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REsuUMO — A piscicultura é uma das atividades agropecuarias que mais cresceu
no Brasil recentemente, sendo a produc¢do nacional de aproximadamente 120
mil toneladas por ano. Assim grande quantidade de peixes vivos é
rotineiramente manuseada nas fazendas brasileiras, onde €& também muito
comum o relato de prejuizos por mortalidade de peixes manuseados de forma
inadequada. O matrinxa (Brycon cephalus) € uma das espécies nativas, que
mais tem chamado a atencao nesse sentido, ressaltando as diferentes praticas
de manejo como relevantes fontes de estresse. O presente trabalho visou
avaliar os principais estressores presentes nas unidades de piscicultura
(manuseio, transporte e mudangas de temperatura), associando-se tentativas
de reducgdo desse estresse através do uso de anestésicos como o eugenol, a
benzocaina e o fenoxietanol. Nossos resultados indicam que o matrinxad é uma
espécie bastante responsiva a esses estressores, evidenciando as principais
respostas fisiologicas ao estresse, elucidados através das alteragcbes das
concentragdes plasmaticas de cortisol, glicose, lactato, aménia, proteina e ions
(Na, CI, K). O custo energético alto para o matrinxad tolerar as praticas de
manejo foi também evidenciado através das reduc¢des observadas dos valores
de glicogénio hepatico. O matrinxd ndo evidenciou o estresse celular ao
manuseio e choques térmicos como se esperava aumentos na expressido da
proteina de estresse (hsp-70) em seus tecidos frente a esses estressores.
Aumentos nas expressdes de outras proteinas de estresse parecem ainda
estar relacionada ao estresse celular do matrinxa, indicando a necessidade de
novos estudos nessa especie.

Palavras-chave: matrinxa, estresse, anestésicos, manuseio, transporte,

temperatura.
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PHYSIOLOGICAL STRESS RESPONSES OF MATRINXA (BRYCON

CEPHALUS) TO ANESTHETICS AND FISH FARM STRESSORS

ABSTRACT - Commercial fish farming has been viable for industry in Brazil.
National production is around 120 thousand tons/year. In this way, large amount
of fishes are handled every day in our farms. However, drastic consequences
are sometimes observed due to the high sensitivity of some tropical fish to
handling procedures. Matrinxa (Brycon cephalus) is a native species that is very
sensitive to handling, in which mortality is usually observed. So stress studies in
tropical fish in aquaculture facilities are important as farmers need more
information about these fish stress and alternatives for fish management. The
present work evaluated some matrinxad stress responses, and the use of
anesthetics as eugenol, benzocaine and 2-phenoxyethanol to reduce the stress
during field procedures. Matrinxd is responsive to fish farm stressors as
handling, transport and thermal shocks. Increases of plasma cortisol, glucose,
lactate and ammonia indicated acute primary and secondary stress responses
of matrinx&. Plasma ions (Na, Cl and K) and protein unbalance were observed.
Liver glycogen indicated the high energetic cost to matrinxd cope with the
studied stressors. Stress responses at the cellular level were not detected in
matrinxd as hsp-70 expressions were not altered. Other proteins expressions
may be related to matrinxd celular stress, which requires new studies in the
future.

Key words: matrinx3, stress, anesthetics, handling, transport, temperature.
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REVISAO DA LITERATURA

Respostas do matrinxa (Brycon cephalus) a anestésicos e estressores

1. Introdugao

A piscicultura € uma das atividades agropecuarias que mais cresceu
recentemente no Brasil. Gragas aos recentes avangos tecnoldgicos na
producao de alevinos das espécies nativas e a viabilizacdo da comercializacao
de peixes através dos pesque-pagues, supermercados, feiras e frigorificos, a
quantidade de peixes vivos, manejada rotineiramente no pais, € bastante
grande, chegando a ordem de 120 mil toneladas ao ano (Scorvo-Filho, 2002).
No entanto, é bastante comum o relato de prejuizos econdmicos expressivos
devido a mortalidade decorrente das deficiéncias gerais de manejo, tais como,
a alimentacao inadequada, a baixa qualidade da agua e a insuficiente sanidade
dos animais. Ainda, perdas por manipulagdes de peixes realizadas de maneira
indequada (grosseira) sdo também observadas (Kubitza, 1998).

A piscicultura, além de movimentar um setor de importancia crescente
na producdo de alimentos, gera também empregos e renda em outros
segmentos do “Agribusiness” como as industrias de ragdes, medicamentos e
equipamentos.

Dentre as espécies nativas, o matrinxd Brycon cephalus (Gunther, 1869)
€ uma das que mais vem sofrendo com o desconhecimento de técnicas
apropriadas para o seu cultivo, pois € um peixe bastante sensivel. Como
exemplo, um simples arrasto de redes e manipulagdo de matrinxas realizada de

maneira grosseira pode acarretar em excessivas perdas de muco e escamas,



podendo assim, em muitos casos, provocar elevadas taxas de mortalidade
(Kubitza, 1998).

O presente trabalho foi elaborado para se entender como o matrinxa
responde a diversos estimulos adversos a homeostase, os quais 0s peixes
estdo comumente expostos nas estacdes de piscicultura. Os animais foram
submetidos aos estressores: manuseio, transporte e choque térmico. A partir
dai caracterizou-se uma série de respostas fisiolégicas, numa investigagédo das
principais alteracbes enddcrinas, hematoldgicas, metabdlicas e celulares do
matrinxa, que, além de contribuir para o conhecimento basico da biologia dessa
espécie, auxiliou-nos a esclarecer alguns procedimentos ou até mesmo propor

alternativas no manejo.

2. Piscicultura: universo do estudo

A piscicultura é a atividade agropecuaria que visa a produgao racional
de peixes, exercendo-se especial controle sobre a alimentacao, reproducéo e
crescimento dos animais. As estacdes de piscicultura tém por objetivo geral a
producdo de alimentos para a subsisténcia do produtor rural e/ou a geragao de
renda. A piscicultura é ainda praticada para atender programas de
repovoamento de rios, represas de usinas hidro-elétricas, acgudes e
ornamentacgao (Castagnolli, 1992).

As instalagdes e o0 manejo de peixes variam muito entre as unidades de
produgdo, porém todas procuram respeitar principios basicos da aquicultura,
tais como o monitoramento constante da qualidade da agua, da alimentagéo e

da sanidade dos animais.



Muitos autores classificam os sistemas de producéo de peixes de acordo
com o grau de interferéncia do homem (Castagnolli, 1992). Dessa forma, o
mais elementar sistema de cultivo € o extensivo, caracterizado pela baixissima
manipulagdo do sistema e confundido, muitas vezes, com o extrativismo e o
baixo manejo da pesca de pequena escala (Proengca & Bittencourt, 1994).
Assim, a piscicultura extensiva emprega poucos recursos, caracterizando-se
por simples povoamento de pequenos corpos de agua, onde a alimentagéo dos
peixes é geralmente constituida de subprodutos diversos e muitas vezes de
forma irregular, sendo os indices zootécnicos de produtividade extremamente
baixos (100-400 kg/ha/ano).

O segundo e mais praticado sistema de cultivo no Brasil é o sistema
semi-intensivo (Castagnolli, 1992), em que ja ocorre um maior grau de
interferéncia do homem. Esse sistema é descrito pelo uso de tanques e
viveiros, que possam ser manejados, quanto ao abastecimento e drenagem de
agua, empregando-se também a corregdo de alguns parametros da qualidade
da agua como o pH, a alcalinidade e a dureza, através da calagem. A
alimentagdo dos peixes € realizada de maneira regular por meio do emprego
racional de produtos e subprodutos da propriedade rural como restos de cultura
de milho, arroz, aves, suinos, etc. E adotado também, mas ndo
obrigatoriamente, o fornecimento de ragbes artificiais e completas. Neste
sistema leva-se ainda em consideragao a produtividade natural dos viveiros de
fitoplancton e zooplancton, que sao estimulados pelo emprego da adubacgao
mineral e organica. Utiliza-se ainda no sistema semi-intensivo os policultivos
(varias espécies de peixes no mesmo viveiro) e os cultivos consorciados com

outros animais, que otimizam o uso do ecossistema aquatico. Os indices



zootécnicos de produtividade do sistema semi-intensivo sdo bem mais altos
que no sistema extensivo, podendo-se atingir 8 ton/ha/ano (Scorvo-Filho,
2002).

A interferéncia humana em graus extremos esta presente nos sistemas
intensivos e superintensivos de cultivo, que sao caracterizados pelo absoluto
controle das instalagdes, da qualidade da agua e da alimentagéo. As fazendas
de producéo intensiva e superintensiva de peixes procuram fazer o maximo uso
da agua e da terra (Suresh & Lin, 1996) com pequenos tanques e gaiolas até
grandes viveiros de 4-5 ha de lamina d’agua (Boyd, 1982). Nestes sistemas de
cultivo ocorre o emprego de mao-de-obra capacitada, operando também
laboratorios e equipamentos sofisticados. A alimentagdo dos animais é
obrigatoriamente artificial e completa e ndo se leva em consideragdo a
alimentagdo natural que possa ocasionalmente ocorrer. As densidades e o0s
indices zootécnicos sédo bastantes elevados, podendo-se chegar a mais de 250
kg/m*/ano (Schmittou, 1997). A escala de produgdo das piscigranjas é na
maioria dos casos industrial e visa atender aos diversos segmentos do

mercado, tais como frigorificos, supermercados, peixarias e pesque-pagues.

3. Fontes de estresse em piscicultura

Muitos trabalhos estdo sendo realizados em diversas areas do
conhecimento relacionado a piscicultura (sanidade, manejo, nutricdo, qualidade
quimica e fisica da agua etc), sendo que todos buscam o aprimoramento da
producdo de peixes, atividade bastante dinamica que requer dia-a-dia o
aperfeigoamento das técnicas de cultivo (lwama et al., 1997). Dessa forma, o

manuseio de peixes vivos tem sido assunto bastante relevante nas pesquisas



em piscicultura, pois a inevitavel manipulagdo dos organismos causa uma série
de reagdes fisiologicas adversas. Os organismos submetidos ao manuseio
sofrem alteracbes de suas condicdbes metabdlicas iniciais, que constituem os
desvios da homeostase (lwama et al., 1997). Assim, um dado conjunto de
respostas fisiologicas pode ser considerado como resultante de estresse
(wama et al., 1997). A intensidade das alteragbes e o tempo para atingir o
completo retorno as condi¢des fisioldgicas iniciais sdo indicadores bastante
uteis da qualidade da manipulagdo dos peixes. Dessa forma, a partir do
momento em que os peixes estejam devidamente recuperados, eles estarédo
novamente no ciclo de producdo, alimentando-se, crescendo e até
reproduzindo-se normalmente.

As fontes de estresse mais comuns nas unidades de piscicultura séo o
manuseio e o transporte. A captura dos peixes com redes de arrasto, pucas ou
demais artefatos e o manuseio como anestesia, biometria, marcagao e troca de
caixa sao estressores agudos como o transporte, que é uma etapa posterior a
partir da qual os peixes sdo acondicionados em sacos plasticos e
posteriormente lacrados em atmosfera modificada com oxigénio puro. Os
peixes podem ser também acondicionados em tambores ou caixas (de 300 a
2000 L) equipadas com “pborbulhadores” de oxigénio. Esses recipientes sao
proprios para o transporte de peixes, permitindo densidades altissimas, que
chegam a até 500 kg/m® (Kubitza, 1998). Essas caixas de transporte de peixes
sdo ainda transportadas por diferentes veiculos em distancias variadas desde
poucos metros até milhares de quildmetros, quando os peixes sao liberados em

condi¢des similares as iniciais anteriores a imposi¢ao dos estressores.



Outra fonte de estresse que também se observa nas estacdes de
piscicultura € o choque térmico por ocasiao da transferéncia dos peixes para
lugares distintos aos de origem, principalmente no que tange a temperatura da
agua. As chuvas repentinas e intensas, frequentemente observadas no verao
brasileiro (Esteves, 1988), sdo também importante causa de choque térmico
para os peixes, pois a agua da chuva que cai sobre os corpos de agua,
normalmente € mais fria que a agua dos tanques e viveiros, podendo provocar
um resfriamento bastante rapido. O choque térmico é um importante agente
estressor para os peixes tropicais, pois a mudanga brusca e repentina da
temperatura ambiental pode causar extremos e imediatos desbalangos nas

reagdes enzimaticas desses animais heterotermos (Tanck et al., 2000).

4. Respostas primarias, secundarias e terciarias ao estresse

O conjunto de respostas fisiologicas expressa pelos peixes devido a
estimulos adversos a homeostase (Figura 1) sdo usualmente conhecidas como
as respostas primarias, secundarias e terciarias ao estresse (Mazeaud et al.,
1977). As respostas primarias referem-se ao reconhecimento do estressor pelo
organismo através do sistema nervoso central, onde sdo observadas as
reagcdes hormonais do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Interrenais (HPI). Logo que o
individuo percebe os estimulos externos adversos a homeostasia, ocorre a
liberacdo na corrente sanguinea das catecolaminas, pelas células de
cromafina, e do cortisol pelas células interrenais, localizadas na regido anterior
dos rins (Mommsen et al., 1999).

As reacgdes dos peixes em resposta a mudangas no ecossistema sao

desencadeadas de forma que o individuo sempre busque o retorno da



homeostase através da fuga ou caso essa nao seja possivel, por meio de
ajustes e adaptagdes fisioldégicas que consomem demanda extra de energia,
cujas fontes sado diversas. O desencadeamento das respostas secundarias ao
estresse por acdo do aumento do cortisol plasmatico € caracterizado pelo
desbalanco em vias bioquimicas responsaveis pelo equilibrio no fornecimento
de energia para o organismo, em todos os momentos de sua vida (Mazeaud et
al., 1977).

