008, 2009 e
2010, o matrinxa@ (Brycon amazonicus) esta elencado entre as espécies nativas mais
produzidas no pais, apresentando producdo crescente neste mesmo periodo, um
crescimento de 28,5%. Na regido norte do Brasil, onde é autéctone, € uma espécie
com grande potencial para a producéo devido a sua rentabilidade e a sua adaptacéo
a alimentacéo formulada (IZEL et al., 2004).

Com a expansao da aquicultura surgiu a necessidade de maxima eficiéncia
nas rotinas de manejo. Sobretudo nas atividades entendidas como criticas, como o
transporte de peixes vivos. Esta atividade ocorre durante ou no final do ciclo de
producdo dos peixes, e um dos objetivos é que ndo ocorra mortalidade dos
individuos transportados desde o embarque nas unidades de transporte até o
desembarque nas unidades de criagcdo. Os principais fatores que interferem na
eficiéncia do transporte sdo a carga de peixe (kg) transportada, a qualidade da agua
e o estado fisioldgico dos peixes, principalmente jejum.

Os fatores citados podem gerar estresse nos peixes transportados, 0 que
pode causar a mortalidade durante e apds o transporte. O controle dos agentes
causadores do estresse diminui a mortalidade apdés o transporte e o risco de
surgimento de doencas, aumentando a eficiéncia da producdo. E crescente a

preocupacao com o bem-estar dos animais na aquicultura. Mesmo para aqueles que
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terdo como destinacdo final a alimentagdo humana, o mercado consumidor esta
mais seletivo e prefere produtos que prezem pelo manejo racional que causam
menor sofrimento aos peixes. O uso de anestésicos durante rotinas que causam
estresse nos peixes é considerado uma medida de reducdo do sofrimento (ZAHL,;
SAMUELSEN, 2012).

Devido a gama de anestésicos e de espécies de peixes, existe a demanda de
informacédo sobre os efeitos dos anestésicos sobre os peixes bem como a sua
aplicacdo em rotinas de manejo da piscicultura. O matrinxd (Brycon amazonicus) é
uma espécie com menor tolerancia ao manejo de transporte, quando comparada
com espécies como a tilapia (Oreochromis niloticus) e a carpa-comum (Cyprinus
carpio). A utilizacdo de substancias anestésicas € uma alternativa para melhorar a
eficiéncia do transporte dos juvenis de matrinxa (B. amazonicus).

Existem estudos que descrevem os efeitos do eugenol, do mentol, do propofol
e outros anestésicos para muitas espécies de peixes, porém para 0 matrinxa estas
informacBes ainda sdo escassas. O presente experimento objetivou estudar os
efeitos do propofol, do eugenol e do mentol sobre juvenis de matrinxd (Brycon
amazonicus) e avalia-los como redutores de estresse durante o transporte de juvenis

da referida espécie.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. MATRINXA (Brycon amazonicus)

Taxionomia do matrinxa (Brycon amazonicus Spix & Agassiz, 1829):
Classe: Osteichthyes;
Sub classe: Actinopterigii;
Ordem: Characiformes;
Familia: Bryconidae;
Género: Brycon;
Espécie: Brycon amazonicus.

O género Brycon é de peixes de agua doce que possui cerca de 40 espécies
catalogadas (ARIAS, 2006). O matrinxd é um peixe tropical, nativo das Bacias
Hidrograficas Amazonica, Orinoco e Essequibo (CRUZ-CASALLAS et al., 2006). E
um peixe migratério, que se reproduz durante o periodo chamado piracema
(HAINFFELNER, 2012). Possui corpo em formato fusiforme, com cauda crescente e
pedunculo caudal estreito, adaptacfes presentes em peixes com grande atividade
natatéria (ARBALAEZ-ROJAS et al., 2011).

E uma espécie de grande importancia econémica para a pesca artesanal e
esportiva na regido amazbnica (SANTOS-FILHO; BATISTA, 2009). Seu
comportamento agressivo na pesca esportiva fez com que ganhasse destaque entre
as muitas espécies da regido e despertasse o interesse para a criagdo em cativeiro
(INOUE et al., 2008). Assim como outras espécies nativas, o matrinxd destaca-se
pelo rapido crescimento, boa conversao alimentar e facilidade na inducao hormonal
para reproducdo artificial, estas caracteristicas indicam o0 matrinxd como uma
espécie que possui potencial para a aquicultura (TAVARES-DIAS et al., 1999).

Na natureza, o matrinxd é uma espécie que se alimenta de frutas, folhas,
sementes e insetos, sendo classificado como uma espécie onivora, e adapta-se
facilmente a alimentacdo formulada (PIZANGO-PAIMA et al., 2001). Seus bons
resultados na criacdo fizeram com que se tornasse uma espécie de interesse para

estudos em diversas areas da piscicultura. Abaixo serdo citados alguns destes.
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Muitos estudos investigam o aspecto reprodutivo da espécie, desde trabalhos
que estudam desde a maturacdo gonadal, como o de Camargo et al. (2008) que
investigaram os efeitos da restricdo alimentar sobre a maturacdo gonadal das
fémeas de matrinxa até estudos de larvicultura, a exemplo o trabalho de Jomori et al.
(2013), que constataram que a 4gua levemente salinizada, 2 g/L, proporciona melhor
desenvolvimento para larvas de matrinxa. A larvicultura da matrinxa € considerada
uma fase critica da producao devido ao elevado indice de canibalismo durante esta
fase, Pedreira et al. (2008) citam que muitos sdo os esforgos para minimizar os
prejuizos nesta etapa da producdo, as estratégias variam, uso de alimentos de
diferentes tipos e tamanhos, diferentes formatos de aquérios, diferentes densidades
de estocagem e de diferentes cores de ambiente durante a larvicultura.

Izel et al. (2004) avaliaram 0s niveis proteicos para a nutricdo de juvenis de
matrinxa, e concluiram que o nivel de 28% de proteina bruta atende as exigéncias
nutricionais dos peixes na fase em que foram trabalhados. Frasca-Scorvo et al.
(2007) estudaram o efeito do manejo alimentar no desempenho da espécie em
tanques de cultivo, utilizando peixes com peso médio de 322,25 g, e concluiram que
o horério de maior consumo de racao coincidiu com o horario de maior concentracéo
de oxigénio dissolvido na agua, que a taxa alimentar média foi de 1,34% do peso
vivo ao dia e, que nas condi¢cbes experimentais propostas pelo trabalho, uma
alimentacéo ao dia é suficiente para o pleno desenvolvimento da espécie.

Além das tematicas anteriormente citadas, porém em menor numero,
encontram-se estudos que abordam o processamento da carne do matrinxa.
Macedo-Viegas et al. (2000) estudaram o efeito das classes de peso sobre a
composicdo corporal e o rendimento de processamento. Gomiero et al. (2003),
investigaram o rendimento de carcaca do matrinxad nos diferentes cortes de cabeca.
Franco et al. (2010), estudaram os efeitos do processo de defumacéo a quente e a
frio sobre as propriedades organolépticas, rendimento e composicdo de filé.
Nascimento et al. (2008), observaram bons resultados no uso de hidrolisados
proteicos feitas a base de cabecas de matrinxd na alimentagcdo de surubins
(Pseudoplatystoma coruscans).

Apesar da importancia dos muitos estudos em diversas areas do
conhecimento para a criagdo do matrinxa, a maior dificuldade na criacao deste peixe
€ sua reagao negativa ao estresse, cujos sinais sdo observados ja nas fases jovens.

E devido a este fato tem sido objeto de estudo em trabalhos que investigam os



17

efeitos de agentes estressores e alteradores de comportamento. Muitos trabalhos
estudam os valores dos indicadores metabdlicos de estresse, principalmente niveis
de cortisol e glicemia sanguineos, em diferentes situacdes da rotina de manejo na
aquicultura. Hoshiba et al. (2009), estudaram as respostas fisiologicas de estresse
no matrinxd durante a captura. Abreu et al. (2006) estudaram as respostas
fisiolégicas da espécie alimentada com diferentes niveis de vitamina C e submetidas
ao estresse de exposicdo ao ar. Na busca de atenuar os efeitos negativos do
estresse, alguns trabalhos estudam os efeitos de sedativos para matrinxa durante as
rotinas da producdo que exijam manuseio dos peixes (INOUE, et al., 2004,
BARBOSA et al., 2007).

2.2. TRANSPORTE DE PEIXES

O transporte de peixes € uma atividade rotineira na piscicultura, seja para
comercializagao e no povoamento inicial das unidades de criagdo ou para translado
dos animais dentro da unidade de producdo para formacdo de novos lotes
(repicagem). Na maioria das vezes o transporte ocorre quando 0s peixes estao na
fase jovem, etapas em que os indices de mortalidade sédo elevados (OKAMURA et
al., 2007). E uma atividade que merece grande atencio e necessita ser realizada de
forma profissional para evitar prejuizos, para isso devem-se observar fatores como:
biologia da espécie transportada, estado sanitario dos peixes, jejum adequado,
controle de temperatura durante o transporte, adequada oferta de oxigénio aos
peixes transportados e adicdo de profilaticos (KUBITZA, 2009).

O oxigénio é vital para os peixes, e é um elemento cuja deficiéncia afeta
diretamente o bem-estar dos animais durante o transporte (OLIVEIRA; GALHARDO,
2007). A caréncia aguda de oxigénio pode causar alteracdes metabdlicas nos peixes
(PANEPUCCI et al, 2001) e lesdes celulares que podem levar a morte (ALVES et al.
1999) e dentro das estruturas em que 0s peixes sdo transportados, em sacolas
plasticas ou em caixas isotérmicas, 0 oxigénio € adicionado a fim de promover
melhor bem estar dos peixes e maior sobrevivéncia e 0 gas sera consumido pelos
peixes e decomposicdo para a dos metabdlitos liberados na agua durante o

transporte.
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Dentre os fatores de influéncia no transporte de peixes, a temperatura da
adgua € um dos mais relevantes. Este destaque se da em virtude dos peixes serem
animais ectotérmicos, ou seja, a temperatura corporal dos organismos varia em
funcdo da temperatura ambiente (BONE; MOORE, 2008). A temperatura corporal
dos peixes é regulada através do fluxo sanguineo, no processo respiratorio, pois,
quando o sangue passa pelas branquias, o calor metabdlico gerado € perdido para o
ambiente, através da agua (PIEDRAS et al. 2004). Ferreira et al. (2009), ao avaliar a
interferéncia da temperatura da agua sobre a taxa metabdlica de carpa-comum
(Cyprinus carpio) constataram que quanto maior a temperatura da agua, maior é a
taxa metabdlica dos peixes, consequentemente o consumo de oxigénio foi maior. As
recomendacdes técnicas para o transporte de peixes sdo de que a temperatura da
agua deve estar ligeiramente abaixo da temperatura de conforto dos animais
(KUBITZA, 1998). Antes de se realizar a qualquer mudanca ambiental dos peixes é
necessario que se faca a aclimatacdo na &gua que ir4 recebé-los. Este
procedimento é importante tanto na embalagem dos peixes quanto na soltura deles
no destino de transporte.