A influéncia do cortisol e as alteragdes na gliconeogénese e na
glicogendlise sdo algumas das respostas ao estresse mais estudadas em
peixes (Pickering et al., 1981; Pickering 1981), pois seguido ao aumento do
cortisol plasmatico, observa-se o aumento dos teores de glicose plasmatica
(Hattingh, 1976), que pode ser originaria de diversos mecanismos do
metabolismo (Mommsen et al., 1999), tais como, a quebra das reservas de
glicogénio hepatico e o aumento das atividades do metabolismo de proteinas.
Sinais da agdo do aumento do cortisol plasmatico na gliconeogénese sao
também descritos por mudancas nas taxas de transaminacéo, que usualmente
sdo detectadas pelas alteracbes das concentracdes de amoénia e proteina
plasmatica (Mommsen et al., 1999).

O aumento de catecolaminas e do cortisol plasmatico resultam em
aumento dos parametros cardiacos (batimentos e pressao arterial) e
respiratorios (frequéncia respiratéria e ventilagdo) em peixes (lwama et al.,
1997; Barreto & Volpato, 2004). Logo, o aumento da circulagdo nos peixes,
associado ao aumento dos batimentos operculares resulta em claras mudangas
da capacidade de trocas através de difusbes nas branquias (Mommsen et al.,

1999). Forte desbalango eletrolitico € evidenciado por teores plasmaticos



alterados de Na*, CI' e K". Significativo desbalango da excregdo nitrogenada

dos peixes € também evidenciado pelo aumento da amodnia plasmatica
(McDonald & Milligan, 1997).

Situagdes de estresse em peixes podem causar ainda uma demanda
energética maior que a sustentavel pelo metabolismo aerdbico. Alguns
estressores podem dificultar o suprimento de oxigénio as células, tanto por
meios diretos, como estressores que reduzem a concentragdo de oxigénio
ambiental (exemplo: “over turn” do oxigénio dissolvido na coluna de agua),
quanto por meios indiretos, como a diminuicdo da capacidade respiratoria
induzida por determinado agente estressor (exemplo: a presenga de parasitas
nas branquias, ou danos nas lamelas branquiais por compostos xenobioticos).
Assim, o metabolismo anaerdbico € evidenciado através do classico aumento
do teor de lactato plasmatico, que pode ser um bom indicador da intensidade
de muitos estressores (Hochachka, 1980).

As respostas terciarias aos agentes estressores sao conhecidas por
evidenciar a incapacidade dos individuos em se adaptar ou retornar a
homeostase, indicando que um estimulo adverso teve intensidade e/ou
duracdo excessiva ou crbnica (Mazeaud et al., 1977). Nesse estagio de
estresse sao observadas as reais perdas na producao de peixes. As respostas
terciarias evidenciam as respostas fisioldgicas dos individuos ou da populacado
de forma geral, sendo notada a queda nas taxas de crescimento, na resisténcia

a doencgas e na capacidade de natacéo (lwama et al., 2004).

5. Respostas celulares ao estresse



Atualmente, as pesquisas mais avancadas em estresse de peixes estao
levando também em consideragcdo as alteracbes citoplasmaticas, quando o
organismo € submetido a diversos estressores (lwama et al., 2004). Os estudos
na determinacdo do estresse celular ocorrem predominantemente através das
técnicas laboratoriais de detec¢cdo das proteinas de estresse (Heat Shock
Proteins - hsp): hsp 30, hsp 70 e hsp 90, onde o numero indica 0 peso
molecular aparente, determinado em gel de poliacrilamida-SDS.

As hsp foram inicialmente estudadas em insetos submetidos a elevagdes
abruptas de temperatura (donde vem o nome desse grupo de proteinas), sendo
suas expressdes bastante incrementadas por efeito térmico (Nunamaker et al.,
1996; Burton et al., 1988; Joplin et al., 1990). Imediatamente, muitos outros
estudos comegaram a avaliar o aumento das hsp em outros organismos para a
detecgao das respostas a diferentes estressores em nivel celular.

As respostas celulares ao estresse observada em peixes fazem parte do
conjunto das respostas primarias, podendo estar relacionadas as demais
respostas fisioldégicas dos organismos, que tendem a buscar a manutencgéo da
homeostase (lwama et al, 1997). A exposicdo dos peixes a fatores
estressantes resulta em aumento na sintese dessas proteinas, que servem
para proteger os organismos contra estimulos subsequentes (Ackerman et al.,
2000). As hsp existem nas células em niveis constitutivos, que sédo requisitados
em muitos aspectos do metabolismo protéico, a fim de se manter a homeostase
celular (lwama et al., 2004). As proteinas de estresse (hsp) sdo as
chaperoninas moleculares, cujos papéis, em conjunto com 0s ribossomos no
citoplasma, sdo de auxiliar o dobramento inicial de proteinas em formacao,

bem como auxiliar no reparo de proteinas citoplasmaticas, que sofreram
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alteragdes diversas e/ou desnaturacdo. As hsp atuam também na agregacéo,
desdobramento e redobramento de proteinas do citoplasma.

Muitos estudos descrevem o estresse em peixes através das elevacgdes
do cortisol e glicose plasmatica em resposta a imposi¢céo de diversos estimulos
adversos a homeostase. Atualmente, esses buscam a relacdo entre o estresse
fisiolégico dos peixes e as condi¢des de suas células. Esse enfoque foi
primeiramente relatado através do aumento das concentragcbes plasmaticas de
cortisol e glicose, associadas as elevagdes nos niveis constitutivos das hsp em
peixes de agua fria submetidos a aumentos repentinos de temperatura da agua
(Ackerman et al., 2000; Zarate & Bradley, 2003; lwama et al., 2004).

Estudos subsequentes procuraram estabelecer as relagbes entre os
aumentos do cortisol e da glicose plasmatica e as expressdes das hsp, quando
0s peixes eram submetidos a patdégenos e compostos quimicos. As respostas
detectadas foram bastante evidentes, mostrando elevagdes significativas nos
niveis das hsp e do cortisol e glicose do plasma (Vijayan et al., 1998; Ackerman
& Iwama, 2001; Iwama et al., 2004). Assim, a curiosidade sobre a
aplicabilidade de tal ferramenta no estudo do estresse celular em peixes ficou
ainda mais motivada.

Estimulos adversos a homeostase em peixes, presentes no dia a dia de
muitas unidades de piscicultura, ndo tém evidenciado respostas in vivo do
estresse celular em estudos com o salmao (Salmo salar). Sédo eles: anestesia,
banhos em formol, sub e super saturagdo de oxigénio dissolvido na agua,
‘handling” (manuseio agudo e rapido), restrigdo alimentar, adensamento
populacional e choque frio (Zarate & Bradley, 2003). Entretanto, a exposi¢ao de

peixes a muitos desses estressores certamente induz o estresse celular, do



11

qual o estudo das hsp isoladamente nao é capaz de responder a complexidade
do estado fisioldgico dos peixes e as condigdes de suas células. Logo, o estudo
dos proteomas, conjunto das proteinas expressas por determinado genoma
(Pimenta, 2003), em associagdo com as tecnologias da bioinformatica serdo os
artificios futuros nas pesquisas das relagdes do estresse fisiologico e celular

em peixes (lwama et al., 2004).

6. O matrinxa

O matrinxd € um peixe originario da bacia amazbnica, que vem sendo
cultivado em todo o pais com excelentes indices de crescimento e eficiéncia
alimentar (Saint-Paul, 1986). E muito apreciado no mercado consumidor,
inclusive nos estabelecimentos de pesca esportiva, pois apresenta
comportamento agressivo no ataque as iscas, além de notavel habilidade de
natagéo (Carneiro & Urbinati, 2001).

As primeiras tentativas de produ¢do em larga escala do matrinxa foram
frustradas no passado devido a baixa taxa de sobrevivéncia de larvas nas
incubadoras. Nessa fase de vida, as larvas apresentam canibalismo extremo,
principalmente entre 12 e 72 h de idade. Pesquisadores da época trabalharam
intensamente, solucionando tal entrave através do fornecimento racional de
larvas de outras espécies de peixes (Piaractus mesopotamicus, Prochilodus
scrofa e Cyprinus carpio) as larvas de matrinxad (Ceccarelli & Senhorini, 1996,
Gomes et al,, 1999). Entretanto, diversos s&o ainda os aspectos que vém
sendo estudados no cultivo em larga escala dessa espécie, especialmente os

parametros de nutrigdo, reproducao e sistemas de criagdo (Mendonga, 1994).
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O matrinxd € um peixe onivoro, que aproveita satisfatoriamente muitos
alimentos (Goulding, 1980), apresentando assim indices zootécnicos favoraveis
frente ao fornecimento de alimentos de origem animal e vegetal (Cyrino et al.,
1986; Mendonga et al., 1993). Mesmo sendo bastante exigente quanto a
qualidade da agua para o seu crescimento adequado, o matrinxd € uma
especie com relativa toleréncia a baixos teores de oxigénio na agua. De forma
semelhante a outras espécies de peixes amazbnicos, o matrinxd mostra
expansao do labio inferior quando submetido a hipdxia, propiciando que o peixe
capte agua mais rica em oxigénio ao nadar nas camadas superficiais da coluna
de agua (Baldisserotto, 2002).

O matrinxd € um peixe que se apresenta bastante sensivel as praticas
de manejo do dia-a-dia da piscicultura por ter um comportamento notavelmente
agitado, realizando movimentos extremamente vigorosos, quando o seu
espaco é reduzido nas redes de arrasto e caixas de manejo. Por agcdo dessa
movimentagdo excessiva, observa-se grande perda de muco e escamas,
facilitando doengas que trazem prejuizos as fazendas (Inoue et al., 2003).

Técnicos da area tém realizado diversas tentativas para amenizar as
inevitaveis consequéncias durante o manuseio do matrinxad através do uso de
produtos condicionadores como o sal marinho (Carneiro & Urbinati, 2001a) e
anestésicos, como a benzocaina (Carneiro & Urbinati, 2001b, Urbinati &
Carneiro, 2001, Inoue et al., 2002), o fenoxietanol (Inoue et al., 2004), a tricaina
metano-sulphonate MS222 (Roubach et al., 2001) e o eugenol (Inoue et al.,
2003). Porém, os beneficios reais no uso de produtos condicionadores e

anestésicos tém sido controversos, pois nem sempre sao relatadas vantagens
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diretas, cientificamente comprovadas no ambito da biologia e fisiologia de

peixes (Kubitza, 1998).
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OBJETIVO DO PRESENTE ESTUDO

Avaliar as principais respostas do matrinxd aos agentes estressores
presentes nas unidades de piscicultura. Foram mensuradas respostas
fisiologicas ao estresse, simulando-se entdo o manuseio direto de peixes vivos.
Procurou-se assim conhecer mais aspectos biolégicos do matrinxa, bem como

esclarecer ou propor alternativas para o manejo dessa espécie.

ABORDAGENS ESPECIFICAS

1. Estudo do conjunto de estimulos adversos ao matrinxa, presentes no
cotidiano dos cultivos intensivos.
2. Mensuracéao das principais respostas ao estresse através do uso de
diferentes ferramentas dos estudos de fisiologia de peixes.
3. Avaliacdo das principais técnicas de laboratério, utilizadas nas
pesquisas de estresse para o matrinxa.
4. Avaliagao do uso dos anestésicos benzocaina, fenoxietanol e eugenol
no manuseio de juvenis de matrinxa através do:
4.1. Estudo de viabilizagao de uso.
4.2. Estudo de respostas cardiacas e respiratérias a estes
anestésicos.
4.3. Estudo de respostas fisiologicas a estes anestésicos.
5. Avaliagéo do uso de condicionadores como o sal marinho e o éleo de
cravo para o transporte de juvenis de matrinxa.
6. Avaliagéo dos efeitos fisioldgicos e celulares do choque térmico no

matrinxa.



7. Aprimoramento dos protocolos de campo e a proposicdo de novas

abordagens técnicas e cientificas relacionadas ao cultivo do matrinxa.
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CAPITULO 1

Ferramentas para o estudo do estresse em matrinxa

Resumo - As respostas fisiologicas dos peixes aos diferentes estimulos
adversos a homeostase fazem parte do grande conjunto dos ajustes e
adaptagdes dos organismos a diferentes estressores, que podem ter origem
ambiental ou imposta pelo homem. Muitos estudos em biologia de peixes
fazem uso dessas respostas com a finalidade de se mensurar ou avaliar os
efeitos de determinado agente estressor. O Laboratério de Bioquimica
Adaptativa do Departamento de Genética e Evolucdo da Universidade Federal
de Sio Carlos vem trabalhando no sentido de responder questbes de cunho
aplicado a aquicultura e a ecotoxicologia. Apresentamos no presente estudo as
principais ferramentas utilizadas na detec¢do das respostas ao estresse do
matrinxd. Os métodos sao abordados brevemente para a determinacdo de
parametros sanguineos de hematdcrito, hemoglobina total e numero de células
vermelhas. Variaveis plasmaticas como cortisol, glicose, agucares totais,
lactato, amoénia, ions (sodio, potassio e cloreto) sdo também indicadas. Ainda
meétodos para a quantificagdo do glicogénio hepatico e muscular, bem como as
alteragdes nas expressdes das proteinas de estresse (Hsp-70) estdo
aboradadas.