A idade e espécie dos peixes transportados influenciam diretamente a
biomassa e o tempo de transporte (ADAMANTE et al, 2008). Formas jovens
consomem mais oxigénio da agua durante o transporte do que peixes adultos devido
ao seu acelerado metabolismo, para fins de exemplificacdo, a recomendacéo de
densidade de transporte de bagre-do-canal (Ictalurus punctatus), por oito horas,
temperatura da agua a 23°C e com adi¢ao de oxigénio, é de 640 Kg/m?3 para peixes
com mais de 20 cm de comprimento, e para peixes de 2,5 cm de comprimento a
densidade de transporte recomendada € reduzida para 100 Kg/m3 (KUBITZA, 1997).

Cada espécie de peixe possui caracteristicas fisiolégicas e comportamentais
particulares como comportamento territorialista e velocidade metabdlica. Algumas
espécies sdo mais agressivas do que outras e reagem de forma negativa ao
estresse, demandando cuidados especiais. Peixes como o dourado (Salminus
brasiliensis) e peixes do género Brycon, por exemplo, apesar da grande
adaptabilidade as rotinas de manejo da aquicultura, merecem especial atencdo
durante o transporte, ao ponto de se recomendar menores densidades de transporte
para peixes deste género (KUBITZA, 1998). Brandao et al. (2008) trabalharam com
transporte de juvenis de pirarucu (Arapaima gigas) com peso médio de 1,0 kg,

enquanto Gomes et al. (2003) realizou testes com transporte de tambaqui
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(Colossoma macropomum) na mesma fase de desenvolvimento, porém o peso
médio dos animais desta espécie na fase de juvenil é foi de 20 gramas. Peixes de
espécies diferentes, com distintas particularidades e que exigem diferentes
condi¢gbes de transporte. No experimento com pirarucu (A. gigas) as estruturas de
transporte foram muito maiores do que as utilizadas no trabalho com tambaqui (C.
macropomum), e o fato de o pirarucu ser um peixe de respiracdo aérea fez com que
0s autores do primeiro trabalho considerassem que nao foi necessaria a adicdo de
oxigénio a agua de transporte, ao contrario do experimento com tambaqui.

Outro fator limitante no tempo de transporte € a excrecdo de metabdlitos,
principalmente fezes e amodnia. Peixes recém alimentados consomem mais oxigénio
do que peixes nao alimentados (OLIVEIRA et al., 2009). Kubitza (1998) descreve
gue a amoOnia é tdxica aos peixes e é produto do metabolismo da proteina ingerida
pela alimentacdo que é eliminada pelas branquias na forma de gas. O mesmo autor
cita ainda que a degradacdo das fezes é uma fonte secundaria de amoénia para a
agua dos peixes. As recomendacdes para jejum pré-transporte € variavel, Luz et
al.(2013) utilizou este tempo de 24 horas de jejum para o transporte de pacama
(Lophiosilurus alexandri) com peso médio de 2,52 gramas. Okamura et al. 2007,
utilizaram o mesmo tempo de jejum pré-transporte na simulacdo realizada para
verificar a interferéncia da vitamina C sobre o hematdcrito de alevinos de tilapia-do-
Nilo. Oliveira et al. (2009) determinaram o tempo 6timo de jejum no pré-transporte de
juvenis de tilapias e definiram que, em funcdo do montante de fezes liberadas pelos
peixes e pela variacdo dos parametros de qualidade de agua durante o transporte
durante o transporte simulado, o tempo de 21,5 horas de jejum prévio ao transporte
€ o suficiente para manutencdo da boa qualidade de agua durante o transporte. A
carga de transporte esta relacionada ao aporte de amdnia no sistema de transporte;
Goncalves et al.,, 2010 realizaram um trabalho com densidade de transporte com
juvenis de curimbata (Prochilodus lineatus), com peso médio de 25,1g, testando trés
densidades (100; 150 e 250 g/L), avaliando parametros sanguineos indicadores de
estresse, e concluiram que a pior densidade de transporte foi a de 250 g/L e a mais
adequada, encontrada por inferéncia matematica, foi a de 200 g/L.

Os parametros de qualidade da agua de transporte (principalmente: pH,
oxigénio dissolvido, temperatura, amonia ionizada e nao-ionizada, alcalinidade,
dureza e condutividade elétrica) devem estar dentro da faixa de conforto

estabelecida para a espécie transportada, devendo observar, principalmente, a
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temperatura da agua, os niveis de amébnia e a concentracdo de oxigénio na agua.
Kubitza (1998) recomenda que a temperatura da agua deve estar ligeiramente
abaixo da temperatura de conforto dos peixes em transporte de modo a reduzir a
velocidade do metabolismo dos animais.

O transporte pode ser uma atividade estressante para 0s peixes que se nao
realizada de forma correta pode causar, de forma indireta, doencas e mortalidade
dos peixes apoOs soltura nas unidades de criacdo. A adicdo de substancias
profilaticas e anestésicos na agua de transporte sdo medidas que permitem reduzir
prejuizos apos o transporte. O cloreto de sédio (Na'Cl") é o profilatico de uso mais
popular na aquicultura. Possui baixo custo e facilidade de aquisi¢céo, de facil acesso
no mercado e, se adicionado na quantidade correta, ajuda a manter o equilibrio
osmotico, estimula a producdo de muco nos peixes, atuando no controle de doencas
causadas por bactérias e fungos, e pode ser utilizado em diversas rotinas da
piscicultura (KUBITZA, 2007). Urbinati; Carneiro (2006), estudando a a¢édo do sal
sobre o estresse durante o transporte de matrinxa (Brycon amazonicus) observaram
gue a quantidade de 6g/L de sal na agua foi o suficiente para atenuar o estresse dos
animais. Além do sal, o uso de medicamentos é outra medida para conter agentes
patogénicos que podem se aproveitar da fragilidade imunoldgica causada pelo
estresse do manejo. Carvalho et al. (2009) utilizaram o probi6tico Efinol®L no
transporte de juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) e observaram melhor
retorno a normalidade nos parametros indicadores de estresse do quem nos peixes
transportados sem o probidtico.

Outro grupo de substancias que estdo sendo amplamente estudadas como
mitigadores do estresse no manejo dos peixes sdo 0s anestésicos, que, de forma
generalizada, atuam sobre o sistema nervoso de forma a diminuir a reacdo dos
animais aos agentes estressores. Devido a tematica deste trabalho, estas
substéncias serdo abordadas a parte nesta reviséo, no item 2.4.

2.3ESTRESSE

Estresse, de forma geral, pode ser definido como uma resposta nao

especifica do organismo a uma situacdo a qual € submetido, e esta resposta quase
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sempre acarreta um gasto extra de energia para a adaptacdo a condicdo submetida
e restabelecimento da homeostase (MARTINEZ-PORCHAS et al, 2009). Contudo, se
estes estiverem sujeitos a estresse intenso ou prolongado, a homeostasia pode néo
ser reestabelecida, ocorrendo prejuizos ao seu estado de saude (OLIVEIRA;
GALHARDO, 2007).

A rotina de manejo da aquicultura como despesca, embalagem, vacinacao e
transporte submetem os peixes ao estresse que em demasia pode acarretar reducéo
de crescimento, doencas e mortalidade (BENDHACK, 2004). Segundo Brandao et al
(2006), as respostas ao estresse podem ser divididas em: Respostas Primérias:
caracterizadas por alteragcbes hormonais; Respostas Secundarias: mudancas de
parametros bioguimicos e fisioldgicos; Respostas Terciarias: Comprometimento do
desempenho, mudancas no comportamento e aumento da susceptibilidade a
doencas.

As respostas primarias sdo consideradas reacfes de alarme, que se
caracteriza por uma rapida alteracdo fisiolégica, que € seguida pelas respostas
secundarias, fase em que o organismo tenta se adaptar as modificacbes ambientais
com o objetivo de recuperar a homeostase, e se 0 agente estressor for muito
persistente ocorre a exaustdo, caracterizada pelas respostas terciarias (DINIZ;
HONORATO, 2012).

Primeiramente, os agentes estressores sdo detectados pelo organismo e a
informacéo chega ao encéfalo e ocorre a liberacdo das catecolaminas (adrenalina e
neuroadrenalina) e corticosteroides, principalmente cortisol; a presenca das
catecolaminas e corticosteroides na corrente sanguinea acarretam as alteracdes
secundarias como a elevacdo da taxa de captacdo de oxigénio, hiperglicemia e
alteracdes no fluxo de ions na corrente sanguinea (MARTINS et al, 2000; OBA et al,
2009).

A diminuicdo dos efeitos negativos do estresse sdo objetivos relevantes
especialmente para espécies com comportamento agressivo. Merighe et al. (2004)
estudando a interferéncia da cor do ambiente sobre as respostas metabdlicas de
estresse em tilapias, peixes conhecido pelo seu comportamento territorialista,
constatou que existe a interferéncia da cor das estruturas de criacdo sobre os
indicadores de estresse em tilapias, recomendando as cores preta e verde para

manutencao da espécie.
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A tolerancia ao estresse e, consequentemente, maior resisténcia aos seus
efeitos nocivos esta relacionada ao estado sanitario dos peixes antes do contato
com o agente estressor. Luz (2007), em seu trabalho com larvas de apaiari
(Astronotus  ocellatus), pacu (Piaractus mesopotamicus) e  surubim
(Pseudoplatystoma corrunscans) constatou que larvas que foram alimentadas com
alimento vivo de melhor qualidade nutricional (Artemia salina) apresentaram melhor
sobrevivéncia apds passarem por situacdo de estresse. Muitas pesquisas sao feitas
para averiguar os efeitos negativos do estresse mesmo apos a exposi¢cado ao agente
estressor. Takahashi et al. (2006), investigaram o efeito do ambiente de estocagem
sobre os parametros sanguineos indicadores de estresse apO0s o transporte de
juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) e observaram que existe uma influéncia
do ambiente de estocagem sobre os niveis de cortisol e glicose sanguinea dos
peixes, sendo que viveiros de terra demonstraram ser mais efetivos em trazer os
peixes ao estado de homeostasia.

O estresse € apontado, juntamente com nutricdo deficiente e ma qualidade de
agua de criacdo, como um dos principais agentes facilitadores da acdo de
organismos patogénicos como bactérias do género Streptococcus, causadoras de
enfermidades que podem levar a sérios prejuizos financeiros (FIGUEIREDO; LEAL,
2008). Entao, é importante para o sucesso da criacdo que o estresse causado pelo
manejo dos peixes seja minimo e utilizar métodos para controle dos efeitos
negativos do estresse durante e apds as atividades de manejo e uma das opcdes
para tal é o uso de substéncias indutoras a anestesia como uma oOpc¢ao
(HOLLOWAY et al., 2004; BENOVIT et al., 2012; BECKER et al., 2012).

Carter et al. (2011) citam que o uso de anestésicos durante o manejo dos
peixes interfere nos parametros indicativos de estresse e podem atenuar os efeitos
negativos do estresse. Fato que foi observado por Small (2003) que constatou a
eficacia de diferentes anestésicos, naturais e sintéticos, sobre os niveis de cortisol
de juvenis de bagre-do-canal (Ictalurus punctatus). Apesar de o uso de anestésicos
representar uma boa alternativa para a reducdo do estresse dos peixes na
aquicultura, seu uso deve ser feito com cautela, Bressler; Ron (2004), estudando os
efeitos do 6leo de cravo e da benzocaina sobre os indicadores de estresse e sobre o
sistema imunologico inato de Sparus aurata observou que houve uma acdo de
reducdo nos niveis de cortisol sanguineo dos peixes para ambos os anestésicos,

porém, a benzocaina causou depresséo no sistema imunoldgico inato dos peixes.
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2.4USO DE SUBSTANCIAS ANESTESICAS NO TRANSPORTE DE PEIXES

O uso de técnicas de sedacdo e anestesia datam da antiguidade. Jones
(2002) cita que os relatos mais antigos do emprego destas técnicas datam do século
XV a.C., na Babilénia. Anestésicos, de forma geral, sdo utilizados para reduzir a
atividade mental e fisica de forma a facilitar o manejo e reduzir o sofrimento gerado
pelas rotinas que possam representar riscos aos animais. Hotzel; Pinheiro Machado
Filho (2004), no ensaio intitulado “Bem-estar Animal na Agricultura do Século XXI”,
citam que em qualquer atividade que possa gerar algum desconforto aos animais
devem-se buscar estratégias para mitigar o sofrimento destes, e indica o uso de
substancias anestésicas e sedativas como um destes métodos.

Como dito, na piscicultura os peixes estéo sujeitos a situacdes potencialmente
estressoras, dentre elas o transporte. Para a minimizacao do estresse e seus efeitos
durante e apds o transporte, muitos estudos recomendam o uso de substancias
anestésicas adicionadas a agua do transporte em dosagens especificas para cada
anestésico, com a finalidade de desacelerar a taxa metabdlica dos peixes em
transporte (ROUBACH; CARVALHO, 2001; ANTUNES et al., 2008; SOUZA et al.,
2012). De forma geral, os anestésicos afetam o sistema nervoso central, porém
todas as substancias indutoras podem possuir particularidades no seu mecanismo
de acédo (LONGLEY, 2008).

Segundo Coyle et al. (2004), a inducdo a anestesia em peixes ocorre em
estagios, que de forma geral podem ser classificados em: sedacdo, anestesia,
anestesia cirargica e, se ndo posto para retorno em agua sem o anestésico, morte.
Os mesmo autores afirmam que um bom anestésico para peixes € aquele que induz
e possibilita o retorno ao estado normal de forma rapida. Diferentes autores
descrevem estes estagios de forma mais detalhada ou criam sub-estdgios: Sedacao
Leve; Sedacdo Profunda; Narcose; Anestesia Profunda; Anestesia Profunda e
Colapso Medular, definindo os sinais de cada estagio (TEIXEIRA et al., 2011). Ou
definem a descricdo dos sinais de reacdo do peixe em cada estagio e os denomina
através de numeros (BITTENCOURT et al., 2012).
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A principal forma de administracdo de anestésicos para peixes € pela adicédo
na agua, de forma que a substancia seja absorvida pelas branquias. Hockzaryk;
Inoue (2009), trabalhando com pirarucus com peso médio de 6,1 kg, tiveram
resultados satisfatorios aspergindo anestésico diretamente nas branquias dos
peixes. Sdo conhecidas muitas substancias com finalidade de indugéo a anestesia
em peixes, dentre as sintéticas as mais conhecidas sdo: a benzocaina, a quinaldina,
a tricaina metasulfonato (MS-222) e o 2-fenoxietanol (ROUBACH et al., 2001;
INOUE et al., 2004; FACANHA; GOMES, 2005).

Além dos estudos sobre a eficiéncia de novas substancias anestésicas de
origem sintética, muitos estudos objetivam desenvolver protocolos de sedacdo e
anestesia de peixes com substancias naturais. O principal motivador destes esfor¢os
em desenvolver tecnologias com base em produtos naturais é a preocupacdo com
os efeitos que substancias sintéticas podem gerar no meio ambiente (SILVA et al.,
2005). Existem experiéncias bem sucedidas de sedacdo de peixes com muitos
anestésicos naturais como o eugenol, mentol e outros extratos de plantas com
propriedades sedativas (INOUE; MORAES, 2007; GONCALVES et al., 2008;
BENOVIT et al., 2012; BECKER et al., 2012).

2.5BEM-ESTAR DE PEIXES

Bem-estar animal € a nocao ética relacionada ao tratamento com os animais
e, apesar do recente destaque que € dado a este conceito, ndo se trata de um
conjunto de valores novos para a humanidade (SILVA et al., 2011). Broom (2011)
destaca que a origem do conceito de bem-estar animal se baseia na filosofia
consequencialista, ou seja, de que existe a responsabilidade do agente sobre todas
as consequéncias de uma acédo, sejam elas intencionais ou ndo. E atualmente esta
preocupacgao tem criado barreiras no mercado consumidor internacional, o que tem
despertado, no Brasil, a atencdo dos criadores para este tema (QUEIROZ et al.,
2014).

Existem diferentes esfor¢cos para estudar os indicadores de bem estar animal
nas distintas areas da agropecuaria, principalmente devido as restricdbes comerciais.

Malafaia et al. (2011) estudaram os distirbios comportamentais ndo associados a



25

doencas em ruminantes e atribuem que estes distirbios estdo associado ao bem-
estar dos animais. Nordi et al, (2012) estudaram o bem-estar de codornas (Coturnix
coturnix japonica) em diferentes sistemas de confinamento. Ainda estudando o grau
de bem-estar em aves, Bonamigo et al. (2011) estudaram a influencia de diferentes
densidades de lotacdo no bem-estar de frangos de corte. Assim como para as outras
criagfes, na aquicultura também existe esta preocupacao. Na aquicultura os animais
podem sofrer, principalmente, com elevadas densidades de estocagem e ma
qualidade de agua, porém, comparando com outros animais de criagdo, sdo poucas
das informacOes sobre estes problemas sobre o bem-estar dos peixes e como
soluciona-los (MATHENY; LEAHY, 2007).

Apesar da pouca informacdo sobre os indicativos de bem-estar animal para
animais aquaticos, as pesquisas para definicdo destes existem e sdo crescentes.
Dentro da aquicultura, o principal segmento é a piscicultura representando a maior
parte da producdo aquicola no mundo e segundo Galhardo; Oliveira (2006), a
preocupacdo com 0 bem-estar para peixes é tdo valida quanto para outros animais
de producéo.

As particularidades comportamentais e fisiologicas das espécies de peixes
podem representar um desafio aos estudos do bem-estar de peixes. Volpato (2007),
em seu ensaio sobre consideracdes metodoldgicas sobre os testes no bem-estar de
peixes, cita que a capacidade de captar estimulos nocivos, seja dor ou qualquer
outro sinal de sofrimento, tem sido o balizador para estudos em bem-estar e que
estudos comportamentais sdo necessarios para convalidar a presenca de
sofrimento.

Muitas pesquisas em bem-estar animal sdo recentes, e a comunidade
cientifica estd cada vez mais atenta aos métodos empregados nos testes com
animais dentro das instituicdes de pesquisa (MOLENTO, 2007). Segundo Borges et
al., (2013), as instituicbes de ensino sdo responsaveis pela postura ética dos
profissionais formados com elas, no que diz respeito ao bem-estar animal. Para a
utilizacdo dos animais em trabalhos cientificos, a Lei n® 11.794/ 2008, orienta de
forma clara os procedimentos para execucdo de experiéncias cientificas com
animais de forma a reduzir o sofrimento das cobaias, inclusive determina a criacao
dos comités de ética para avaliar os métodos empregados em testes com animais.

Entretanto, quando se trata de bem-estar para animais em criacdo, a legislacdo -
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Instrucdo Normativa MAPA n° 56/ 2008 - ainda é insipiente e n&o estabelece
parametros técnicos para a criagdo consciente dos animais para consumo humano.

Na Unido Europeia a legislacéo vigente sobre bem-estar animal é vasta, ao
ponto de haver um plano estratégico que define diretrizes dos investimentos em
estratégias para o bem estar animal (EUROPEAN COMISSION, 2012). O que reflete
a preocupacgao do mercado consumidor com a origem e a forma com que 0s peixes
consumidos foram criados. Apesar de estudos apontarem que o mercado
consumidor brasileiro ndo € tdo exigente com relacdo ao bem-estar dos animais na
decisdo de compra, como acontece em outros paises (BONAMIGO et al., 2012), a
comunidade cientifica brasileira ja reage negativamente & projetos de pesquisa que
nao obedecem as diretrizes para o bem-estar animal nas pesquisas académicas
(FEIJO, 2006).
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3.1 DOSE OTIMA PARA SEDACAO DE MATRINXA (Brycon amazonicus) COM
EUGENOL, MENTOL E PROPOFOL.

3.1.1 Resumo

Dentre os anestésicos disponiveis o eugenol, o mentol e o propofol sdo substancias
de facil aquisicdo e ja utilizados na anestesia de algumas espécies de peixes,
porém, para espécies nativas, a literatura sobre o tema ainda é escassa. O objetivo
do presente trabalho foi definir as doses 6timas para sedacao de juvenis de matrinxa
com o mentol, o eugenol e o propofol. Os peixes foram submetidos & sedacéo e
recuperacdo em aquarios distintos, com oxigenacdo constante. Para definicdo dos
tempos de acdo esperada dos anestésicos considerou-se o tempo de permanéncia
em estado normal, tempo para completa anestesia, tempo de permanéncia em
anestesia cirlrgica e tempo necessario para a recuperacdo. Os parametros de
qualidade de agua se mantiveram dentro da faixa de conforto da espécie. Os trés
anestésicos se mostraram eficientes na sedacdo dos animais, possibilitando a
definicdo de doses seguras para a sedacdo dos peixes e as doses testadas

influenciaram nos tempos necessarios para a completa sedacao e recuperacao.

Palavras-chave: Estagios de sedacdo; Recuperacdo; Anestésicos sintéticos e

naturais.
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3.1.2 Introducéao

A aquicultura é a alternativa para atender a crescente demanda mundial por
carne de pescado e sua atividade em ambito mundial apresenta franco crescimento
enquanto o montante da produc¢éo oriunda da captura esta estagnado (FAO, 2014).
No Brasil, 0 consumo de carne de pescado ainda esta abaixo do recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude, recomenda-se o consumo 12 kg/habitante/ano,
porém o consumo de pescado no Brasil passou de cerca de 6,5 kg para 9,0 kg/
habitante/ na ultima década (SIDONIO et al., 2012). A producdo aquicola nacional
cresceu cerca de 40% no triénio 2008-2010, este crescimento esta ligado ao
desenvolvimento tecnoldgico e expanséo do setor (MPA, 2012).

O matrinxd € um peixe nativo da Bacia Amazbnica, de grande importancia
econdmica para a pesca comercial e esportiva nessa regido (SANTOS-FILHO;
BATISTA, 2009). Destaca-se pelo rapido crescimento, boa conversédo alimentar e
facilidade na inducdo hormonal para reproducdo artificial, estas caracteristicas
indicam o matrinxd como uma espécie com potencial para a aquicultura (TAVARES-
DIAS et al., 1999). A maior dificuldade na criacdo deste peixe € seu comportamento
naturalmente agressivo, cujos sinais sdo observados j& nas fases jovens. E devido a
este fato, a espécie tem sido objeto de estudo em muitos trabalhos que buscam a
reducdo dos efeitos negativos do estresse (ABREU et al., 2006; HOSHIBA et al.,
2009).