Palavras-chave: parametros sanguineos, plasmaticos, glicogénio, Hsp-70.

Abstract — METHODS FOR STRESS STUDIES IN MATRINXA (BRYCON
CEPHALUS). The fish stress studies concern the fish responses to different

stressors that may be imposed by the men (handling and transport for example)
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or consequence of environmental changes as decreases in the water
temperature and dissolved oxygen concentration. In this way, the physiological,
biochemical, and cellular stress responses are very useful tools for fish biology
research, which approaches depend entirely on the questions raised from the
different conditions of field and laboratory. The adptative Biochemistry Lab has
worked along the years researching the main fish responses to stressors from
environment and aquacultures. In this chapter, we present the methods for
measuring the fish stress imposed by several adverse stimulous. Hematological
parameters as hematocrit, total hemoglobin and red blood cells number are
shown here. Methods for determining plasma variables of cortisol, glucose,
lactate, total ammonia, ions (sodium, cloret, and potassium) are also described.
In addition, hepatic and muscular glycogen and stress proteins (HSP-70)
methods are briefly cited.

Key words: matrinx3, fish, stress, studies, methods.

1. Introdugao

Os estudos dos ajustes e adaptacdes dos peixes a diferentes mudangas
ambientais tém sido assunto de grande importancia no Brasil, onde a grande
diversidade da fauna e da flora motivam muitos pesquisadores a buscar
respostas concernentes as relagdes existentes entre os peixes, o ambiente e a
acao do homem.

Os ajustes dos peixes as diferentes situagdes do ambiente podem ser
muitas vezes responsaveis pela sobrevivéncia e posteriormente pela

perpetuacado da espécie em determinado ecossistema ao longo de sua histéria
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evolutiva. Dessa forma, o estudo da capacidade em responder a alteracdes
incomuns aos padrdes fisioloégicos e comportamentais passa a ser de grande
importancia, pois pode esclarecer muitos aspectos bioldgicos dos peixes.

As respostas dos peixes a alteracbes do ambiente sdo em fungao direta
de fatores externos, que podem ser limitantes ou ndo, de os graus de tolerancia
de cada espécie. Dessa forma, os estudos das principais respostas fisioldgicas
em peixes podem esclarecer muitas questbes da biologia, bem como
correlaciona-las aos aspectos econdmicos envolvidos em determinada
atividade (pesca e piscicultura).

O matrinxd é uma espécie que se enquadra perfeitamente nesse perfil,
pois apresenta aspectos de sua biologia ainda sem respostas e tem grande
importancia social e econémica nas regides pertencentes a Bacia Amazonica.
Nas demais localidades, a importdancia do matrinxd esta principalmente
relacionada a exploragdo comercial em cativeiro com a finalidade de
comercializacao através de meios diversos como a pesca esportiva.

O presente trabalho visa apresentar as principais ferramentas utilizadas
nos estudos dos ajustes e adaptagbes do matrinxd submetido a estimulos
adversos a homeostase, presentes em situagdes de criagdo intensiva. Cabe
ressaltar que esse estudo foi desenvolvido no Laboratério de Bioquimica
Adaptativa do Departamento de Genética e Evolugdo (DGE) da Universidade
Federal de Sao Carlos, que conta também com a colaboragdo de outros
departamentos da Universidade e de outros institutos de pesquisas como o
Departamento de Ciéncias Fisiologicas (DCF/UFSCar) e o Institute for Marine

Biosciences do National Research Council of Canada (IMB/NRC-CNRC).
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2. Instalagoes e coleta de material bioldégico

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioquimica
Adaptativa do Departamento de Genética e Evolugao, que conta com 8 tanques
de 2 m® e 30 tanques de 250 L em sistema fechado de agua circulante. Juvenis
de matrinxa foram submetidos aos estimulos estressantes de choque térmico,
manuseio, anestesia e transporte.

As amostragens de peixes, ao longo dos desenhos experimentais, foram
realizadas com pucgas. Imediatamente apds a coleta os peixes eram
sacrificados através de perfuracdo da parte superior da cabega com tesoura
bem afiada. Amostras de sangue foram coletadas com seringas devidamente
heparinizadas (Liquemine® 5000 Ul/ml). As aliquotas de sangue eram
centrifugadas a 12.000 x g por 3 min para obtengdo de plasma, que era
congelado em nitrogénio liquido para posteriores analises.

Porcbes de branquias, figado, musculo branco foram também coletadas

e congeladas em nitrogénio liquido.

3. Parametros hematolégicos
Hematocrito

A porcentagem de células vermelhas no sangue era determinada pela
técnica de centrifugagdo do micro-hematécrito (Collier, 1944). Tubos capilares
contendo sangue transferidos de seringas heparinizadas eram fechados em
uma das extremidades com massa e colocados em centrifuga de micro-
hematdcrito a 12.000 x g por 3 minutos. Os valores de hematdcrito eram lidos
em cartdo de leituras de hematdcrito da Sociedade Brasileira de Analises

Clinicas. Os valores de hematécrito foram expressos em %.
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Hemoglobina

As concentragdes de hemoglobina foram determinadas de acordo com o
método da cianometahemoglobina (Drabkin, 1948). Eram utilizados 10 ul de
sangue total de cada amostra, diluidos em 2 ml de Drabkin, seguida de

homogeneizacgao e leitura em espectrofotdmetro a 540 nm.

Contagem das células vermelhas do sangue (RBC)

Aliquotas de sangue (10 ul) eram misturadas em 2 ml de solugao-citrato
formol e agitadas para contagem do numero de células vermelhas. Utilizavam-
se 10 ul da mistura sangue-solugéo de citrato-formol em camara de Neubauer

(Lima et al., 1969).

Volume corpuscular médio (VCM)

O calculo do volume corpuscular médio foi efetuado a partir dos valores

de hematécrito e RBC (Lima et al., 1969).

VCM ,° = hematécrito x 10/RBC milhdes/mm?

Hemoglobina corpuscular média (HCM)

O calculo dos valores de hemoglobina corpuscular média foi feito a partir
dos valores de hemoglobina total e RBC (Lima et al., 1969).

HCMg = Hb go, X 10/RBC mimses/mm_

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
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O célculo da concentragdo de hemoglobina corpuscular média foi feito a
partir dos valores de hemoglobina total e hematocrito (Lima et al., 1969).

CHCMy, = Hb 49 x 10/ hematdcrito o,

4. Parametros plasmaticos
Cortisol

Alguns ensaios de cortisol plasmatico foram realizados por radio-
imunoensaio em contador de raios betta no Laboratério de Endocrionologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo. Os demais ensaios do cortisol plasmatico foram
realizados por método enzimatico Elisa (Ackerman et al., 2000; Basu et al.,
2001), com o kit Neogen Elisa (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) lido em

450 nm em “microplate reader” acoplado ao software Softmax Pro.

Glicose

As concentragdes de glicose plasmatica foram determinadas pelo método
da glicose-oxidase (Trinder, 1969; Cooper, 1973) em “microplate reader” com
leitura de absorvéancia (525 nm). Os calculos de concentragdo em mg/dL foram
feitos com o software Softmax Pro. Os ensaios foram feitos com adicdo de 10
ul de plasma em cada pogo seguido da adicdo de 190 pul de reagente
reconstituido para determinagcdo de glicose plasmatica da Sigma®. Curvas
padrdao a partir de solugbes conhecidas de glicose foram realizadas nos

ensaios de glicose plasmatica.
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Acucares totais

Aliquotas de plasma (100 pl) foram desproteinizadas com 1 ml de acido
tricloroacético (TCA) 20% e centrifugadas a 12.000 x g por 3 min. Aliquotas
apropriadas do sobrenadante foram ensaiadas para determinagcdes dos teores
de acgucares totais através de método colorimétrico (Dubois et al., 1960). O
ensaio consiste na reacdo de aliquotas de extratos desproteinizados, com
Fenol 4.1% mais acido sulfurico, seguido de leitura de absorbancia em
espectro fotdmetro a 480 nm. Aliquotas de concentragdo conhecida de glicose
foram utilizadas como padrbes para o calculo das concentragdes de acucares

totais.

Lactato

Amostra de plasma (100 ul) eram desproteinizadas em 1 ml de TCA 20
% e centrifugadas a 12.000 x g por 3 min. Aliquotas de sobrenadante eram
adicionadas de sulfato de cobre 4 % e acido sulfurico com agitacdo lenta. Em
seguida, era adicionado p-fenilfenol 1,5 % em NaOH 0,5 N sem agitagéo e
apos 15 min, os tubos eram incubados em banho-maria a 100 °C e a densidade
optica era determinada em 570 nm (Harrower & Brown, 1972). Aliquotas de
solucao padrao de lactato de sédio eram feitas em paralelo para obtencédo dos
valores de absorvancias em solugdes de concentragdo conhecidas, utilizadas

na determinagao das concentragdes nos tecidos.

Ambdnia
Primeiramente, amostras de plasma (100 pul) eram desproteinizadas em

1 ml de TCA 20% e centrifugadas a 12.000 x g por 3 min. Aliquotas do
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sobrenadante eram submetidas aos ensaios colorimétricos pela adicdao do
reativo de Nessler (Imbralab), com incubagédo a temperatura ambiente por 20
min. Seguia-se entdo a leitura da absorvancia a 420 nm comparada com
padrdo de concentracdo conhecida de NH4Cl (Gentzkow & Masen, 1942), para

se calcular o conteudo de amoénia total.

fons (Na, K e Cl)

Amostras de plasma (100 ul) eram diluidas em agua deionizada (1:100)
e os teores de sdédio (Na) e potassio (K) plasmaticos determinados em
fotdmetro de chama Digimed (modelo DM-61), calibrado com solugdo padrao
(DMS-13A) contendo 140 mEq de Na* e 5 mEq de K.

Aliquotas menores do restante dos ensaios de Na® e K' eram
submetidas aos ensaios de cloreto através de método colorimétrico adaptado
da APHA (1980). O ensaio consiste na reagao de aliquotas de plasma diluido
com tiocianato de mercurio diluido em etanol, nitrato de ferro e acido nitrico
seguido de leitura de absorvancia a 480 nm. Aliquotas de concentragdes
conhecidas de NaCl foram também ensaiadas para obtencdo dos valores de

absorvancias utilizadas nos calculos da concentragéo de cloreto no plasma.

Proteina total

Amostras de plasma (10 ul) foram submetidas a dosagem de proteina
total, segundo o método colorimétrico de Lowry et al. (1951). O ensaio consiste
em reacao de aliquotas de plasma diluido com carbonato de sédio 2 % em
hidroxido de sédio 0,1 N, sulfato de cobre 1 %, tartarato duplo de sédio e

potassio e reativo de folin (Sigma®), seguida de leitura de absorvancia em 660
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nm. Padrdes de caseina de concentracdo conhecida eram também ensaiados
em paralelo, para obtencdo das absorvancias utilizadas nos calculos do teor

proteina total no plasma.

5. Parametros tissulares

Glicogénio hepatico

O glicogénio hepatico foi determinado segundo Bidinotto et al. (1997).
Resumidamente, a determinagao consiste em digerir amostras de figado (50
mg) em condig¢des alcalinas (1ml de KOH 6 N) a 100°C por 2 a 3 min. Apos a
digestao, aliquotas sao retiradas e adicionadas de 2 ml de etanol mais 0,1 ml
de sulfato de potassio 10 %, para preciptacdo do glicogénio através de
centrifugacéo a 3.000 x g por 3 min. O alcool é descartado e o preciptado
ressuspendido com 2 ml de agua destilada. Aliquota dessa ressuspenséao é
submetida ao ensaio do teor de agucares totais (Dubois et al., 1960), podendo-

se assim expressar o glicogénio em umoles de glicosil-glicose/ mg de tecido.

Proteinas de Choque Térmico (Hsp)

Porcdes de tecidos (aproximadamente 50 mg) foram homogeneizadas em
1 ml de solugdo tampdo (100 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,1% SDS, 1 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 1 uM pepstatin A, 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 1 uM leupeptin, e 0,01 uM aprotinin).
Aliquotas desse extrato eram diluidas para que os teores de proteina total nos
tecidos (figado, branquia, musculo branco e células vermelhas do sangue)

fossem determinados de acordo com o método do acido bicincénico (BCA)
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(Smith et al., 1985), adaptado para leitura em microplate reader a 550 nm,
acoplado ao software Softmax Pro. Apds a determinacdo da concentragcado de
proteina total nos tecidos, as amostras homogeneizadas foram diluidas de
forma a se ter aliquotas de mesma concentragdo protéica (1 ug/ul) para o
ensaio da expressao das proteinas de estresse (hsp-70).