Durante a criagdo 0s peixes estao sujeitos a muitos agentes estressores que,
em casos extremos, podem afetar a saude e o bem-estar dos animais; o uso de
anestésicos € uma alternativa para a reducéo dos efeitos nocivos do estresse sobre
os animais (ASHLEY, 2006). No mercado existem varios anestésicos sintéticos e
naturais que podem ser utilizados como sedativos de peixes, por exemplo a
benzocaina, 2-phenoxietanol, tricaina metano-sulfonato e, mais recentemente, 6leos
essenciais de plantas com propriedades sedativas (INOUE et al., 2004; HOLLOWAY
et al., 2004; FACANHA et al., 2005; BECKER et al., 2012; BENOVIT et al., 2012).
Assim, muitas destas substancias anestésicas com potencial para utilizacdo na
piscicultura séo de facil aquisicdo no mercado, porém a literatura sobre o tema ainda

é escassa.
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O eugenol (C1poH120,) é um Oleo essencial extraido de plantas do género
Eugenia que possui multiplos usos, sendo utilizado principalmente como antisséptico
e anestésico local. Existem muitas experiéncias positivas de sua utilizacdo como
anestésico para muitas espécies de peixes como o lambari, esturjdo, tilapia e a
piraputanga (PEREIRA-DA-SILVA et al., 2009; IMAPOOR et al.,, 2010; DELBON,;
RANZANI PAIVA, 2012; FABIANI et al.,2013). Por ser um composto de baixa
solubilidade em agua, para utilizar o eugenol € comum que seja feita a diluicdo em
etanol (SOUZA et al., 2012).

Outro composto natural, mentol (C10H200) pode ser utilizado como sedativo
para peixes. Oriundo de plantas do género Mentha, é um composto ceroso, cristalino
de cor branca ou transparente e é comumente utilizado na industria de perfumaria
(RIZZO et al., 2009). Sua funcao anestésica ja foi constatada em tildpia-do-Nilo,
dourado, tambaqui e cachara (SIMOES; GOMES, 2009; PADUA et al., 2010;
SANCHEZ et al., 2014*;SANCHEZ et al., 2014°). Dada a sua natureza sélida, a sua
utilizacao requer prévia dissolucdo, geralmente utilizando-se o etanol como diluente.
Apesar de seu efeito sedativo, seguranca na manipulacéo e facilidade na aquisicao,
o0 mentol é pouco utilizado e a literatura sobre seus efeitos sobre os peixes ainda é
escassa.

O propofol (C12H180) € um anestésico amplamente utilizado na medicina
humana e veterinaria. E um farmaco cuja acéo é de curta duracéo e é rapidamente
eliminado do organismo, sendo geralmente administrado de forma intravenosa
(OLIVEIRA et al., 2007). Devido a sua pouca solubilidade em agua, o propofol é
normalmente comercializado sob a forma de emulsao (1%) (TAMANHO et al., 2013).
O propofol é lipofilico e € metabolizado predominantemente no figado (IVANO et al.,
2010). Quanto a sua aplicacdo na piscicultura, Gregory et al. (2003) tiveram sucesso
na sedacdo de estujao do México utilizando o propofol associado a outras drogas
sintéticas, Gressler et al. (2012) constataram sua eficiéncia na sedacao de jundia.
GholipourKanani; Ahadizadeh (2013) observaram sucesso na sedacdo de kinguio
com sua utilizacdo. Apesar das experiéncias positivas, a literatura que aborda a
acao deste farmaco na sedacao de peixes € muito mais escassa quando comparada
ao quantitativo de trabalhos que foram realizados para outros anestésicos como a
benzocaina e a tricaina metano-sulfonato (MS-222).

A sedacdo nos peixes ocorre em diferentes estagios que vao desde a

diminuicdo da resposta a estimulos externos até a completa perda de equilibrio,
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movimentos corporais e respiratorios (PARODI et al.,, 2012). O estado normal de
atividade é o ponto de partida para as avaliacbes do comportamento dos peixes ao
ter contato com o anestésico. O primeiro sinal de anestesia € a reducdo dos
batimentos operculares e perda de reacdo a estimulos externos, como o0 toque e
estimulos visuais, neste estagio ndo ocorre perda de equilibrio (GIMBO et al., 2008;
TEIXEIRA et al., 2011). ApOs este estagio, ocorrem as alteracbes no equilibrio
natatério do peixe (SIMOES et al., 2010), inicialmente a natacdo é comprometida,
torna-se irregular e desorientada até que o peixe perde totalmente o equilibrio
natatorio. Apos a perda total do equilibrio o peixe ndo se movimenta, os batimentos
operculares se tornam minimos e, caso a sedacdo seja continuada, o peixe pode
morrer (ANSCHAU et al,. 2014).

Da mesma forma que a sedacao, a recuperacdo também ocorre em estagios
sequenciais, iniciando com a regularizagdo dos batimentos operculares,
posteriormente iniciam-se 0S movimentos corporais, inicio de recuperacdo da
natacdo e recuperacdo de natacdo normal (ZAHL; SAMUELSEN, 2012). O objetivo
deste trabalho foi definir a dose O6tima para anestesia cirdrgica de juvenis de

matrinxa (Brycon amazonicus) utilizando eugenol, mentol e propofol.
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3.1.3 Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de Nutricho e Producédo de
Espécies Ornamentais (LNPEO) do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e
Tecnologia do Espirito Santo (IFES), Campus de Alegre - ES. Os peixes foram
obtidos por meio de reproducéo induzida por extrato de hipéfise de carpa-comum
(Cyprinus carpio) seguindo o método descrito por Woynarovich; Horvath (1983), e
posteriormente levados para crescimento em tanques-rede de malha 1 mm
instalados em viveiros escavados na dependéncias do IFES Campus de Alegre - ES.

A alimentacdo foi realizada duas vezes ao dia, com racao extrusada (32%PB)
fornecida a lanco até a saciedade. Antes do experimento, 0S juvenis permaneceram
por 24 horas sem alimentacdo. No experimento foi utilizada agua tratada posta para
decantagédo em caixa d’agua de polietileno por 48 horas para eliminagéo do cloro.

Foram utilizados 120 juvenis com peso médio de 4,44+0,95g e comprimento
total médio de 7,29+0,47cm. Os peixes foram medidos com paquimetro analdgico e
pesados em balanca digital com precisdo de 0,0001g. Oxigénio dissolvido e
temperatura da agua foram monitorados com oximetro microprocessado modelo DO-
5519, o pH da agua foi mensurado com peagametro digital modelo PH-0016.

Os peixes foram, individualmente, submetidos a inducdo anestésica em
aguario de vidro contendo um litro de agua contendo as doses dos anestésicos
testados (Tabela 1) e apds o fim do dltimo estagio de sedacédo, foram rapidamente
deslocados para recuperacdo em outro aquario contendo 13 litros de agua, sem
anestésico e com oxigenacdo constante. Foram observados os estagios de sedacéao
e recuperacao descritos na tabela 2.

Tabela 1: Doses de eugenol, mentol e propofol utilizadas na sedacéo de juvenis de
matrinxa.

Anestésico Dose (mg/L)

Eugenol 50,0; 100,0; 150,0; 200,0.
Mentol 100,0; 125,0; 150,0; 175,0.
Propofol 2,0; 4,0; 6,0; 8,0.

Para determinar o tempo de sedacdo e permanéncia em cada estagio de
sedacdao pré-definido, foi utilizado um cronometro digital. Adotou-se o0 tempo méaximo

de observacdo de 30 minutos para 0s peixes no aquario de recuperacao, aqueles
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gue ndo se recuperassem neste tempo foram considerados como néo recuperados
(VIDAL et al., 2008).

Tabela 2. Estagios de sedacgdo observados utilizando eugenol, mentol e propofol
como anestésico para juvenis de matrinxa.

Estagio Descri¢cao do estagio

Normal Reacdes e natacédo normal

Sedacao leve Perda de reacdo a movimentos visuais e ao toque.
Anestesia leve Perda parcial de equilibrio.

Anestesia profunda Perda total de equilibrio.

Anestesia cirdrgica Movimento minimo dos opérculos, e peixes estéticos.
Recuperado Natacdo normal.

Foi realizado um experimento para cada anestésico. Todos em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com quatro tratamentos e considerando cada peixe
como uma repeticdo (n=10). O eugenol (1000 mg/L) e os cristais de mentol foram
adquiridos em farmacia de manipulacdo e diluidos em alcool 93° na proporcéo de
1:10. As ampolas de propofol foram mantidas sob refrigeragdo, conforme
recomendacdo do fabricante. Os dados referentes ao tempo para a sedacgao
completa (anestesia cirurgica), tempo de permanéncia em anestesia cirdrgica e

tempo de recuperacédo foram analisados utilizando software Sisvar 5.3®.
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3.1.4 Resultados e discussao

Os valores dos parametros de qualidade agua avaliados durante o presente
experimento (Tabela 3) se mantiveram na faixa de conforto para a espécie
(KUBITZA, 2003).

Tabela 3: Valores dos paréametros de qualidade de &gua verificados durante
experimentos de sedacao de juvenis de matrinxd com eugenol, mentol e propofol.

Parametros de qualidade de agua

Etapa de sedacéo Temp. inducéo Temp. Oxigénio Ph
(°C) recuperacao dissolvido
(°C) (mg/L)
Sedacao com eugenol 26,9+0,78 25,2+1,60 6,7+0,80 7,8+0,31
Sedacao com mentol 24,9+0,37 24,5+0,28 6,5%+1,30 7,9%0,17
Sedacao com propofol 23,9+0,36 23,9%0,39 6,9+0,84 7,910,44

Média + Desvio padrao.

3.1.4.1 Sedacédo com eugenol

N&o houve mortalidade durante o experimento de sedacdo com eugenol. Ao
serem postos para sedacéo, 0s peixes apresentaram hipertatividade caracterizada
pela movimentacao euférica no aquario, que diminuiu a medida que a sedacao foi
intensificada. Este fenbmeno também foi observado na utilizacdo do eugenol em
algumas outras espécies de peixes (VIDAL et al., 2008; SANCHEZ et al., 2014").

As doses de 50 e 100 mg/L apresentaram 0s maiores tempos de permanéncia
em estado normal, ocorrendo, a partir de 100 mg/L, diminuicdo progressiva nesta
variavel com o aumento da dose (Tabela 4). Observou-se que quanto menor a dose,
maior foi o tempo necesséario para anestesia total. O aumento da concentracdo do
anestésico na agua pode ter acelerado o processo de sedacgao, este efeito também
foi observado na utilizacdo do eugenol na sedacao de juvenis de matrinxa (VIDAL et
al., 2007), pirapitinga (SLADKI et al., 2001) e piraputanga (FABIANI et al., 2013).
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Tabela 4: Tempos, em segundos, de permanéncia em estado normal, para anestesia
total, de permanéncia em anestesia total e de recuperagcédo da natagcdo normal de
juvenis de matrinxa sedados com eugenol em diferentes doses (mg/L).

Variaveis
Dose Permanénciaem Anestesia Total Permanéncia em Recuperacao
Normal (CV) (CV) Anestesia Total (CV) (CV)

50 10,4 (18,85%)*  247,6 (15,29%) 152,1+38,81 (25,52%) 201,2 (12,32%)*

100 11,2 (30,89%)* 65,9 (32,37%)  39,2+16,14 (41,86%) 289,9 (28,89%)**

150 7,4 (16,22%) 47,4 (33,38%)  28,2+14,48 (51,35%) 302,4 (29,09%)**

200 5,8 (27,59%) 33,6 (46,64%) 10,2+2,64 (25,88%) 199,0 (37,83%)*
Médias acompanhadas com o mesmo numero de asteriscos (*,**) ndo diferem entre si, nas
colunas, por ANOVA (p<0,05). Permanéncia em Normal: Y= -0,0002X2 + 0,0248X + 10,1;
R2= 87,98%. Anestesia Total: Y= 0,0168X? - 5,5185X + 473,63; R2= 95,83%. Permanéncia
em Anestesia Total: Y= 0,0095X2 - 3,2459X + 285,23; R2= 95,21%. Recuperacdo: Y= -
0,0192X2 + 4,8143X + 6,525; R2= 99,15%.

Para a recuperacao (tabela 4) observou-se que as doses de 50 e 200 mg/L
causaram 0s menores tempos para retorno, enquanto as doses de 100 e 150 mg/L
levaram os peixes a um tempo maior para completa recuperag¢do. Em carpa-comum,
Bittencourt et al. (2013) observaram que ndo houve diferenca significativa entre os
tempos de recuperacao, independente da dose de eugenol a qual os peixes foram
submetidos. Apesar de ndo se conhecer de forma aprofundada o metabolismo do
eugenol no organismo dos peixes, 0 efeito ocorrido neste experimento pode estar
ligado a forma com que o eugenol € metabolizado pelo organismo, podendo existir
uma faixa que potencialize o tempo de permanéncia na sedacdo de matrinxd com
eugenol retardando sua recuperacao.

Com base na equacdo obtida para o tempo necessario para a completa
sedacdo, observou-se que 164,24 mg/L foi a dose que causou 0 menor tempo para
a anestesia cirurgica, cerca de 20 segundos. Porém, esta dose oferece pouco
tempo de permanéncia no estagio de anestesia total o que reflete em uma margem
de seguranca muito curta, cerca de 8 segundos. Baseando-se na equacdo para a
completa recuperacado, a dose que causou maior tempo de recuperacao foi 125,37
mg/L, esta dose causou tempo de retorno de 308 segundos, para esta dose o tempo
necessario para anestesia total foi de 45 segundos e o tempo de permanéncia em
anestesia cirurgica (margem de seguranca) foi de 27 segundos. Comparando estes
valores com os valores exibidos na tabela 4, observa-se que a dose de 100 mg/L foi
mais efetiva do que as demais, por propiciar rapida sedacdo e recuperagdo e uma

boa margem de seguranca.
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3.1.4.2 Sedagdo com mentol

Ao entrar em contato com a dgua com anestésico, 0S peixes apresentaram
aumento na frequéncia de batimentos operculares, o que se normalizou no decorrer
da sedacdo. Durante o experimento de sedacdo com mentol ocorreu mortalidade
nas doses de 125 e 150 mg/L, 1 peixe em cada tratamento. A literatura sobre a
utilizacdo do mentol como anestésico em matrinxd ou mesmo peixes do género
Brycon é escassa, mas para outras espécies nao ha relatos de que o uso do mentol,
nas mesmas doses utilizadas no presente trabalho, tenha causado mortalidade dos
peixes (FACANHA et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2011). A mortalidade ocorrida neste
experimento, mesmo que muito baixa, ocorreu nos tratamentos que permaneceram
por mais tempo em anestesia total e pode estar relacionada a prolongada exposi¢cédo

ao anestésico.

Tabela 5: Tempos, em segundos, de permanéncia em estado normal, para anestesia
total, de permanéncia em anestesia total e de recuperacdo da natagdo normal de
juvenis de matrinxa sedados com mentol em diferentes doses (mg/L).

Variaveis

Dose Permanéncia Anestesia Total Permanéncia em Recuperagéao

em Normal (CV) (CV) Anestesia Total (CV) (CV)
100 10,5 (30,76%)*  200,9 (77,57%) 98,8 (54,63%) 199,6

(16,58%)

125 18,8 (36,91%)  285,4 (53,57%) 204,2 (5,90%) 373,5 (5,34%)*
150 15,2 (21,18%) 430,7(41,55%) 346,2 (8,45%) 379,3 (3,99%)*
175 10,6 (16,98%)*  304,7 (31,10%) 110,5 (18,89%) 304,7 (3,83%)

Médias acompanhadas com o mesmo numero de asteriscos (*) ndo diferem entre si, nas
colunas, por ANOVA (p<0,05). Permanéncia em Normal: Y= -0,0052X? + 1,4058X — 77,935;
R2= 87,65%. Anestesia Total: Y= -0,0842X2 + 24,982X — 1471,9; R2= 79,59%. Permanéncia
em Anestesia Total: Y= -0,1326X2 + 36,83X — 2179,2; R?= 73,11%. Recuperacdo: Y= -
0,0994X2 + 28,619X — 1664,0; R2=98,17%.

Observou-se que o aumento da dose da solugédo de mentol ndo reduziu os
tempos de permanéncia em estado normal, anestesia total e permanéncia em
anestesia total. Diferente do que foi observado em outras espécies, cujos tempos
para anestesia total decresceram & medida que a dose foi aumentada (PADUA et
al., 2010; SOUZA et al.,, 2012). Para a recuperacdo, as doses que geraram 0S

maiores tempos para completo retorno, foram aquelas que apresentaram maiores
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tempos de permanéncia em anestesia total, efeito que pode estar relacionado a
maior quantidade de anestésico absorvida durante o processo de sedacao.

Ao utilizar o mentol em dourado (Salminus brasiliensis), Padua et al, 2010 néo
observaram esta relagdo. Como sedativo para tilapia (Oreochromis niloticus),
Goncalves et al. (2008) nao observaram diferenca significativa no tempo de retorno
entre as diferentes doses de mentol testadas. Porém, na sedacdo de robalo
(Centropomus paralellus) com mentol, Souza et al, 2012 observaram que quanto
maior a dose de mentol utilizada sobre os peixes, maior foi o tempo necessario para
recuperacdo dos movimentos normais. O mecanismo de acdo do mentol como
anestésico para peixes € pouco conhecido, necessitando de maiores
esclarecimentos sobre o seu metabolismo nas diferentes espécies de peixes.

A equacdo encontrada para o tempo de anestesia total e recuperacao
apontam que a dose que causou maior tempo para anestesia total foi 146,95 mg/L,
esta dose levaria 0os peixes a anestesia cirdrgica em 381 segundos, margem de
seguranca (permanéncia em anestesia cirargica) de 369 segundos e recuperacao
em 395 segundos. A equacdo de recuperacdo mostrou que a dose que apresentou
maior tempo para a recuperacao foi 143,1 mg/L, esta dose sedaria 0s peixes, até a
anestesia cirurgica, em 378 segundos, tem como margem de seguranca o tempo de
375 segundos e possibilita a recuperacdo em 396 segundos. Comparando 0s
valores dos estagios de sedacdo avaliados apresentados na tabela 12 e os valores
obtidos através das equacfes de tempo de anestesia total, tempo de permanéncia
em anestesia (margem de seguranca) e tempo para a recuperagdo, constatou-se
que a dose de 100 mg/L de mentol proporcionou rapida sedacdo e recuperacao,
bem como uma boa margem de seguranca aos peixes para a sedacdo, sendo

portanto recomendada para a sedac¢ao de juvenis de matrinxa.

3.1.4.3 Sedacéo com propofol

N&o ocorreu mortalidade dos peixes durante o teste de sedacdo de juvenis de
matrinxd com o propofol, e ndo foi observado nenhum tipo de hiperatividade dos
peixes ao entrarem em contato com a agua com anestésico, mesmo nas maiores

doses. Tanto no tempo de anestesia total quanto na permanéncia em anestesia total
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(tabela 6), 0 aumento da dose utilizada reduziu os tempos destas variaveis. Porém,
para o tempo de recuperagdo, ndo ocorreu diferenca significativa entre as doses
testadas.

GholipourKanani; Ahadizadeh (2013), avaliando diferentes doses de propofol
em Caracius auratus, observaram efeito similar e constataram que houve efeito
aditivo da dose sobre os tempos para completa anestesia e que nédo houve diferenca
significativa entre os tratamentos para o tempo de recuperagdo. Com o aumento da
dose, a concentracdo de propofol na agua também aumenta, podendo causar
reducdo nos tempos de laténcia. O propofol € um anestésico lipofilico, de rapida
acao e eliminacéo do organismo (SIMONI et al., 2013), fato que pode ter colaborado
para que nao tenha ocorrido diferenca significativa entre os tempos de recuperacao.

Gressler et al. (2012) observaram, utilizando propofol em juvenis de jundias
de diferentes faixas de peso, que os tempos de recuperacdo nao diferiram entre
animais com a mesma faixa de peso, porém houve diferenca significativa entre as
diferentes faixas de peso avaliadas. Gomulka et al. (2014) avaliaram os parametros
fisiolégicos do Coregonus lavaretus e observaram que mesmo causando estresse
moderado nos peixes, o propofol € um um anestésico seguro pois as alteracdes
fisiologicas observadas se normalizaram ap6s 24 horas de recuperacao.

Tabela 6: Tempos, em segundos, de permanéncia em estado normal, para anestesia
total, de permanéncia em anestesia total e de recuperacdo da natacdo normal de
juvenis de matrinxa sedados com propofol em diferentes doses (mg/L).

Variaveis
Dose Permanéncia Anestesia Total Permanéncia em Recuperacgéo
em Normal (CV) (CV) Anestesia Total (CV) (CV)
2,0 20,60 (34,32%) 683,2 (33,75%) 484,0 (43,00%) 338,8 (37,63%)*
4,0 10,78 (23,84%)  205,1 (9,31%) 129,5 (16,73%) 373,1 (43,25%)*
6,0 7,80 (20,51%)  174,9 (14,79%) 119,8 (21,33%) 372,3 (16,01%)*
8,0 6,40 (21,25%)  104,9 (14,43%) 74,1 (16,59%) 328,7 (31,79%)*

Médias acompanhadas com o mesmo numero de asteriscos (*) ndo diferem entre si, nas
colunas, por ANOVA (p<0,05). Permanéncia em Normal: Y= 0,5264X2 - 7,5428X 33,317; R2=
98,87%. Anestesia Total: Y= 0,0039X2 + 0,019X + 7,2245; R?= 93,04%. Permanéncia em
Anestesia Total: Y= 12,063X2 - 166,88X + 633,6; R2= 94,17%. Recuperacao: Y= 0,696X2 -
0,8119X + 6,8421; R2= 93,03%.

Baseando-se nas equacOes calculadas para o tempo necessario para
anestesia total, tempo de permanéncia em anestesia cirurgica e tempo de
recuperacdo observou-se que a dose que causou menor tempo para a sedacao

completa foi 6,73 mg/L, esta também apresentou margem de seguranca de
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aproximadamente 56,0 segundos e tempo de recuperacdo de 360,3 segundos.
Seguindo a mesma base para célculo, a dose que causou maior tempo de
recuperacédo foi 4,8 mg/L, 377,6 segundos, esta dose possibilitou a sedacdo em
179,2 segundos e sua margem de seguranca foi 115,8 segundos. A dose de 6,0
mg/L apresentou valores intermediarios as estes, sendo a dose mais apropriada
para a sedacao dos juvenis de matrinxd com o propofol.