A expressado das proteinas de estresse era realizada de acordo com
Laemmli (1970). Primeiramente, foram montados os géis SDS-Page de
poliacrilamida (4% stacking e 12% separating gels em aparato Mini-Protean I
para electrophoresis cell da Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Cada
gel de 10 células recebia respectivamente 3 marcadores e 7 amostras, sendo
submetido a uma ddp de 75 V por 15 min. e posteriormente 150 V por 1 h.
Posteriormente, os géis eram submetidos a técnica de Western Blotting por 30
min. a uma ddp de 15 V para transferéncia das bandas protéicas para
membranas de nitrocelulose. Os trés marcadores utilizados foram: “precision
marker” (Invitrogen life technologies, Carlsbad, CA, USA), “magic marker”
(Invitrogen life technologies, Carlsbad, CA, USA) e um controle positivo
produzido a partir de células de gbnadas de trutas (Oncorhyncus mykiss)
submetidas a choque térmico quente, qual sabidamente induziu aumento na
expressdo de hsp-70 (rainbow trout gonad (heat shocked) cell lysates —
Stressgen Biotechnologies Corp., Victoria, BC, Canada). A eficiéncia de
transferéncia das bandas para a membrana de nitrocelulose foi verificada
através de solugdo de Ponceau, quando apds seguiu-se 0s passos da
imunodetecgdo da proteina de estresse hsp-70. Testaram-se nessa etapa os

anticorpos da Stressgen® e da Sigma®.
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Os anticorpos da Stressgen® eram anticorpos purificados de truta: A/b
primario (rabbit anti-hsp70/hsc70 - polyclonal antibody), A/b secundario
(especifico para o primario — anti-rabbit IgG:AP). Ja os anticorpos fabricados
pela Sigma® (H5147 Sigma, Saint Louis, MI, USA) sdo produzidos a partir de
ratos: primario (monoclonal anti-heat shock protein 70), secundario (anti-mouse
IgG). Os anticorpos que apresentaram os melhores ensaios na detec¢ao das
proteinas de estresse foram os anticorpos primarios e secundarios da Sigma®,
produzidos a partir de ratos albinos (monoclonal anti heat shock protein 70),
que foram utilizados para o estudo das proteinas de estresse em matrinxa.

Apos a transferéncia das bandas para as membranas de nitrocelulose,
essas foram incubadas por 35 minutos em anticorpo primario monoclonal anti-
hsp 70 na diluicdo 1:10.000. Este anticorpo reconhece os niveis constitutivos e
os induzidos da hsp 70. Em seguida, as membranas foram lavadas em solugao
tampéao tris-salina de tween-20 (TBS T) e incubadas com o anticorpo
secundario (goat anti-mouse peroxidase conjugate, na diluicdo de 1:10.000, A-
9917 Sigma) por 35 min. Ambos os anticorpos foram diliuidos em solugéo de
leite em pd 2% em TBS. A intensidade da ligagdo dos anticorpos na membrana
foi detectada através de quimioluminescéncia (ECL — Western blotting
detection reagents RPN 2108, Amershan Biosciences, UK) e quantificada entao
as intensidades de cada banda por densitometria (Bio-Rad multi-analyst

software, Bio-Rad Laboratories).

6. Preparagao e envio do material biolégico para o Canada
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Todo material biolégico coletado para estudo das proteinas de estresse
hsp-70 e algmas determinagcdes de cortisol e glicose do plasma foram
estocados a — 80 °C e depois embalado em recipiente de isopor. Utilizou-se
gelo seco no interior da embalagem, para que se despachasse o material
bioldgico através da Federal Express (Fedex - 841900313461) para o Institute
for Marine Biosciences (IMB) do National Research Council of Canada (NRC).
O envio do material biologico foi realizado de acordo com os procedimentos
legais, requeridos pelo Ministério do Meio Ambiente através do Ibama
(0.2000.002019/03), que nos autorizou a enviar amostras de material bioldgico
para o Canada através do oficio n° 010/03/Assessoria/Presidéncia-lbama com
ciéncia do Reitor da Universidade Federal de S&ao Carlos, Prof. Dr. Oswaldo

Batista Duarte Filho.

7. Consideragoes

Muitos aspectos da biologia dos peixes tropicais podem ser avaliados
através das ferramentas apresentadas no presente estudo. Cabe entdo aos
pesquisadores o direcionamento e o enfoque das principais perguntas e
respostas das espécies de peixes em questdo, bem como o0s agentes
causadores dos disturbios a homeostase, que tém origens diversas. Muitas
outras ferramentas como as alteracbes em atividades de enzimas e a
expressao de proteinas sdo também utilizadas, sendo as eficiéncias avaliadas
de acordo com as potencialidades e aplicagbes nos estudos dos ajustes e

adaptacgdes fisiologicas em peixes.
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CAPITULO 2
Avaliacao da eficiéncia anestésica do eugenol, benzocaina e fenoxietanol
para o manuseio de juvenis de matrinxa Brycon cephalus (Gunther, 1869):

tempo de indugao a anestesia

Resumo - A excessiva movimentagdo dos peixes durante o manuseio € um
fator negativo que os predispbe a riscos de acidentes e ferimentos na
superficie do corpo. Consequentemente, os animais ficam mais vulneraveis a
manifestacdo de patdogenos e observa-se eventualmente elevada taxa de
mortalidade. Assim, o uso de anestésicos no manejo de peixes como o
matrinxd tem despertado grande interesse nas unidades de piscicultura e
estacdes de pesquisas. Essa espécie apresenta extrema agilidade e
movimentagdo durante o manuseio. Entretanto, sdo necessarias ainda mais
informagdes basicas para o uso de anestésicos no manejo dessa espécie, tais
como doses, efeitos colaterais e tempo de caréncia. O presente estudo buscou
padronizar o uso dos anestésicos eugenol, benzocaina e fenoxietanol para o
matrinxd, mensurando-se o tempo de inducdo a anestesia em relacdo a
diferentes doses. Todos os anestésicos foram bastante eficientes, sendo
crescentemente classificado o poder anestésico: fenoxietanol, benzocaina e
eugenol.

Palavras-chaves: matrinxd, Brycon cephalus, anestésicos, eugenol,

benzocaina, fenoxietanol.
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Abstract — STANDARDIZATION IN THE USE OF THE ANESTHETICS
EUGENOL, BENZOCAINE, AND 2-PHENOXYETHANOL FOR FIELD
PROCEDURES IN MATRINXA (BRYCON CEPHALUS). The excessive
movements that fish does during several field procedures are negative factors
that risk fish to accidents and injuries. Consequently, fish may be vulnerable to
pathogens and mortality. In this way, the use of anesthetics in fish as matrinxa
has been interesting among fish farmers and researchers. However,
informations about anesthetics are still necessary in matrinxd concerning
anesthetics concentrations, collateral effects, risks to men and environment.
The present work evaluated the times to induce anesthesia in order to standard
the use of eugenol, benzocaine, and 2-phenoxyethanol for matrinxa. All
anesthetics were quite efficient to induce anesthesia, and recoveries were
suitable for matrinxd. Anesthetics efficiencies were classified: 2-
phenoxyethanol, benzocaine and eugeno. Eugenol induced the matrinxa
anesthesia in the lowest concentrations.

Key words: matrinxa, Brycon cephalus, anesthetics, eugenol, benzocaine, 2-

phenoxyethanol.

1. Introdugao

Durante as diversas praticas realizadas nas unidades de producio e
pesquisas em biologia de peixes € necessaria a anestesia dos individuos,
devido a movimentagdo excessiva que apresentam, quando acuados nas
redes, pucgas e caixas de manejo. Espécies como o matrinxa (Brycon cephalus)
s&o naturalmente muito ativas e relativamente agressivas. O manuseio desta

espécie em cativeiro é bastante trabalhoso com varias consequéncias
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indesejaveis. O manuseio do matrinxd sem a devida cautela o predispde a
ferimentos na superficie do corpo, perda de escamas e posterior agressao
entre os peixes. Esse fato pode ainda favorecer a manifestagédo de organismos
patogénicos ou também provocar a morte de peixes (Durvile & Collet, 2001).

O matrinxa, peixe originario da bacia amazébnica, é cultivado em todo o
pais, apresentando bons indices zootécnicos de crescimento com
aproveitamento satisfatério da alimentacao artificial, tanto de origem animal
quanto vegetal (Cyrino et al., 1986). Além disso, sua aceitacdo pelos
consumidores €& bastante favoravel nos mercados dos estados da regido
Amazbnica. Nas demais estados brasileiros, € grande sua importancia nos
estabelecimentos de comercializagdo de peixes vivos através do sistema
pesque-pague (Carneiro & Urbinati, 2001).

Varios produtos como a benzocaina, a tricaina metanosulfonato (MS-
222), o fenoxietanol e o eugenol sdo descritos como anestésicos para as
diversas espécies de peixes tropicais (McCarter, 1992; Gomes et al., 2001;
Roubach et al., 2001; Sladky et al., 2001). Estas espécies necessitam que as
doses sejam empregadas em concentragcbes minimas, para que ocorra a
adequada anestesia e eficiente recuperacido dos animais submetidos aos
banhos anestésicos. O critério de escolha de um anestésico tem sido
usualmente a disponibilidade e o preco (lwama & Ackerman, 1994).

Diversos séo os estagios de anestesia descritos na literatura (Woody et
al., 2002), classificados de acordo com os graus de perda de equilibrio e
alteragdes na frequéncia dos batimentos operculares (Tabela 1). Dessa forma,

a determinagao do intervalo de tempo adequado para que os peixes atinjam
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determinados estagios de anestesia é de fundamental importancia para o
correto planejamento de determinada manipulagao de peixes.

O presente estudo buscou padronizar o uso dos anestésicos eugenol,
benzocaina e fenoxietanol para o matrinxad através da determinacédo do tempo
de inducdo a anestesia em diferentes doses. Monitorou-se também a
estocagem dos peixes antes e apos os ensaios, a fim de que todos os passos

empregados no campo fossem simulados adequadamente.

2. Material e métodos

Os peixes utilizados foram obtidos a partir de reproducao artificial em
unidade de produgdo comercial de alevinos, na Piscicultura Aguas Claras,
Mococa, SP. Os animais foram mantidos nas instalacdes do Laboratério de
Bioquimica Adaptativa da Universidade Federal de S&o Carlos por cinco
meses. Os peixes foram estocados em sistema de cultivo superintensivo em
tanques circulares com capacidade para 2.000 L cada, com circulagao fechada
de agua e aeragdo constante. Os peixes foram alimentados diariamente com
racao comercial contendo 30% de proteina bruta e 3.500 kcal de energia bruta

por quilograma de ragao.

Desenho experimental

Trés lotes de aproximadamente 90 peixes (Lote eugenol: 86,9 + 40,0 g,
18,7 £ 2,2 cm; benzocaina: 112,1 + 20,0 g, 24,2 + 1,4 cm; fenoxietanol: 107,0

25,9 g, 20,3 = 1,6 cm) foram utilizados no presente estudo, sendo realizados
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assim trés experimentos distintos, testando-se separadamente o eugenol nas
doses de 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50 e 60 mg/L; a benzocaina nas doses de 40,
45, 50, 55, 60, 65 e 70 mg/L; e o fenoxietanol nas doses de 250, 300, 350, 400,
450, 500, 550 e 600 mg/L. O protocolo para o teste com cada anestésico
seguiu através da captura de peixes de uma caixa (lote) para a realizagdo dos
banhos em solucbes anestésicas, que foram conduzidas a partir das
concentragbes menores para as maiores, sendo trocada a agua dos aquarios
ap6s o teste de cada concentragdo. As doses minimas foram determinadas
previamente, expondo-se peixes aos anestésicos e observando-se a ocorréncia
do estagio 3 de anestesia (Tabela 1). Dessa forma, adotou-se como dose
minima em cada experimento subsequente a concentragdo, da qual induziu
anestesia do matrinxd em no maximo 10 min.

Nove peixes foram utilizados no teste de cada concentracdo, que foi
executado utilizando-se trés aquarios com capacidade de 4 L cada, sendo que
trés peixes foram individualmente anestesiados em cada aquario, onde era
possivel que se observasse o momento exato em que os peixes atingiam o
estagio 3 de anestesia, que, conforme Woody et al. (2002) (Tabela 1), é
descrito como a perda total de equilibrio e a incapacidade de retornar a posigao
normal de nado. O tempo de indugéo ao estagio 3 de anestesia em juvenis de
matrinxa foi mensurado, utilizando-se trés cronbmetros (um crondmetro para
cada aquario), que eram acionados no momento em que se colocava os peixes
nos aquarios e interrompidos no momento exato em que os peixes perdiam
totalmente o equilibrio na coluna de agua. Ao atingir esse estagio de anestesia,
cada peixe foi submetido a biometria e transferido para outro tanque de criagao

sem peixes, sendo respeitada a origem de cada peixe anestesiado com o



42

respectivo lote utilizado no teste de cada anestésico. As mesmas condi¢des
iniciais do trabalho foram respectivamente mantidas para os trés lotes de
peixes, que permaneceram em observacao por mais 1 més, quando foram
devidamente contados para verificagao de sobrevivéncia.

Os parametros fisico-quimicos de qualidade de agua foram também
monitorados (pH 6,8, temperatura 25,7 + 0,9 °C, oxigénio dissolvido 5,66 + 0,07
mg/l, e condutividade 74,3 + 4,8 uS.cm), permanecendo assim dentro das
condigdes ideais para o cultivo de organismos aquaticos (Arana, 1997).

Através do emprego dos programas Graphpad/Instat e Minitab, os dados
foram analisados com teste de médias e ajuste de regressado exponencial,

tendo sido adotado o nivel de significancia de P < 0,05.

3. Resultados

Todos o0s peixes utilizados no presente estudo atingiram
satisfatoriamente o estagio 3 de anestesia em menos de 10 min. O tempo de
anestesia foi visivelmente decrescente de acordo com as doses progressivas
dos anestésicos, mostrando também que as variagdes (desvio padrdo da
meédia) desse parametro decresceram nas concentragdes mais altas. Assim, a
medida que se aumentava a dose diminuia o tempo de indug&o ao estagio 3 de
anestesia (em segundos), porém a partir das concentragdes de 25 mg/L para o
eugenol, 60 mg/L para a benzocaina e 400 mg/L para o fenoxietanol os tempos

de indugéo a anestesia passaram a n&o apresentar diferengas significativas em
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relagdo as doses mais altas, sendo que os peixes atingiam o estagio 3 de
anestesia em aproximadamente 1 min.

As expressdes matematicas que descrevem o tempo de inducido a
anestesia em funcdo das concentragbes de eugenol (Figura 1), benzocaina
(Figura 2) e fenoxietanol (Figura 3) permitiram a correta previsdo do tempo de
indugdo a anestesia de acordo com as diferentes doses.

Nenhum exemplar anestesiado ofereceu resisténcia ao manuseio, sendo
todos os peixes facilmente pesados e medidos, indicando que o estagio de
anestesia utilizado no presente estudo foi suficiente para a execucido da
biometria. Todos os peixes recuperaram-se dos procedimentos experimentais
adequadamente, sendo que ndo se observou diferengas significativas no tempo
de volta a posicdo normal de nado. Todos os peixes voltaram entdo a posigao
de equilibrio na coluna de agua em torno de 1 min. Além do mais, nao foi
observada mortalidade de peixes mesmo apos decorrido 1 més de cada

experimento.

4. Discussao

Muitos sdo os anestésicos utilizados para se manusear peixes (lwama &
Ackerman, 1994; Ross & Ross, 1999), sendo apresentadas diversas vantagens
no uso de cada um desses anestésicos. O eugenol, a benzocaina e o
fenoxietanol sdo bastante empregados no Brasil devido principalmente a boa

disponibilidade no mercado (Roubach & Gomes, 2001).
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O eugenol é um produto com uso classico na odontologia, que uma vez
misturado ao 6xido de zinco, forma um excelente material de preenchimento
temporario para dentes. Ainda, o eugenol apresenta outros usos na
odontologia, devido a suas propriedades anti-sépticas com aplicagdes na
composi¢cao de muitos produtos odontolégicos. A industria alimenticia produz a
baunilha a partir de substancias diversas, das quais um derivado do eugenol, o
isoeugenol, faz parte desse conjunto (National Toxicology Program, 2002).

O eugenol em sua forma pura ou bruta como o éleo de cravo tem se
mostrado bastante promissor como anestésico para o matrinxd (Inoue et al.,
2003), com bons resultados na diminuigdo das sequelas da manipulagdo e
transporte de peixes vivos, sendo ainda rapidamente eliminado dos tecidos dos
peixes, podendo ser estes liberados no ambiente sem a necessidade de longos
periodos de caréncia (Kildea et al., 2004).

A benzocaina € um anestésico comum e barato para o manejo de peixes
(Gomes et al., 2001). Muitos técnicos da area de piscicultura adotam tal
anestésico, que aparentemente nao apresenta efeitos tdxicos, sendo,
entretanto, recomendado o uso de luvas durante sua manipulagdo, pois em
contato prolongado com a pele das maos, pode produzir alguma sensagao de
perda temporaria de sensibilidade nos dedos, e em alguns casos dermatites
(Roubach & Gomes, 2001). A benzocaina também é rapidamente eliminada do
organismo (Meinertz et al., 1996), além de ndo apresentar caracteristicas
carcinogénicas (Gontijo et al., 2003).

O fenoxietanol € um anestésico também bastante utilizado para se
manipular peixes vivos, com bons resultados, embora sua disponibilidade seja

um pouco baixa, com pregos elevados, associados a algumas limitagdes na
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importagdo (Roubach & Gomes, 2001). Ocorre ainda na literatura o relato de
trés casos de neurointoxicacdo por agao do fenoxietanol em trabalhadores de
uma estacdo de salmonicultura, com sintomas de diminuicdo temporaria de
forca nas maos e perdas de fungdes cognitivas apos exposigdes sucessivas a
esse produto quimico por periodos prolongados (Morton, 1990). No entanto,
outro estudo indica que o fenoxietanol é rapidamente eliminado dos tecidos dos
peixes, com meia vida de 30 min (Kojima et al., 1987).

O uso de anestésicos em juvenis de matrinxd é necessario por ocasiao
da aplicagéo de inje¢des, suturas, obtengao de fotos, biometria e outras, pois a
movimentacdo excessiva dos peixes pode causar acidentes ao redor de
equipamentos como agulhas e bisturis, além do risco de queda dos peixes ao
chéo, podendo causar ferimentos diversos. O estagio 3 de anestesia adotado
no presente trabalho foi satisfatorio para a realizagdo da biometria, que € uma
das atividades de campo mais importantes, ja que dados simples de peso e
comprimento de peixes permitem um bom monitoramento da producédo de
biomassa em determinado periodo, bem como a avaliagao geral do estado dos
peixes.

Recentemente foi langcado no mercado de produtos para piscicultura um
novo anestésico com principio ativo derivado do eugenol, o isoeugenol (Aqui
S), que ja tem seu uso regulamentado em paises como a Australia e Nova
Zelandia, sem a necessidade de periodo de caréncia, apresentando também
resultados desejaveis no manuseio de peixes como a perca Bidyanus bidyanus
e 0 bagre do canal Ictalurus punctatus (Kildea et al., 2004; Small, 2004).
Entretanto, existe ainda a necessidade de maiores esclarecimentos nas

legislagbes para o uso de anestésicos para peixes, pois 0 Unico de uso
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devidamente regulamentado é a tricaina metano sulfonate (MS-222), que,
embora seja bastante eficiente para o matrinxd (Roubach et al., 2001),
apresenta elevado preco nos mercados internacionais, além de complicadas
politicas de importagao no Brasil. O MS 222 requer um periodo de caréncia de
no minimo 21 dias para que peixes expostos a esse quimico possam ser
consumidos ou liberados no ambiente (Meinertz et al., 1996).

Os parametros de qualidade da agua de temperatura, oxigénio
dissolvido e pH apresentaram-se sempre dentro da faixa ideal para o cultivo do
matrinxa (Arana, 1997). E bastante possivel que, se alterando qualquer um
desses fatores isoladamente ou em conjunto, a eficiéncia de cada anestésico
estudado se altere. Dessa forma, admite-se que os banhos anestésicos sejam
sempre realizados dentro das condigdes recomendadas de qualidade da agua
para o cultivo de peixes para a validacdo e aplicagcdo de nossos dados nas
condicoes de campo.

No presente estudo o eugenol, a benzocaina e o fenoxietanol
apresentaram-se bastante eficientes na imobilizacdo do matrinxd, sendo o
eugenol o mais eficiente, pois se necessitou de menores concentragdes para
que o0s peixes atingissem o0 mesmo estagio de anestesia em menores
intervalos de tempo (aproximadamente 1 minuto). A benzocaina apresentou-se
numa posi¢ao intermediaria seguida pelo fenoxietanol. Os resultados permitem
a correta previsdo do tempo de inducdo a anestesia em funcdo das
concentragbes dos anestésicos (Figuras 1, 2 e 3). Tais informagdes sédo de
fundamental importéncia para se manipular juvenis de matrinxa, pois essas

podem ser Uteis para ndo expor os animais aos produtos quimicos por mais



47

tempo que o necessario, ou também permitir que os técnicos de piscicultura

possam planejar adequadamente o manuseio dos peixes.

Tabela 1. Caracteristicas comportamentais dos peixes de acordo com o0s

diferentes estagios de anestesia.

Estagio Caracteristica de comportamento

1 Desbalanco visivel dos movimentos operculares

2 Perda parcial de equilibrio e dificuldade em manter posi¢ao normal
de nado, quando parado.

3 Perda total de equilibrio e incapacidade de recuperar a posi¢cao
vertical de nado (“barriga para cima”)

4 Auséncia de reacdo a qualquer estimulo

Recuperado  Recuperacéo da posicado normal de nado e da capacidade de

nadar.

Fonte: Woody et al. (2002).
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Figura 1. Tempo (s) de inducdo ao estagio 3 de anestesia (perda total de
equilibrio e inabilidade de retorno a posigdo normal de nado) por
eugenol em juvenis de matrinxa. | = 103.855 C"?’3. | — tempo de
indugéo (s), C — concentragdo de eugenol (mg/liter). F = 225.643 and

R-square = 0.760.
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Publicado em Inoue et al. (2002).
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Figura 3. Arranjo matematico do efeito anestésico do fenoxietanol em juvenis de
matrinxad. T =10"%" x p"** | sendo T=tempo de inducdo ao estagio 3 de
anestesia (s) e p = concentracao 2-phenoxyethanol (mg/liter). F =

355.660 and R?>= 83.6 %.

Publicado em Inoue et al. (2004).
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Capitulo 3

Avaliagao da eficiéncia anestésica do eugenol, benzocaina e fenoxietanol
para o manuseio de juvenis de matrinxa Brycon cephalus (Gunther, 1869):

respostas cardiorrespiratoérias

Resumo — O uso de anestésicos no manuseio de peixes como o matrinxa tem
sido assunto de grande interesse entre os técnicos da area de piscicultura e
biologia de peixes, pois essa espécie movimenta-se vigorosamente durante
qualquer manipulacédo, podendo ocorrer acidentes ao redor dos operadores e
materiais pontiagudos como seringas e bisturis. O uso do eugenol, da benzocaina
e do fenoxietanol como anestésicos para o matrinxd vem sendo bastante
divulgado no pais, sendo apontadas vantagens diversas no uso de cada um deles.
Entretanto, as visiveis alteracbes na freqiéncia dos batimentos operculares e a
intensa movimentagao que os peixes realizam nos primeiros instantes dos banhos
anestésicos, evidenciam sinais de alteragdes cardiorrespiratérias que devem ser
investigadas. O presente estudo avaliou as respostas cardiorrespiratorias do
matrinxd@ submetido a anestesia através do eugenol, da benzocaina e do
fenoxietanol. Assim foi avaliado o uso de cada um desses anestésicos sob o ponto
de vista cardiorrespiratorio. O eugenol e a benzocaina apresentaram-se
satisfatorios para o matrinxa, ainda que tenham apresentado taquicardia e hiper
ventilagdo associadas a hipotensédo e reduzidos valores de (%) Vawe € Vrtor. O

fenoxietanol resultou em claros sinais de hipdxia ja nos primeiros instantes dos
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banhos anestésicos, assim como sinais de bradicardia e hiperventilagdo associada
a hipotensao e valores reduzidos de (%) Vawe € V1or.
Palavras-chaves: matrinxa, Brycon cephalus, anestésicos, respostas,

cardiorrespiratérias.

Abstract - CARDIO RESPIRATORY RESPONSES OF MATRINXA (BRYCON
CEPHALUS) SUBMITTED TO THE ANESTHETICS EUGENOL, BENZOCAINE,
AND 2-PHENOXYETHANOL. The use of anesthetics for field procedures in fish as
matrinxa has been focused among biologists and aquaculture professionals lately.
This species has intensive movements during handling that risk matrinxad to
accidents and injuries that may consequently lead to mortality. Eugenol,
benzocaine and 2-phenoxyethanol have been indicated for matrinxd handling, but
clear cardio respiratory responses in addition to the intensive movements are
observed during the anesthetics baths. The present work evaluated the main
cardio respiratory responses of matrinxa to the anesthetics eugenol, benzocaine
and 2-phenoxyethanol. Eugenol and benzocaine were suitable for matrinxa
anesthesia that led fish to taquicardia and hyper ventilation associated with arterial
hypotension and decrease in the (%) Vawp and Vior. On the other hand, 2-
phenoxyethanol showed in matrinxd clear cardio respiratory signs of hypoxia
immediately after the beginning of exposures. We observed bradycardia
associated with arterial hypotension and decreased values of (%) Vawe and Vror
by the use of 2-phenoxyethanol.

Key words: matrinxa, Brycon cephalus, anesthetics, cardio respiratory responses.
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1. Introducgao

A anestesia em peixes € uma pratica muitas vezes necessaria para se
manusear 0s animais, pois a movimentacao excessiva dos mesmos predispde os
operadores a riscos de acidentes ao redor de equipamentos e materiais cirurgicos
como seringas e bisturis, além da possibilidade de que os préprios peixes se
machuquem em consequéncia de impactos em superficies duras por queda ou
impulsao acidental (Inoue et al., 2003).

Diversos sao os anestésicos descritos para uso em peixes, sendo a escolha
feita de acordo com a disponibilidade dos produtos nos mercados locais, preco e
minima chance de intoxicacdo (lwama & Ackerman, 1994). O eugenol, a
benzocaina e o fenoxietanol sdo os anestésicos mais empregados no Brasil
(Roubach & Gomes, 2001), onde, entretanto, ndo ha legislagdo regendo as
politicas de uso de produtos quimicos na aquicultura, sendo geralmente as
escolhas dos anestésicos feitas somente pelos de menores precos.

O eugenol € bastante divulgado como um anestésico alternativo para
peixes, pois € um produto natural sem riscos aparentes de intoxicagcdo para o
homem e para os peixes. O eugenol é bastante empregado na odontologia,
industrias de alimentos e farmacéutica, com boa disponibilidade no mercado na
forma pura de eugenol ou como 6leo de cravo (Inoue et al, 2003). Ja a
benzocaina apresenta boa disponibilidade a baixo custo. Esse anestésico
apresenta vasto uso na composi¢cdo de pomadas para uso humano com bons
resultados também para a anestesia de peixes (Gomes et al., 2001). O

fenoxietanol € um anestésico muito utilizado no pais com bons resultados como
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anestésico para peixes, apesar de seu custo elevado e disponibilidade reduzida no
mercado nacional (Inoue et al., 2004).