3.1.4.4 Comparacao entre os anestésicos testados

Para a sedacao de juvenis de matrinxa com eugenol o experimento de Vidal
et al. (2007) concluiram que a dose de 100 mg/L é suficiente para a anestesia
cirdrgica dos peixes, corroborando com os resultados do presente trabalho. Para o
mentol, o presente trabalho recomenda a dose de 100 mg/L. Esta dose é indicada
para a anestesia cirdrgica e utilizacdo na biometria de juvenis de algumas outras
espécies (GONCALVES et al.,, 2008; FACANHA; GOMES, 2005. No presente
trabalho, verificou-se que a dose de propofol de 6 mg/L foi a que melhor levou os
juvenis de matrinxd a anestesia cirurgica; em Carassius auratus, GholipourKanani;
Ahadizadeh (2013) observaram que a dose de 7 mg/L foi a mais indicada e Gomulka
et al. (2014) tiveram resultados positivos com a dose de propofol de 10 mg/L na
sedacao de Coregonus lavaretus. O que sugere que a espécie é um dos fatores de
influéncia na acdo deste anestésico.

Na sedacdo de peixes, um bom anestésico deve oferecer seguranca ao
manipulador e aos peixes, rapida sedacdo e recuperac¢do, bem como boa margem
de seguranca na sedacao para reduzir o risco de mortalidade dos peixes durante a
utilizacdo do sedativo. As doses indicadas para os anestésicos testados atenderam
aos parametros estabelecidos para boa eficiéncia do sedativo. A figura 1 mostra a
comparacao entre os valores dos parametros relacionados aos estagios de sedacgao

observados nas melhores dosagens.
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Figura 1: Comparacdo entre as melhores doses dos anestésicos testados na
sedacdo de juvenis de matrinxd (Brycon amazonicus) para 0s tempos de
permanéncia em estado normal, tempos necessarios para a completa anestesia,
tempos de permanéncia em anestesia total e tempo necessario para completa
recuperacao.

A caréncia de informagBes sobre o metabolismo dos anestésicos naturais
ainda é um fator limitante para a pesquisa sobre a utilizacdo destes compostos como
redutores de estresse para 0s peixes. Porém, os trés anestésicos testados, nas
doses indicadas anteriormente, apresentam total seguranca aos peixes e
demonstraram eficiéncia na sedacdo dos juvenis de matrinxa, porém outros fatores
devem ser considerados na escolha do anestésico para a utilizacdo na rotina da

piscicultura.

O mentol e o0 eugenol sdo compostos naturais de facil aquisi¢do e baixo custo.
Além destes fatores, a sua aquisicdo nao necessita de prescricdo, lembrando que é
necessario fazer a diluicdo dos anestésicos em etanol. Por outro lado, o propofol,
apesar da disponibilidade no mercado e custo relativamente baixo, € um farmaco de
compra controlada e sua aquisicdo depende do receituario da prescricdo de um

meédico veterinario, fator que pode onerar a utilizacao deste farmaco.
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3.1.5 Concluséo

Para a utilizacdo de eugenol, mentol e propofol para a anestesia total de juvenis de
matrinxa (Brycon amazonicus) sdo recomendados as doses de: 100 mg/L para o

eugenol e o mentol e 6 mg/L para anestesia total com propofol.
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4.1 USO DE ANESTESICOS NO TRANSPORTE DE JUVENIS DE MATRINXA
(Brycon amazonicus).

4.1.1 Resumo

O presente trabalho teve como obijetivo verificar o efeito do eugenol, do mentol e do
propofol como redutores de estresse no transporte de juvenis de matrinxa (Brycon
amazonicus). A simulacdo do transporte foi realizada utilizando juvenis de matrinxa
embalados em sacolas plasticas na densidade de 10 peixes/L. Na embalagem, os
anestésicos foram adicionados a dgua em diferentes doses. A temperatura da agua
se manteve abaixo da faixa de conforto da espécie (21,3+0,37°C) e ao final da
simulacédo, os niveis de amoénia total na agua atingiram niveis muito acima da faixa
de tolerancia para a maioria dos peixes. Os demais parametros de qualidade de
agua se mantiveram na faixa de conforto para o matrinxa. Para o transporte com
eugenol e com propofol, a dose controle proporcionou 0s maiores tempos de
transporte e maior percentual de sobrevivéncia apds 24 horas. Para estes
anestésicos as doses testadas ndo influenciaram nos niveis glicémicos apls o
transporte e apds o periodo de recuperacdo (24 horas). No transporte com mentol,
as doses de 0 e 6 mg/L proporcionaram 0S maiores tempos de transporte e
percentual de sobrevivéncia 24 horas. As doses de mentol ndo influenciaram na
glicemia apo0s o transporte, mas apos a as doses de 2 e 6 mg/L proporcionaram
melhor recuperacdo dos niveis basais de glicemia. Para o eugenol e propofol, a
dose controle se mostrou mais eficiente. E dentre os anestésicos testados, o mentol
na dose de 6mg/L proporcionou melhor reducdo do estresse no transporte simulado
de juvenis de mantrinxa.

Palavras - chave: Estresse; Glicemia; Eugenol; Mentol; Propofol.
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4.1.2 Introducgéo

O transporte é uma atividade rotineira na criagdo de peixes e merece atencao,
especialmente para peixes jovens, pois 0 risco de mortalidade em decorréncia do
estresse durante o translado é elevado (OKAMURA et al., 2007). E por isso deve ser
realizada de forma tecnificada atentando-se, principalmente, aos aspectos bioldgicos
da espécie e a qualidade de agua no transporte. Dentre outros, o uso de substancias
anestésicas é apontado como um mecanismo de reducdo do estresse durante o
transporte (TONDOLDO et al., 2013).

O matrinxa (Brycon amazonicus) € uma espécie nativa da bacia amazonica
com grande potencial para a criagdo em cativeiro, conhecida pelo seu
comportamento agressivo que ja pode ser visualizado desde muito jovens
(PEDREIRA et al.,, 2010; DIAS et al., 2012). Devido a estas caracteristicas, esta
espécie € o centro de muitos estudos que buscam reduzir os efeitos negativos do
estresse em diversas rotinas de manejo da piscicultura (INOUE et al., 2004; ABREU
et al., 2006; BARBOSA et al., 2007). No presente trabalho foram utilizados o
eugenol, mentol e o propofol, em diferentes doses como anestésicos durante o
transporte de juvenis de matrinxa.

O eugenol (C1H120,) é um Oleo essencial extraido de plantas do género
Eugenia que possui multiplos usos, sendo utilizado principalmente como antisséptico
e anestésico. Existem muitas experiéncias positivas de sua utilizagdo como
anestésico para muitas espécies de peixes (PEREIRA-DA-SILVA et al.,, 2009;
IMAPOOR et al., 2010; DELBON; RANZANI PAIVA, 2012; FABIANI et al.,2013). Por
ser um composto de baixa solubilidade em agua, para utilizar o eugenol € comum
gue seja feita a diluicdo em etanol (SOUZA et al., 2012).

Outro composto natural, 0 mentol (C19H200) € oriundo de plantas do género
Mentha, € um composto ceroso, cristalino de cor branca ou transparente e é
comumente utilizado na industria de perfumaria (RI1ZZO et al., 2009). Sua funcao
anestésica ja foi constatada em tilapia-do-Nilo, dourado, tambaqui e cachara
(SIMOES; GOMES, 2009; PADUA et al., 2010; SANCHEZ et al., 2014*;SANCHEZ et
al., 2014%). Dada a sua natureza sélida, a sua utilizacdo requer prévia dissolucéo,

geralmente utilizando-se o etanol como diluente. Apesar de seu efeito sedativo,
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seguranca na manipulacao e facilidade na aquisicdo, o mentol € pouco utilizado e a
literatura relativa aos seus efeitos sobre os peixes ainda é escassa.

O propofol (C12H180) € um anestésico amplamente utilizado na medicina
humana e veterinaria. E um farmaco cuja acéo é de curta duracéo e é rapidamente
eliminado do organismo, sendo geralmente administrado de forma intravenosa
(OLIVEIRA et al.,, 2007). Devido a sua insolubilidade em &gua, o propofol é
normalmente comercializado sob a forma de emulséo (1%) (TAMANHO et al., 2013).
O propofol é lipofilico e € metabolizado predominantemente no figado (IVANO et al.,
2010). Quanto a sua aplicacdo na piscicultura, Gregory et al. (2003) tiveram sucesso
na sedacdo de estujdo-do-México utilizando o propofol associado a outras drogas
sintéticas. Gressler et al. (2012) constataram sua eficiéncia na sedacédo de jundi.
GholipourKanani; Ahadizadeh (2013) observaram sucesso na sedacdo de kinguio
com sua utilizacdo. Apesar das experiéncias positivas, a literatura que aborda a
acdo deste farmaco na sedacédo de peixes é muito mais escassa quando comparada
ao quantitativo de trabalhos que foram realizados para outros anestésicos como a
benzocaina e a tricaina metano-sulfonato (MS-222).

Tendo em vista a importancia de estudar alternativas para reduzir o estresse
durante o transporte de formas jovens de peixes com comportamento agressivo, 0
presente trabalho teve o objetivo de avaliar a eficiéncia de diferentes doses de
eugenol, de mentol e de propofol como redutor de estresse no transporte simulado

de juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus).
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4.1.3 Material e métodos

O experimento foi realizado na area de experimentacdo do Laboratorio de
Nutricdo e Producdo de Espécies Ornamentais (LNPEO) do Instituto Federal de
Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo, Campus de Alegre — ES (IFES/
Campus de Alegre. Os peixes foram obtidos por meio de reproducao induzida por
extrato de hipoéfise de carpa-comum (Cyprinus carpio) seguindo o método descrito
por Woynarovich; Horvath (1983). Os juvenis foram levados para crescimento em
tanques-rede de malha 1 mm instalado em viveiro escavado pertencente ao setor de
aguicultura da mesma instituicdo e foram alimentados, duas vezes ao dia, com racao
extrusada com 32% de proteina bruta fornecida a lance até a saciedade.

Foram utilizados juvenis com peso médio de 13,23+4,19g e comprimento total
médio de 10,44+1,02cm. Os peixes foram medidos com paquimetro analdgico e
pesados em balanca digital com precisdo de 0,0001g, utilizou-se o método de
amostragem do lote para anotacdo do peso e comprimento total dos peixes e 0s
peixes amostrados ndo foram utilizados no experimento. Com relagdo aos
parametros de qualidade de agua, o oxigénio dissolvido e temperatura da agua
foram mensurados com oximetro microprocessado modelo DO-5519, o pH da &gua
foi mensurado com peagametro digital modelo PH-0016, a condutividade elétrica da
agua foi medida utilizando condutivimetro digital e a aménia total foi quantificada
com uso de kit colorimétrico Labcon®. O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualisado (DIC) com os seguintes tratamentos (anestésio — dose):
eugenol — 2,0 mg/L; 4,0 mg/L e 6,0 mg/L; mentol: 2,0 mg/L; 4,0 mg/L e 6,0 mg/L;
propofol  150,0 ug/L; 300,0 pg/L e 450,0 pg/L e tratamento controle (sem
anestésico). A definicdo das doses foi feita com base em experimentos prévios.
Cada tratamento contou com trés repeti¢cdes, totalizando 36 unidades experimentais.