Peixes expostos a banhos anestésicos apresentam claras mudancgas nos
parametros cardiorrespiratérios. Diversos autores classificam, em condicbes de
campo, os estagios de anestesia em peixes de acordo com os graus de perda de
equilibrio e alteragées nos batimentos operculares (Tabela 1). Porém, poucos sao
os trabalhos mensurando tais parametros (Randal, 1962; Randal & Smith, 1967
citado em Ross & Ross, 1999). Além do mais, para os peixes nativos da América
do Sul ndo ha nenhum trabalho reportando as alteragdes cardiorrespiratorias dos
peixes submetidos a diferentes anestésicos.

O objetivo do presente trabalho foi descrever as respostas
cardiorrespiratérias de matrinxd exposto aos diferentes anestésicos; eugenol,
benzocaina e fenoxietanol em condigbes similares as encontradas no campo,
onde se praticam curtas exposicdes de peixes a anestésicos para manipulacoes

diversas como biometria, aplicagao de injegdes etc.

2. Material e métodos

Peixes de mesma idade foram obtidos em uma estagcdo comercial de
producdo de alevinos (Piscicultura Aguas Claras, Mococa, SP) e estocados nas
instalacdes do Laboratério de Bioquimica Adaptativa por 6 meses. O suprimento
de agua nos tanques ocorreu através de sistema fechado de recirculagdo de agua,
mantendo-se monitorados os parametros de temperatura, oxigénio dissolvido, pH
e condutividade da agua. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com

ragdo comercial (30% PB) até a saciedade. Trés grupos de 10 animais foram
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respectivamente utilizados nos ensaios dos anestésicos eugenol (76.4 + 5.5 g,
17.7 £ 0.4 cm), benzocaina (74. 6 £ 5.8 g, 17.7 £ 0.3 cm) e fenoxietanol (63.5 + 2.8

g, 16.9 £ 0.3 cm).

Procedimento cirurgico

Foram realizados no Laboratério de Zoofisiologia Comparada (DCF-
UFSCar), primeiramente anestesiando-se individualmente cada peixe e
transferindo-o para a mesa cirurgica, onde um fluxo continuo de solugao
anestésica era fornecido para banhar diretamente as branquias durante os
procedimentos descritos:

1) Primeiramente, foi realizada uma incisdo aproximadamente a 4 mm
abaixo da linha lateral na regido caudal para introdugcdo de uma cénula (PE 50) na
artéria caudal (Sundin et al., 1999; Reid et al.,, 2000), seguida de sutura para
fixacao.

2) Uma segunda canula (PE 60) foi implantada na cavidade bucal dos
peixes através de uma perfuragao na regiao dorsal do palato (Sundin et al., 1999;
Reid et al., 2000).

Cada cirurgia durou aproximadamente 10 min, sendo os peixes canulados
individualmente transferidos para tubos de contengdo, alocados em camaras
individuais de 16 litros de volume de agua, dotados de fluxo continuo de agua
aerada (2 L/min) a 25 °C. Realizou-se a recuperacgao cirurgica dos peixes por 24 h

antes do inicio dos protocolos experimentais.

Protocolo experimental
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O protocolo experimental seguiu-se individualmente para cada peixe que
teve a canula da artéria caudal conectada a um transdutor de pressdo de um
amplificador conectado a um sistema de aquisigdo de dados (DI 154 Dataq
Instruments) para medi¢cao dos batimentos cardiacos (FH — beats/min) e pressao
arterial (PA - %). Ja a canula implantada na cavidade bucal foi conectada a um
transdutor de pressdo de um amplificador conectado a um segundo canal do
mesmo sistema de aquisicdo de dados, afim de que se medisse a frequéncia
respiratéria (FR — breaths/min) e a amplitude respiratéria (Vamp - %).

Assim, 30 min apds a montagem dos aparatos de aquisicao de dados foi
iniciado o ensaio de cada anestésico, sendo o primeiro grupo de 10 peixes
expostos ao eugenol na concentragdo de 25 mg/L, o segundo grupo de peixes
submetido a anestesia com a benzocaina na dose de 50 mg/L, e o terceiro e
ultimo grupo de 10 peixes anestesiados com o fenoxietanol em 300 mg/L. As
dosagens dos citados anestésicos foram escolhidas a partir do capitulo anterior,
que as caracterizou como suficiente para anestesiar o matrinxa (em estado de
perda total de equilibrio e incapacidade de restabelecimento da posicdo normal de
nado) em torno de 2 min.

Assim, cada peixe foi exposto ao respectivo anestésico, primeiramente
interrompendo-se o fluxo de agua na camara, que lotava cada peixe no tubo de
contengdo, e adicionando-se a respectiva dose do anestésico a agua. Cinco
minutos apdés a adigdo dos anestésicos o fluxo de agua foi restabelecido na
mesma vazao inicial (2 L/min), fazendo com que o anestésico fosse totalmente

eliminado da camara em 8 min. A observagao da recuperacdo dos parametros
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cardiorrespiratérios do matrinxa submetido a anestesia foi conduzida até 1 h apds

as exposi¢coes aos anestésicos.

Registros e métodos estatisticos

As variaveis cardiovasculares e respiratérias foram monitoradas antes da
exposicdo aos anestésicos, caracterizando os grupos controle que tiveram como
registro os valores do instante 1 min. O periodo de exposigao foi registrado como
1, 2, 3, 4 e 5 min. O periodo de recuperagao foi caracterizado como 1, 5, 10, 15,
20, 25 e 30 min, quando todos o0s peixes ja apresentavam seus parametros
cardiorrespiratorios devidamente recuperados.

As medidas de frequéncia cardiaca e frequéncia respiratoria foram
respectivamente expressas em valores absolutos de fH-batimentos/min e FR —
respiragées/min. Os valores de pressao arterial (PA) e amplitude de ventilagao (V
amp) foram expressos em unidades arbitrarias, ao passo que a ventilagao total
(Vtot = Vamp x FR) foi expressa como porcentagem das variagdes em relagao ao
grupo controle.

Os resultados do presente estudo estdo expressos como meédia + erro
padrao da média. Utilizou-se o software Graphpad Instat para o tratamento
estatistico dos dados, que foram comparados as condi¢des iniciais dos peixes
(grupo controle) através dos testes de Dunnett e Student-Newman-Keuls. O nivel
de significancia adotado foi de P < 0,05.

3. Resultados
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Respostas respiratorias

Embora os trés anestésicos testados tenham apresentado uma pequena
diminuicdo dos valores de frequéncia respiratéria nos primeiros instantes de
anestesia (2 min), uma hiperventilagdo foi observada no matrinxd por agao do
eugenol, da benzocaina e do fenoxietanol (Figura 1).

A diminuicdo dos valores de amplitude de ventilacdo foi marcante ja no
segundo min de anestesia (Figura 2). O eugenol apresentou aparentemente
resposta mais aguda e duradoura que o fenoxietanol. A benzocaina induziu
também uma aguda diminuigdo nos valores de amplitude de ventilagdo do
matrinxa.

A ventilacdo total apresentou-se visivelmente diminuida por acdo dos
anestésicos eugenol, benzocaina e o fenoxietanol (Figura 3). A recuperacado dos
parametros respiratérios deu-se mais rapidamente que o0s parametros

cardiovasculares.

Respostas cardiovasculares

Na Figura 4 pode-se observar que os animais responderam ao eugenol e a
benzocaina com um aumento dos valores de frequéncia cardiaca (taquicardia). O
eugenol induziu uma taquicardia mais acentuada que a provocada pela
benzocaina, e antes do retorno dos parametros pré-anestesia foi observada uma
bradicardia rapida e nao significativa. Observou-se também que o matrinxa

anestesiado com a benzocaina apresentou uma resposta mais rapida em relagao
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aos valores pré-anestesia, sendo o restabelecimento dos mesmos mais rapidos
em relagdo ao eugenol e o fenoxietanol.

A exposicado ao fenoxietanol causou uma resposta inversa nos parametros
cardiovasculares com uma marcante diminuicdo dos valores de frequéncia
cardiaca (bradicardia) com resposta mais tardia desses valores, porém com
duracdo mais prolongada.

Os trés anestésicos induziram uma diminuicdo nos valores de pressao
arterial (hipotens&o), melhor visualizada no 2° minuto de exposigao (Figura 5). O
eugenol teve uma resposta mais acentuada e mais duradoura em relagdo a
benzocaina e o fenoxietanol. A benzocaina induziu uma hipotensao seguida de
hipertensao néo significativa. Ja o fenoxietanol induziu uma hipotensao rapida e os
parametros normais foram retomados dentro do intervalo de 5 min (periodo de

recuperacgao).

4. Discussao

A anestesia em peixes € conhecida por ser desencadeada através de
depressdo do sistema nervoso central (SNC) (lwama & Ackerman, 1994). O
eugenol, a benzocaina e o fenoxietanol foram bastante efetivos na depressao do
SNC do matrinxad, que teve também visiveis alteracbes dos parametros
cardiorrespiratérios. As respostas detectadas no matrinxd parecem estar
primeiramente relacionadas a percepgdo dos anestésicos na agua através das
branquias, pois em todos os casos apresentaram aumentos visiveis dos valores
de freqUéncia respiratoria, conjugados a diminui¢cdes da Vior % € Vawp %. Os

anestésicos conhecidamente interferem nas funcdes olfativas de peixes (Lewis et
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al., 1985) e, de acordo com os resultados do presente estudo, esses parecem
também dificultar a atividade respiratéria em matrinxa.

Ao perceber os anestésicos na agua os animais tentavam escapar das
condicdes adversas através do aumento nos batimentos operculares. Entretanto, a
impossibilidade de fuga dos animais e o aumento da frequéncia respiratéria
aumentaram o contato com os anestésicos. Assim, a acgao inibitéria dos trés
anestésicos sobre a respiracdo do matrinxd foi evidenciada através das
diminuigdes dos parametros respiratérios Vavp % € Vot %.

Muitos estudos de cunho inteiramente pratico classificam a anestesia em
peixes de acordo com os graus de perda de equilibrio na coluna de agua e as
alteragdes nos batimentos operculares (Woody et al., 2002). Assim quatro
estagios de anestesia sdo apresentados (Tabela 1), sendo que os estagios de 1 a
4 de anestesia fazem referéncia as visiveis diminuicdes dos movimentos
operculares. Entretanto, de acordo com os resultados do presente trabalho, uma
visivel diminuicdo dos movimentos operculares nao significa uma real diminuicao
nos esforgos respiratorios dos peixes como foi observado nos valores aumentados
de frequéncia respiratoria. Dessa forma, a visualizagdo de alteracbes nos
batimentos operculares em condicbes de campo (Barreto & Volpato, 2004) pode
nao evidenciar uma real diminuicdo da frequéncia respiratéria, embora os peixes
parecam nao ter reagdo a qualquer estimulo externo - estagio 4 de anestesia
(Woody et al., 2002).

A capacidade de equilibrio dos peixes na coluna de agua nos banhos
anestésicos € um aspecto de comportamento bastante notavel. Observagdes

meramente visuais e casuais registraram que nos primeiros segundos de
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exposicado dos peixes aos anestésicos, o matrinxd executou visivel e amplos
movimentos dos opérculos associados a intensa movimentacdo muscular na
tentativa de manter o equilibrio na coluna de agua. Logo, a hiper-movimentagao
dos peixes é classicamente descrita como forte agente de aumento dos
parametros respiratérios e cardiacos (Laurent et al., 1983).

O eugenol, a benzocaina e o fenoxietanol induziram a completa perda de
equilibrio no matrinxd associado ao aumento nos valores de frequéncia
respiratéria. Foi observada também taquicardia, quando o matrinxd exposto ao
eugenol e a benzocaina, provavelmente como consequéncia da intensa atividade
muscular experimentada pelos peixes ja nos primeiros instantes das exposicoes
aos anestésicos. De maneira semelhante, Randal & Smith (1967), citado em Ross
& Ross (1999), verificaram que a tricaina metano sulfonato (MS 222) provocou um
aumento nos valores de frequéncia cardiaca e respiratéria em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) nos primeiros minutos de longas exposicdes a esse
anestésico. Randal (1962) verificou que o MS 222 induziu a um aumento nos
valores de frequéncia cardiaca de tenca (Thinca thinca) provavelmente devido a
acao do MS 222 sobre a frequéncia cardiaca via sistema nervoso parassimpatico.
Em outro experimento, Randal (1962) confirmou tal hipétese, pois 0 MS 222 em
contato direto com o coragdo isolado da tenca, da truta e da carpa induziu uma
diminuicdo da frequéncia cardiaca. Tal observacao foi reforcada, quando tencas
com o nervo vago (X) bilateralmente cortado apresentaram diminuicéo dos valores
de frequéncia cardiaca em exposi¢cao ao MS 222.

Nos trabalhos de Randal (1962) e Randal & Smith (1967), foi observado

ainda que, conforme os peixes ficavam mais tempo expostos ao MS 222, os
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valores de frequéncia cardiaca e respiratéria diminuiam drasticamente apos ter
atingido os maximos valores desses parémetros, iniciando os claros sinais
cardiorrespiratorios de hipoxia. Segundo Hochachka (1980) e Baldisserotto (2002),
0s peixes estdo sujeitos a variagdes na disponibilidade de oxigénio, que podem
ocorrer por diminuigdo da pressao parcial de O, na agua ou por problemas na
captagcdo de oxigénio através branquias, os quais podem ter causas diversas
como a presenga de parasitos nas branquias ou de compostos quimicos na agua,
tais como os anestésicos (Hochachka, 1980; Pavanelli et al., 1998; Sladky et al.,
2001). Assim, as adaptagbes cardiorrespiratérias em peixes sao observadas em
condi¢des de hipodxia, sendo caracterizadas por aumento da ventilacdo branquial
através de elevacao da frequéncia respiratdria, bem como bradicardia e aumento
na forca de contragdo do coragdo. Isso reduziria o débito cardiaco, pois a
velocidade de passagem do sangue nas lamelas € reduzida, favorecendo o
contato e a difusdo do oxigénio da agua para o sangue (Hochachka, 1980;
Baldisserotto, 2002). Peixes tropicais (trairas) em condigbes hipdxicas
apresentam bradicardia com aumentos significativos nos indices de ventilagdo
(Rantin et al., 1992; Rantin et al., 1993).