Os peixes foram postos para depuragdo, sem arragoamento, em tanque de
alvenaria com fluxo de &gua continuo, por 24 horas. Apds a depuragdo foram
capturados e embalados em sacos plasticos de espessura de 1 mm contendo 1 litro
de agua. Os peixes foram embalados na densidade de 10 peixes por litro (130 g/L).
Nestes sacos foram adicionadas agua com os anestésicos nas diferentes doses

testadas e oxigénio puro, a proporgao ar: 4gua nos sacos plasticos foi de 3:1. Apos
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a embalagem, as sacolas foram deslocadas para a area de experimentacdo do
LNPEO para inicio da simulac&o do transporte.

Para avaliar os efeitos da presenca dos peixes nos sacos de transporte,
também foram utilizados sacos plasticos com as mesmas doses testadas, porém
sem peixes. Estes sacos foram oxigenados e amarrados da mesma forma que 0s

sacos com peixes.

Na area de experimentacdo, as sacolas foram dispostas aleatoriamente,
sobre lona plastica, e a cada 30 minutos cada sacola foi verificada e levemente
agitada para simular a movimentacao do transporte. Apos a constatagcdo da morte
de 1 (um) individuo na sacola (repeticdo) esta foi aberta e considerou-se encerrado
o transporte para aquela repeticdo, procedeu-se assim para todas as repeticoes.
Apos o fim do transporte, os peixes das repeticdes foram aclimatados e transferidos
para caixas para a observacdo dos efeitos pds-transporte do estresse decorrentes
da simulagdo do transporte. A 4gua das sacolas nao foi adicionada a agua das

caixas de recuperacao pos-transporte.

Os peixes de cada sacola foram soltos na mesma caixa, de forma a preservar
as repeticbes utilizadas na simulacdo do transporte. As caixas plasticas de
recuperacdo eram transparentes e continham 20 (vinte) litros de agua e contavam
com oxigenacao constante por meio de soprador de ar. Para evitar a fuga dos
peixes, as caixas foram tampadas tendo-se o cuidado para nao prejudicar a
oxigenacdo. Na recuperacao, os peixes foram observados por 24 horas contadas

desde o fim do transporte de cada repeticao.

Adotou-se a taxa glicémica como parametro fisiolégico para quantificar a
intensidade do estresse antes e apO0s o0 experimento (pré-transporte e pos-
transporte). A glicemia foi mensurada com glicosimetro digital One Touch Ultra
Mini®. O sangue foi coletado por meio de sec¢do da cauda dos peixes antes do
transporte (n=5), apds o transporte (n=1/repeticdo) e apds o periodo de 24 horas
apos o transporte (n=1/repeticdo), antes da coleta do sangue os peixes foram
eutanasiados por superdose de eugenol. As analises estatisticas foram feitas
utilizando o software SAEG 9.0®.
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4.1.4 Resultados e discussao

A agua durante a depuracdo apresentou temperatura 21,9+0,09°C, nivel de
oxigénio dissolvido de 5,1+0,21mg/L, pH de 7,02+0,05, condutividade elétrica de
0,11+0,01mS/cm e amobnia total (NHs+NH3) de 0,06+0,05mg/L. A temperatura da
agua estava abaixo da faixa de conforto para a espécie (26 a 29°C), os demais
parametros estavam dentro do descrito como bom para as espécies tropicais
(KUBITZA, 2003).

A tabela 1 exibe os valores dos parametros de qualidade de agua antes e
apos a simulacao de transporte. Assim como na depuracdo, durante o experimento a
temperatura da agua esteve abaixo da faixa de conforto para o matrinxa, um peixe
originario da regido Amazénica, conhecida pelo seu clima quente. Apesar de abaixo
do ideal, as temperaturas da 4gua observadas neste experimento estiveram dentro
da faixa de tolerancia da espécie (FRASCA-SCORVO et al., 2001).

Tabela 1: Parametros de qualidade de 4gua antes e apds o transporte de juvenis de
matrinxa (Brycon amazonicus) com diferentes anestésicos em diferentes doses.

Temperatura (°C) OD (mg/L) pH Condutividade Amébnia Total
Tratamento elétrica (mS/cm)  (NH4+NH53) (mg/L)

Antes Apés Antes Apés Antes Apés Antes Apés Antes Apébs

Dose de eugenol (mg/L)

0 20,9 21,60+0,16 10,5 6,90+2,57 6,99 5,92+0,08 0,07 0,62+0,02 0,00 6,50+0,00
2 215 21,67+0,09 10,0 4,37#1,79 753 6,17+0,41 0,07 0,50+0,02 0,00 3,50+0,00
4 21,3 2157+0,21 10,1 5,73#3,31 7,51 5,85+0,06 0,07 0,47+0,07 0,00 5,50+1,41
6 21,2 2150+0,08 99 7,13+0,33 7,43 5,99+0,18 0,07 0,66+0,08 0,00 6,50+0,00
Dose de mentol (mg/L)

0 20,9 21,60+0,16 10,5 6,90+2,57 6,99 5,92+0,08 0,07 0,62+0,02 0,00 6,50+0,00
2 20,8 21,57+0,19 10,0 3,77+1,94 7,80 5,89+0,06 0,07 0,56+0,04 0,00 4,67+2,59
4 21,0 21,47+0,12 10,1 6,53+0,46 7,53 5,81+0,09 0,07 0,56+0,03 0,00 5,50+1,41
6 21,0 21,43+0,17 10,1 5,20+#348 7,37 5,85+0,01 0,07 0,51+0,02 0,00 3,50+2,44
Dose de propofol (ug/L)

0 20,9 21,60+0,16 10,5 6,90+2,57 6,99 5,92+0,08 0,07 0,62+0,02 0,00 6,50+0,00
150 21,1 21,57+0,19 10,0 8,73+x1,44 7,90 5,82+0,11 0,07 0,61+0,05 0,00 5,50+1,41
300 20,7 21,470,122 10,1 5,67+2,18 7,80 5,83+0,10 0,07 0,55+0,06 0,00 6,50+0,00
450 21,0 21,46+0,17 10,0 4,17+1,87 7,66 5,79+0,03 0,07 0,55+0,02 0,00 6,50+0,00

Média = Desvio padréo.

Comparando os valores antes e ap6s a simulacao do transporte, observou-se
reducdo nos niveis de oxigénio dissolvido na agua apos o transporte (Tabela 1). Os
sacos sem 0s peixes, apos a simulacao do transporte, apresentaram elevados niveis

de oxigénio dissolvido apontando elevado consumo de oxigénio durante o transporte
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(Figura 1A). Apesar da grande reducdo no oxigénio dissolvido na agua durante o
transporte, estes estiveram dentro da faixa de tolerancia para peixes neotropicais
(PEDREIRA et al., 2010).

A reducédo do pH (Figura 1B) da agua pode estar relacionada a presenca dos
peixes nas sacolas. Carneiro et al. (2002), ao avaliar o transporte de matrinxd com
diferentes doses de benzocaina, observaram que ocorre diminuicdo do pH nas
primeira horas de transporte. Os sacos sem 0s peixes apresentaram valores de pH
similares aos valores observados antes da embalagem dos peixes (Tabela 1), o que
indica que os anestésicos em nenhuma das doses testadas n&o interferiram no pH
da &gua. Os valores observados para este parametro, mesmo apos o transporte, sao
considerados favoraveis a sobrevivéncia do matrinxa (IZEL et al., 2004).

Figura 1: Oxigénio dissolvido (A) e pH (B) da agua dos sacos com peixes e sem
peixes apods o fim do transporte simulado.
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Ocorreu elevacao da condutividade elétrica da dgua nos sacos com peixes,
quando comparadas com o0s sacos sem peixes (Figura 2A), estas Ultimas
apresentaram valores de condutividade elétrica préximos aos valores visualizados
antes do transporte (Tabela 1). Indicando que as substancias anestésicas nédo
interferiram nos valores deste parametro. A condutividade elétrica da agua esta
relacionada a quantidade de jons dissolvidos (MEDINA-JUNIOR; RIETZELER,
2005). O estresse afeta o sistema de osmorregulacdo e a permeabilidade das
branquias dos peixes (BOERRIGTER et al., 2013). Becker et al. (2013), avaliando o
efeito de anestésicos no transporte de juvenis de jundias, constataram que 0s peixes
sofrem perda de ions de Na® e CI" para o meio. Braun; Nufier (2014), avaliando

densidade e tempo de transporte em juvenis de Pimelodus maculatus, observaram
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que os valores da condutividade elétrica na agua aumentaram a medida que
aumentou-se a densidade e o tempo de transporte.

Com relacdo a amonia total (NH4+NH3), observou-se que houve grande
acréscimo de amonia total na agua nas sacolas de transporte com peixes (Figura
2B). Nos sacos que continham apenas 0s anestésicos, sem peixes, observou-se que
os tratamentos com propofol apresentaram valores de amonia total ligeiramente
mais elevados, mas muito abaixo dos valores indicados pela tabela 1. O incremento
nos niveis de amoénia total apdés o transporte também foi observado em algumas
outras espécies de peixes (FEITOSA et al., 2013; DANIEL et al., 2014). A amonia &
um subproduto do metabolismo proteico e durante o estresse ocorre grande
liberacdo deste composto na agua, possivelmente em decorréncia do esforco
adaptativo a condicdo estressora. Brinn et al. (2012) observaram elevada taxa de
excrecdo de amonia nas primeiras trés horas de transporte da arraia-cururu

(Potamotrygon cf. histrix) que se reduziu apds este periodo.

Figura 2: Condutividade elétrica (mS/cm) e Amobnia Total (mg/L) da &gua das sacolas
com peixes e sem peixes apos o fim do transporte simulado.
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Os valores observados para temperatura da agua, oxigénio dissolvido e pH
estiveram dentro da faixa de tolerancia para a espécie Brycon amazonicus. Apesar
do aumento na condutividade elétrica da agua, este fator ndo representa risco de
mortalidade para o0s peixes no transporte, todavia o0s niveis de amobnia total
estiveram muito acima do tolerado pela espécie podendo ter sido o fator importante
para a definicho da morte do primeiro individuo e determinacdo do tempo de
simulacéo do transporte.

Para o tempo total de transporte com eugenol (Figura 3A) observou-se que

nao houve diferenga significativa entre as doses 0 e 2 mg/L, sendo que estas
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apresentaram 0s maiores tempos de transporte. Para a sobrevivéncia apos
recuperacédo (Figura 3B), observou-se que o aumento da dose reduziu o percentual
de sobreviventes. O mecanismo de acdo do eugenol nos peixes ainda nao esta
completamente definido (VIDAL et al., 2008; AFFONSO et al., 2012), porém a

hY

exposicdo a anestésicos pode reduzir a atividade do sistema imunolégico
(LORENTZ; HOBAIKA, 2011), fato que pode ter causado menor tempo de transporte

para a dose de eugenol mais alta.

Figura 3: Tempos de transporte (A) e sobrevivéncia apds periodo de recuperacéo
(B) de juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) apos simulacédo de transporte com
adicao de eugenol em diferentes doses.
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Médias acompanhadas de asterisco (*) ndo diferem entre si (ANOVA, p<0,05).