O protocolo experimental do presente estudo foi executado de maneira a
simular as condicbes de campo em que o matrinxd é mais comumente
anestesiado para fins diversos em tempos curtos de exposi¢gdo (em torno de 5
min). A bradicardia observada por agdo do fenoxietanol no matrinxd muito
provavelmente foi conseqléncia da alta concentragcdo necessaria para que esse

produto quimico tenha o mesmo efeito do eugenol e da benzocaina, em induzir o
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estagio 3 de anestesia (Woody et al., 2002) no matrinxd em aproximadamente 2
min.

Assim, é possivel que o matrinxa, quando exposto ao fenoxietanol, tenha
encontrado condicdes mais adversas a respiracao devido a uma maior saturacao
desse produto nas branquias em relagdo ao eugenol ou a benzocaina ja nos
primeiros instantes de exposi¢ao, evidenciando uma bradicardia em consequéncia
das condi¢des de hipoxia. Por outro lado, o eugenol e a benzocaina nao resultam
em bradicardia como consequéncia da hipdxia, muito provavelmente devido ao
curto periodo de exposicdo do matrinxa aos anestésicos e as concentragdes mais
baixas necessarias para atingir o estagio 3.

Os mecanismos de agdo dos anestésicos em peixes ndao sdo ainda bem
conhecidos (Ross & Ross, 1999). A generalizagdo dos mesmos gira em torno do
desencadeamento da depressao do sistema nervoso central através de inibigdes
nos axénios, na liberacdo dos transmissores ou na excitabilidade das membranas
nervosas. Assim, os peixes atingem os estagios de anestesia quando os
anestésicos alcangcam niveis especificos no cérebro e na medula espinhal através
da circulagao sanguinea (Riedesel, 1997).

A captacdo dos anestésicos dissolvidos na agua pelos peixes acontece
através das branquias, difundindo-se para o sangue, que o conduz até o sistema
nervoso central. Alguns fatores influenciam tal percurso, tais como a lipo-
solubilidade e a solubilidade dos anestésicos no sangue. De forma geral, quanto
maior a lipo-solubilidade de determinado anestésico, maior sua eficiéncia
anestésica, pois mais rapidamente se difundira do sangue para os centros

nervosos. Por outro lado, quanto maior a solubilidade do anestésico no sangue,
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menor sua eficiéncia, pois serdo necessarios maiores concentragdes e tempos
para que se sature o sangue com o0s anestésicos, que se difundirdo mais
vagarosamente para os centros nervosos (Riedesel, 1997).

O fenoxietanol € um anestésico de solubilidade mais baixa que o eugenol e
a benzocaina (Roubach & Gomes, 2001), esclarecendo-se assim as
concentragdes mais altas necessarias, para que se atinjam os mesmos efeitos no
matrinxa (vide resultados do capitulo 2). Especula-se que o eugenol seja um
depressor na excitagcdo de contracdo da musculatura esquelética, com
antagonismo nos canais de calcio, desequilibrando os potenciais de voltagem e
receptores de calcio (Lahlou et al., 2004). Ja a benzocaina tem acao direta nos
canais de sodio, sendo sua atuacdo a de evitar a geragdo e condugdo de
estimulos nervosos, pois barra a condugcdo dos estimulos, diminuindo ou
impossibilitando que se produza o incremento de transicdo da permeabilidade de
sédio nas membranas excitaveis e causando ligeira despolarizagao (Otorrinoweb,
2004).

E notavel que as respostas cardiorrespiratdrias do matrinxa aos anestésicos
estudados no presente capitulo estivessem provavelmente associadas a respostas
fisiolégicas de estresse, que, embora ndo mensuradas, pudemos notar. Porém,
isso ndo invalida o uso do eugenol, da benzocaina e do fenoxietanol em condigbes
de campo, pois esses anestésicos possibilitam a devida manipulagdo de juvenis
de matrinxd, sem que sejam observadas as consequéncias desastrosas
comumente presentes, quando se realizam praticas como biometria, injegbes e
marcagdes em peixes ndo anestesiados (Inoue et al, 2003). De maneira

semelhante para peixes de agua fria, a anestesia proporciona estados de relativa
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hipoxinemia, sendo assim admitido que os anestésicos confiram condigbes de

estresse mais baixas durante o manuseio dos peixes (lwama & Ackerman, 1994).

5. Conclusao

A administracao de anestésicos para o matrinxa deve ocorrer em funcéo da
sua concentragdo dos produtos quimicos na agua e do tempo de exposi¢ao, pois
através das fungdes cardiacas e respiratdrias os anestésicos chegam até o
cérebro e medula espinhal, onde atuam deprimindo o sistema nervoso central. O
estado de anestesia é entdo desencadeado nos determinados intervalos de
tempo. O eugenol, a benzocaina e o fenoxietanol propiciam imobilizagéo
apropriada do matrinxd com disturbio médio dos parametros cardiorrespiratorios,
ja que os peixes se apresentaram recuperados 30 min apds os banhos
anestésicos. Entretanto para o uso do fenoxietanol em matrinxa, foi necessaria
uma concentragdo bem mais alta que o eugenol e a benzocaina para produzir o
mesmo efeito anestésico, além de evidenciar claramente estado de hipdxia ja nos

primeiros instantes de exposicao.



Tabela1. Caracteristicas comportamentais dos peixes de acordo com os diferentes

estagios de anestesia.

Estagio Caracteristica de comportamento

1 Desbalanco visivel dos movimentos operculares

2 Perda parcial de equilibrio e dificuldade em manter posi¢gao normal
de nado, quando parado.

3 Perda total de equilibrio e incapacidade de recuperar a posicéo
vertical de nado (“barriga para cima”)

4 Auséncia de reacgao a qualquer estimulo

Recuperado  Recuperacgao da posi¢cao normal de nado e da capacidade de

nadar.

Fonte: Woody et al. (2002).
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Figura 1. Efeito dos anestésicos eugenol, benzocaina e fenoxietanol nos valores
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de frequéncia respiratoria (FrR — breaths/min) do matrinxd. O protocolo
experimental (barras em cinza) foi em dose necessaria para se
anestesiar os peixes em 2 min (eugenol 25 mg/L, benzocaina 50 mg/L e

fenoxietanol 300 mg/L). Registros foram também feitos durante periodo

de recuperacéao (barras em branco).

* indica diferenca em relagao aos valores pré-anestesia.
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Figura 2. Efeito dos anestésicos eugenol, benzocaina e fenoxietanol nos valores
de amplitude de ventilagdo (Vamp %) do matrinxd. O protocolo
experimental (barras em cinza) foi em dose necessaria para se
anestesiar os peixes em 2 min (eugenol 25 mg/L, benzocaina 50 mg/L e
fenoxietanol 300 mg/L). Registros foram também feitos durante periodo
de recuperacéo (barras em branco).

* indica diferenca em relagao aos valores pré-anestesia.
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Figura 3. Efeito dos anestésicos eugenol, benzocaina e fenoxietanol nos valores
de ventilagado total (Vtot - %) do matrinxd. O protocolo experimental
(barras em cinza) foi em dose necessaria para se anestesiar os peixes
em 2 min (eugenol 25 mg/L, benzocaina 50 mg/L e fenoxietanol 300
mg/L). Registros foram também feitos durante periodo de recuperagao
(barras em branco).

* indica diferenca em relagao aos valores pré-anestesia.
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Figura 4. Efeito dos anestésicos eugenol, benzocaina e fenoxietanol nos valores
de frequéncia cardiaca (fH — beats/min) do matrinxa. O protocolo
experimental (barras em cinza) foi em dose necessaria para se
anestesiar os peixes em 2 min (eugenol 25 mg/L, benzocaina 50 mg/L e
fenoxietanol 300 mg/L). Registros foram também feitos durante periodo de
recuperagao (barras em branco).

* indica diferenca em relagao aos valores pré-anestesia.
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Figura 5. Efeito dos anestésicos eugenol, benzocaina e fenoxietanol nos valores
de pressao arterial (Pa - %) do matrinxd. O protocolo experimental
(barras em cinza) foi em dose necessaria para se anestesiar os peixes
em 2 min (eugenol 25 mg/L, benzocaina 50 mg/L e fenoxietanol 300 mg/L).
Registros foram também feitos durante periodo de recuperagéo (barras
em branco).

* indica diferenca em relagao aos valores pré-anestesia.
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CAPITULO 4
Avaliagao da eficiéncia anestésica do eugenol, benzocaina e fenoxietanol
para o manuseio de juvenis de matrinxa Brycon cephalus (Gunther, 1869):

respostas hematolégicas e plasmaticas

Resumo - O matrinxd Brycon cephalus vem ganhando espago na piscicultura
nacional como valiosa mercadoria nos estabelecimentos de pesque-pague, além
de apresentar caracteristicas zootécnicas desejaveis de crescimento e conversao
alimentar. Entretanto, o matrinxa, devido a sua movimentagao excessiva durante o
manuseio, pode sofrer injurias sérias, propiciando a manifestagdo de patéogenos
e/ou posterior morte. O eugenol, a benzocaina e o fenoxietanol vém sendo
amplamente empregados no Brasil com bons resultados na imobilizagdo desse
peixe, porém, o uso adequado desses anestésicos requer esclarecimentos de
ordem técnica para manipulacdo. Dessa forma, o presente trabalho visou
descrever algumas respostas fisiolégicas do matrinxa ao eugenol, a benzocaina e
ao fenoxietanol. Juvenis foram submetidos a banhos anestésicos para a indugao
de anestesia leve e anestesia profunda, sendo examinados os valores sanguineos
de hematdcrito, bem como as concentragdes plasmaticas de glicose, lactato,
amonia total, ions (sodio, cloreto, potassio) e proteina. Nossos resultados indicam
boas perspectivas no uso desses anestésicos na indugdo de anestesia leve. Para
a inducao de anestesia profunda a benzocaina apresentou-se mais satisfatoria.

Palavras-chaves: matrinxa, Brycon cephalus, anestésicos, respostas, plasma.
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Abstract - ASSESSMENT OF THE ANESTHETICS EUGENOL, BENZOCAINE,
AND 2-PHENOXYETHANOL FOR FIELD PROCEDURES IN MATRINXA
(BRYCON CEPHALUS). Matrinxa is a characidae species from Brazil that has
been reared in our fish farms with excellent growth and feed conversion ratios.
Furthermore, matrinxd has good characteristics for sport fishing industry that
requires aggressive and fierce fish that attack fishing baits properly. However,
matrinxd management has been complicated by the movements that fish does
during handling and other field procedures as biometry, tags and surgeries.
Eugenol, benzocaine, and 2-phenoxyethanol have been indicated in matrinxa
handling, but little information is available about matrinxd responses to such
anesthetics. The present work evaluated some physiological responses of matrinxa
exposed to eugenol, benzocaine, and 2-phenoxyethanol through the values of
blood hematocrit, and plasma values of glucose, lactate, total ammonia, ions (Na®,
CI', K*) and protein. Eugenol, benzocaine and 2-phenoxyethanol were suitable to
induce anesthesia in matrinxa, but only benzocaine could be indicated to induce
deep anesthesia.

Key words: matrinxa, Brycon cephalus, anesthetics, responses, plasma.

1. Introducgao

O matrinxd € um peixe originario da Bacia Amazonica, de extrema
importancia no pais devido ao grande valor econémico e social em sua regido de
origem, bem como produto nos estabelecimentos de pesca esportiva, localizados
nas diferentes regides do pais (Carneiro & Urbinati, 2001). Entretanto, o matrinxa

€ um peixe extremamente agitado e voraz, sendo sua manipulacédo bastante
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complicada, pois sua movimentagdo excessiva pode resultar em ferimentos nos
animais durante as diferentes praticas de campo, como a biometria e a
transferéncia entre tanques. E comum o relato de significativa perda de escamas,
propiciando a manifestacdo de doengas e/ou posterior morte.

O uso de anestésicos para se manusear juvenis de matrinxa tem sido
assunto bastante interessante entre os profissionais das areas de aquicultura e
biologia de peixes, que sempre buscam novas alternativas e esclarecimentos, no
que tangem as restricbes ao uso, a seguranga aos operadores e aos efeitos
colaterais dos anestésicos (Carneiro & Urbinati, 2001; Roubach & Gomes, 2001).
Nesse sentido, a utilizagdo do eugenol, da benzocaina e do fenoxietanol
apresenta grande potencial para se manusear peixes vivos, pois O primeiro
apresenta boas propriedades anestésicas para peixes, além de vasto uso na
odontologia, seguido da benzocaina, que tem baixo custo. Ja o fenoxietanol tem
propriedades anti-sépticas com risco relativamente baixo de intoxicacdes
(Roubach & Gomes, 2001; Gomes et al., 2001).

Segundo diversos autores (lwama & Ackerman, 1994; Hattingh, 1976), os
efeitos das praticas de campo podem ser avaliados através de diversos
parametros metabdlicos e ibnicos. Assim os valores plasmaticos de glicose,
lactato, aménia e ions (sddio, potassio e cloreto) sdo boas ferramentas na
avaliacao da intensidade da manipulacédo de peixes em diversos locais.