ApoOs o transporte com eugenol foram observados elevados valores na
glicemia dos peixes (Figura 4), em todos os tratamentos, ndo havendo diferenca
significativa entre os tratamentos. Ap6s o periodo de recuperacdo ocorreu grande
reducdo nos valores deste parametro, porém as doses de eugenol testadas nao

causaram efeito significativo sobre a glicemia apds 24 horas de recuperacao.
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Figura 4: Glicemia de juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) em transporte com
diferentes doses de eugenol.
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Colunas, dentro dos mesmos periodos de observac¢do, com 0 mesmo numero de asterisco (*) ndo
diferem entre si (ANOVA p<0,05). Glicemia dos peixes apos transporte com eugenol: Y= -2,7083X° +
24,417X? — 52,672X + 418,67; R?= 100,0%; Sobrevivéncia 24 horas ap6s o transporte com eugenol: Y= -
0,0006X> — 0,4628X + 5,2295; R°= 95,56%.
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No transporte com eugenol, houve correlacdo positiva (66,66%; p= 0,0090)
entre o tempo de transporte e a glicemia ap6s a recuperacao, reflexo da intensidade
do agente estressor sobre este parametro fisioldgico. A glicemia apés a recuperacao
também teve correlacdo positiva (62,05%; p= 0,0157) com a sobrevivéncia apos 24
horas.

No transporte com mentol, as doses que possibilitaram maior tempo de
transporte (Figura 5A) foram 0 e 6 mg/L, ndo diferindo entre si. As doses de mentol 2
e 4 mg/L, que também ndo diferem entre si, causaram 0s menores tempos de
transporte. Para a sobrevivéncia ap0s o periodo de recuperacédo, observou-se efeito
semelhante ao relatado anteriormente, as doses de 0 e 6 g/L causaram 0S maiores
percentuais de sobrevivéncia. A literatura sobre os mecanismos de acdo do mentol
como anestésico para peixes ainda é muito escassa, sendo necessarias pesquisas

sobre os efeitos de variaveis ambientais sobre a acdo do mentol como sedativo.
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Figura 5: Tempos de transporte (A) e sobrevivéncia apds periodo de recuperacdo
(B) de juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) apos simulacédo de transporte com

adicao de mentol em diferentes doses.
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Médias acompanhadas de asterisco (*) ndo diferem entre si (ANOVA, p<0,05).

Com base nas equacgOes calculadas para o tempo de transporte e para a
sobrevivéncia no transporte com mentol, observou-se que a dose que propiciou o
menor tempo de transporte foi a dose de 3,2mg/L, possibilitando o transporte por
22,53 horas e sobrevivéncia apds a recuperacao de 27,2%. A dose que causou a
menor sobrevivéncia ap6s o tempo de recuperacao foi 3,0mg/L, esta dose permite o
transporte por 22,57 horas e uma sobrevivéncia apos a recuperacao de 27,0%.

No transporte com mentol, ndo houve diferenca significativa entre o0s
tratamentos para os valores de glicemia apos o fim do transporte (figura 6).
Entretanto, apds o periodo de recuperacado, os peixes transportados com as doses
de 2 e 6 mg/L apresentaram 0s menores valores de glicemia, que mais se
aproximaram dos valores basais encontrados nos peixes ndo transportados,

indicando melhor recuperacéo.
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Figura 6: Glicemia de juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) em transporte com
diferentes doses de mentol.
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Colunas dentro dos mesmos periodos de observacdo, com o mesmo numero de asterisco (*), ndo
diferem entre si (ANOVA p<0,05). Glicemia pés-transporte com mentol: Y= 3,1669X% - 17,202X +
415,44; R*= 77,16%; Glicemia apos a recuperacéo de transporte com mentol: Y= 1,8956X° — 22,39X
+168,71; R*< 70,00%.

Os efeitos do mentol sobre a glicemia e outros parametros fisiol6gicos de
juvenis de matrinxd ap0s o transporte sdo pouco estudados e as informacdes
existentes sdo muito carentes, porém a literatura atual mostra que em outras
espécies nativas a utilizagdo do mentol como sedativo ndo impediu a plena
recuperacdo dos valores basais de glicemia apdés o periodo de 24 horas de
recuperacdo (SANCHEZ et al., 2014"; SANCHEZ et al., 2014°).

Foi observada correlacdo negativa entre o tempo de transporte e a glicemia
pés-transporte (-51,25%; p= 0,0442), o que indica que o mentol atenuou o efeito
estressor do transporte. Mesmo que o mentol tenha sido eficiente como redutor de
estresse apds o transporte, houve correlacédo (+40,71%; p=0,0945) entre tempo de
transporte e a glicemia ap0s a recuperacao pos-transporte, mostrando que as doses
que propiciaram 0s maiores tempos de transporte, também causaram maiores
valores na glicemia apds o periodo de recuperacao.

Ao utilizar o propofol observou-se que o tempo de transporte (Figura 7A) e a
sobrevivéncia ap0s a recuperacgdo (Figura 7B) diminuiram a medida que aumentou-
se a dose. O propofol é um anestésico amplamente utilizado na medicina humana e
veterinaria, e seu metabolismo em mamiferos e os efeitos nocivos da exposicéo
prolongada ao farmaco ja sdo conhecidos (BARBOSA, 2007). Porém, para peixes

estas informacdes ainda nao estéo totalmente esclarecidas e a literatura sobre a sua
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utilizacdo no transporte de peixes ndo € tdo abundante quanto a de outros
anestésicos sintéticos, como a benzocaina e a tricacaina metano-sulfonato (MS
222).

Figura 7: Tempos de transporte (A) e sobrevivéncia apds periodo de recuperacéo
(B) de juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) apos simulacédo de transporte com
adicao de propofol em diferentes doses.
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Médias acompanhadas de asterisco (*) n&o diferem entre si (ANOVA, p<0,05).

No transporte com diferentes doses de propofol ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos para glicemia ap6s o transporte (Figura 8).
Passado o periodo de recuperacdo houve grande reducdo nos valores de glicose
sanguinea, mas sem diferenca entre os tratamentos. A utilizacdo do propofol como
sedativo no transporte de peixes € pouco investigada, mas observou-se neste
experimento que o efeito das doses de propofol sobre a glicemia dos peixes é
semelhante aos efeitos do eugenol.
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Figura 8: Glicemia de juvenis de matrinxa (Brycon amazonicus) em transporte com
diferentes doses (ug/L) de propofol.
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Colunas dentro dos mesmos periodos de observacdo, com o mesmo numero de asterisco (*), ndo
diferem entre si (ANOVA p<0,05). Glicemia pds-transporte com propofol: Y= 0,0007X? - 0,3114X + 432, 64;
R?< 70,00%; Glicemia ap6s a recuperacéo de transporte com propofol: Y= 0,0007X? — 0,3925X + 181, 95; R*=
99,81%.

Houve correlacéo positiva entre a glicemia apds a recuperacao e o tempo de
transporte com propofol (47,97%; p= 0,0573), indicando que quanto maior o tempo
de transporte, mais elevados foram os valores de glicemia 24 horas apés o fim do
transporte. Efeito observado tanto nos transportes com diferentes doses de eugenol
e mentol.

A glicemia € considerada um parametro para quantificar a intensidade do
esforco adaptativo ao estresse, porém é um parametro cujos valores podem variar,
sofrendo influencia dos fatores ambientais e nutricionais aos quais 0s peixes estao
submetidos (MARTINEZ-PORCHAS et al., 2009). Os valores de glicemia apés a
recuperacado do transporte com eugenol e propofol, em todas as doses, semelhantes
ao valor basal, coletado antes do transporte. No entanto no transporte com mentol,
nas doses 2 e 6 mg/L a glicemia apGs a recuperagcdo apresentou valores menores
do que o valor basal, estando dentro dos valores normais para a espécie, conforme
descrito por Tavares-Dias et al. (1999), indicando que estas doses de mentol foram
mais eficientes para a normalizacédo dos valores de glicemia.

A reducéo dos valores da glicemia apés 24 horas de recuperacdo observadas
nos transportes com a adicdo do mentol, eugenol e propofol ja foi constatada em
outros estudos que utilizaram anestésicos no transporte de juvenis de matrinxa
(CARNEIRO et al., 2002; INOUE et al., 2005). Takahashi et al. (2006) observaram
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que existe grande influéncia do ambiente de recuperacdo sobre os valores de
glicemia apds o periodo de recuperacao. Glicose sanguinea é considerada como um
dos parametros de verificacdo da intensidade de um agente estressor, porém néo foi
observada a relacéo entre o aumento da glicemia e o0 aumento da mortalidade.

No presente experimento, a glicemia foi um bom indicador do efeito clinico do
estresse, e observou-se para o0 mentol e para o eugenol que o aumento da dose do
anestésico reduziu os niveis glicémicos nos peixes. Para o propofol ndo foi
observada diferenca significativa entre as doses, apesar da grande reducédo dos
valores de glicemia ap6s a recuperacdo. Porém os valores encontrados, nao
refletem na sobrevivéncia apés o periodo de recuperacao. Este fenbmeno é descrito
por Martinez-Porchas et al. (2009) que citam que apesar de a glicemia ser elencado
como um dos principais parametros de mensuracdo do estresse, ela pode nao
refletir seus efeitos cronicos.

A baixa temperatura da agua durante a simulagédo do transporte (média geral
de 21,3+0,37°C) pode ter interferido nos resultados referentes a sobrevivéncia e
tempo de transporte. A reducdo da temperatura da agua € apontada como uma das
medidas de reducéo de estresse durante o transporte (KUBITZA, 1998). Este fato
aliado a propriedade de imunossuprecdo apOs exposicdo prolongada a algumas
substancias anestésicas pode ter causado o que foi constatado para o transporte
com eugenol e propofol: com o aumento da dose, houve reducdo do tempo de
transporte e da sobrevivéncia ap6s o periodo de recuperacao (24 horas). Porém,
dentre os anestésicos testados, o mentol apresentou melhores resultados, a dose de
6 mg/L apresentou maior taxa de sobrevivéncia e maior tempo de transporte. Porém,
para estes parametros a dose de mentol de 6 mg/L ndo se diferiu do tratamento sem

a adicao do anestésico (controle).
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415 Conclusdes

A agua sem anestésico proporcionou maior tempo de transporte e sobrevivéncia
do que os tratamentos com eugenol e com o propofol.

Dentre os anestésicos testados, 0 mentol na dose de 6mg/L foi melhor redutor de
estresse no transporte, igualando-se em desempenho ao tratamento controle.

Em um transporte real cujas condicbes sejam semelhantes as condicoes
experimentais utilizadas, ndo € necesséria a utilizacdo dos anestésicos testados
para a reducao do estresse no transporte de juvenis de matrinxa.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Ao escolher um anestésico para ser utilizado em qualquer rotina de manejo
da aquicultura, além de sua eficiéncia e seguranca, é importante observar o prego
do farmaco e a necessidade de receita de um médico veterinario.

Apesar de muito utilizada para quantificar a intensidade do estresse, a
glicemia esta muito relacionada ao esfor¢co adaptativo dos peixes em decorréncia do
estresse e nem sempre 0s niveis de glicose sanguinea refletem nos efeitos crénicos

do estresse, como a sobrevivéncia 24 horas apos o fim do transporte.