O presente trabalho avaliou o uso do eugenol, da benzocaina e do
fenoxietanol para se manipular juvenis de matrinxa, quantificando-se algumas de

suas principais respostas fisiologicas a anestesia leve e profunda. Esse trabalho
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teve ainda o propdsito de contribuir para o aperfeigoamento das técnicas de cultivo

do matrinxa rotineiramente realizadas em condigdes de campo e de laboratdrio.

2. Material e métodos

Foram realizados trés experimentos distintos. Em cada experimento, a
estocagem e a aclimatacdo dos peixes foram realizadas em 4 caixas com
capacidade de 200 litros de agua, em sistema de circulagdo fechada nas
instalagcdes do Laboratério de Bioquimica Adaptativa da Universidade Federal de
Séao Carlos. A aclimatagdo dos peixes foi efetuada ao longo de 15 dias, sendo
monitorada a qualidade da agua (temperatura 25,7 + 0,9 °C, oxigénio dissolvido
5,66 = 0,07, condutividade 74,3 + 4,8 uS.cm e pH 7,0). Os peixes foram
alimentados duas vezes ao dia até a saciedade.

As doses de eugenol, benzocaina e fenoxietanol, utilizadas no presente
estudo, foram anteriormente avaliadas no Capitulo 2, constatando-se o fenbmeno
dose-efeito dos trés anestésicos no tempo de indugdo a anestesia em relagao a
doses crescentes. Os procedimentos experimentais foram conduzidos como se
segue:

e Controle — os peixes foram somente amostrados.
e T1 - antes da amostragem, os peixes foram retirados das caixas de origem,
colocados em aquarios de 30 L por 10 min e retornados para as caixas de

origem por mais 10 min.
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e T2 — antes da amostragem, os peixes receberam o mesmo manejo de T1,
sendo, entretanto, adicionados aos aquarios de 30 L os anestésicos
eugenol (1° experimento — 15 mg/L), benzocaina (2° experimento — 20
mg/L) e fenoxietanol (3° experimento — 250 mg/L), a fim de se obter
anestesia leve do matrinxad, que é caracterizado como o estagio 3 de
anestesia (perda total de equilibrio e incapacidade de recuperar a posi¢cao
normal de nado, Tabela 2).

e T3 — antes da amostragem, os peixes receberam o mesmo manejo
conduzido em T1, sendo, entretanto, adicionados nos aquarios de 30 L os
anestésicos eugenol (1° experimento — 60 mg/L), benzocaina (2°
experimento — 60 mg/L) e fenoxietanol (3° experimento — 600 mg/L), a fim
de se obter anestesia profunda do matrinxd, que é caracterizada pelo
estagio 4 de anestesia (auséncia de reagao a qualquer estimulo externo,

Tabela 2).

Cada grupo continha 10 peixes (46,1 + 6,2 g e 15,3 £ 0,8 cm), sendo todos
coletados imediatamente apds aos procedimentos experimentais acima descritos
(Controle, T1, T2 e T3). Coletou-se assim o sangue de todos os peixes através de
seringas previamente heparinizadas via artéria caudal. Tubulos foram preenchidos
e vedados em uma das extremidades para centrifugagao a 12.000 x g por 3 min
para determinagcdo dos valores de micro-hematécrito (Goldenfarb et al., 1971).
Aliquotas de sangue foram também centrifugadas para obtencdo de plasma para

os ensaios de glicose (Dubois, 1956), lactato (Harrower & Brown, 1972), amdnia
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total (Gentzkow & Masen, 1942), proteina (Lowry et al., 1951), e cloreto (APHA,
1980) através de métodos colorimétricos. Os valores plasmaticos de ions sodio
(Na) e potassio (K) foram determinados por fotometria de chama.

As analises estatisticas foram realizadas para cada experimento através do
método ndo paramétrico de Kruskall-Wallis, com significancia de P<0.05, seguido
de teste de médias de Dunn (P<0.05).

Os parametros fisico-quimicos de qualidade de agua foram também
monitorados (pH 6,8, temperatura 25,7 + 0,9 °C, oxigénio dissolvido 5,66 + 0,07
mg/l, e condutividade 74,3 + 4,8 uS.cm), permanecendo assim dentro das

condicOes ideais para o cultivo de organismos aquaticos (Arana, 1997).

3. Resultados

Ndo foi observada mortalidade de peixes no desenvolvimento dos 3
experimentos. O matrinxd apresentou valores de hematocrito significativamente
mais elevados, quando submetido a anestesia profunda através do eugenol, da
benzocaina e do fenoxietanol (Figura 1). Os valores de glicose plasmatica foram
significativamente mais elevados na presenca do eugenol e fenoxietanol para
anestesia profunda em T3 (Figura 2).

Os trés diferentes anestésicos propiciaram valores de lactato plasmatico
significativamente mais elevados em T1. Entretanto, o fenoxietanol provocou
menor producao de lactato em T2 e T3, enquanto o eugenol e a benzocaina

induziram discretamente uma diminui¢éo da produgao de lactato em T3 (Figura 2).
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Os valores de aménia plasmatica indicaram certo grau de disturbio na excrecao
nitrogenada do matrinxd durante os procedimentos experimentais, mostrando-se
que o fenoxietanol foi mais severo na indugcao de anestesia profunda seguida pelo
eugenol (Figura 2).

As respostas ibnicas foram distintas para os trés anestésicos (Tabela 1). O
balancgo eletrolitico do matrinxad apresentou-se constante no que se refere ao sédio
plasmatico. O eugenol e o fenoxietanol induziram significativa diminuicdo dos
valores de potassio plasmatico em T3. Ainda o fenoxietanol levou a um
decréscimo na concentracao de cloreto em T2 e de potassio em T3, bem como a
um aumento da proteina plasmatica em T3. A benzocaina apresentou menores

perdas de ions cloreto em T3.

4. Discussao

Os trés anestésicos, eugenol, benzocaina e o fenoxietanol, vém sendo
bastante empregados no Brasil com bons resultados na imobilizagdo de peixes,
garantindo condi¢gdes seguras para manipulagao de peixes durante a biometria,
injecdes, marcacgdo, cirurgias e outras operagdes, rotineiramente realizadas nas
unidades de piscicultura e pesquisas.

Os estagios de anestesia de peixes descritos na literatura sempre levam em
consideracdo as alteragdes na frequéncia dos batimentos operculares e da
capacidade de equilibrio do animal na coluna de agua (Tabela 2). Assim, o
matrinxa em T2 esteve em estagio 3 de anestesia, caracterizado por apresentar
alguma perda dos batimentos operculares com perda total de equilibrio. Ja os

peixes de T3 estiveram em estagio 4 de anestesia, apresentando perda total de
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equilibrio e batimentos operculares, ndo respondendo a qualquer estimulo
externo.

Foi possivel observar através dos aumentos nos valores de hematécrito que
0 eugenol, a benzocaina e o fenoxietanol provavelmente induziram uma contragao
esplénica no matrinxa no estado de anestesia profunda. O aumento dos valores
de hematdécrito em T3 (anestesia profunda) pode ter sido causado também pelo
aumento do volume das hemaceas da espécie em questdo. Tort et al. (2002)
observaram que “seabream” e Oncorhyncus mykiss apresentam alteragdes claras
de parametros hematolégicos (principalmente hematécrito) e plasmaticos de
cortisol, quando esses peixes sdo submetidos ao fenoxietanol e o 6leo de cravo.
Outros estudos de Carneiro & Urbinati (2001), Urbinati & Carneiro (2001) indicam
que o matrinxd ndo tem aumento significativo dos valores de hematdcrito em
baixas concentragdes de benzocaina (20 mg/L).

O aumento da glicose plasmatica € conhecido como um bom indicador de
estresse em peixes em condigbes de campo (Hattingh, 1976), similares aquelas a
que o matrinxa foi submetido no presente estudo. Os peixes em situagcdo de
estresse geralmente fazem uso de suas reservas hepaticas de glicogénio através
de glicogendlise, disponibilizando maior quantidade de energia para o organismo
fugir ou se adaptar as novas condi¢des ambientais (lwama et al., 1989; Iwama et
al., 2004). Esta alteragdo metabdlica foi evidenciada nos peixes submetidos a
anestesia profunda através do eugenol e do fenoxietanol, os quais apresentam
valores de glicose plasmatica aumentados. Logo, a anestesia profunda através do
eugenol e do fenoxietanol foi aparentemente mais severa ao matrinxd do que a

mesma induzida pela benzocaina.
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O eugenol ndo levou a um aumento do lactato plasmatico, assim como o
fenoxietanol, que diminuiu os valores de lactato plasmatico em T2 e em T3,
sugerindo que esses dois anestésicos foram eficientes na imobilizacdo do
matrinxa, ndo apresentando reagao a qualquer estimulo. Ainda é sugerido que a
respiracao dos peixes nao foi prejudicada de forma significativa por agcéo do
eugenol e do fenoxietanol. Ja a benzocaina induziu essa caracteristica (auséncia
de aumento do lactato) somente em T2, enquanto que em T3, provocou um
aumento nos valores de lactato plasmatico, podendo indicar uma condigdo de
prejuizo significativo a respiragdo do matrinxa (lwama et al., 1989).

Como peixes anestesiados sofrem reducbes nas fungdes nervosas e
respiratorias (Summerfelt & Smith, 1990), ocorreu uma sensivel alteracdo dos
batimentos operculares e do fluxo sanguineo, dificultando a excreg¢ao nitrogenada
e as trocas idnicas através de difusbes nas branquias. Isso pode explicar o
aumento da amédnia e da proteina plasmatica em T3 sob agédo do fenoxietanol, ja
que o peixe em anestesia profunda ndo consegue transportar adequadamente os
metabdlitos para os tecidos, nem retirar as excretas das células. As mesmas
afirmacdes séo validas para as alteracdes ibnicas do matrinxa observadas em T2
do fenoxietanol, pois os peixes ndo pudem regular suas trocas idbnicas com o meio
de maneira apropriada (Sladky et al., 2001). O eugenol, por outro lado, pareceu
nao alterar a excregao nitrogenada, pois o aumento observado nos valores de
amoOnia plasmatica somente ocorreu devido ao manejo para a condugdo dos
banhos de anestesia leve e anestesia profunda.

O eugenol, a benzocaina e o fenoxietanol trouxeram beneficios para a

inducdo de anestesia leve no matrinxa, enquanto que somente a benzocaina
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apresentou alteragdes fisioldgicas brandas na indugdo de anestesia profunda em
matrinxa. Assim, a benzocaina pareceu trazer menos efeitos colaterais na
anestesia profunda do matrinxd, quando comparada ao outros anestésicos

testados.



Tabela 1. Valores plasmaticos de sodio, cloreto, potassio e proteina do matrinxd exposto ao
eugenol, benzocaina e 2-phenoxyethanol (média + se). Na*, Cl' e K" estdo expressos em mEg/L, e
proteina em mg/ml. Grupos Controle — peixes somente amostrados, T1 peixes manuseados, T2
peixes manuseados em anestesia leve, T3 peixes manuseados em anestesia profunda.

Parametros plasmaticos

H

Eugenol Na® cr K Proteina
Controle 1481 + 76 1191 = 7.7 2,7 + 0,37 0,33 + 0,03
T1 1456 + 49 1212 + 46 24 + 0,3° 0,32 + 0,02
T2 1547 + 33 1355 + 56 2,3 + 0,2° 0,38 + 0,02
T3 151,0 + 54 1342 + 3,8 1,2 + 0,1° 0,36 + 0,03
Benzocaina

Controle 161,8 + 4,0 952 + 41° 23 % 0,3 0,83 + 0,13
T1 1710 + 6,7 1153 + 30° 28 + 0,8 0,72 + 0,10
T2 164,8 + 41 1106 + 09° 2,8 + 0,1 0,63 + 0,02
T3 1652 + 9,5 91,1 £+ 3,0 15 + 0,1 0,73 = 0,12
Fenoxietanol

Controle 150,8 + 3,4 1210 + 24° 44 + 0,2° 0,41 = 0,01°
T1 1477 + 2,7 1089 + 4,1° 42 + 27° 0,42 + 0,02°
T2 1392 + 42 1031 = 2,8° 43 = 42° 0,44 + 0,01°
T3 1571 + 3,8 117,7 + 38* 2,7 + 3,8° 0,50 + 0,02°

Tabela 2. Caracteristicas comportamentais dos peixes de acordo com os

diferentes estagios de anestesia.

Estagio Caracteristica de comportamento
1 Desbalanco visivel dos movimentos operculares
2 Perda parcial de equilibrio e dificuldade em manter posigao normal

de nado, quando parado.

3 Perda total de equilibrio e incapacidade de recuperar a posi¢cao
vertical de nado (“barriga para cima”)

4 Auséncia de reacao a qualquer estimulo

Recuperado  Recuperacgao da posi¢cao normal de nado e da capacidade de

nadar.

Fonte: Woody et al. (2002).
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peixes manuseados para anestesia leve, T3 — peixes manuseados

para anestesia profunda.
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CAPITULO 5

Respostas fisiologicas e bioquimicas do matrinxa (Brycon cephalus)

submetido ao transporte

Resumo - O transporte de peixes vivos € um dos procedimentos mais realizados
em condi¢cdes de campo pela necessidade real de se remover os animais de um
local a outro ao longo dos cultivos. Entretanto, essa pratica de manejo é bastante
severa para os peixes, evidenciando as diversas respostas do estresse, que sao
indicadas através dos aumentos dos valores plasmaticos de cortisol e glicose,
bem como através do desbalanco eletrolitico do plasma. O presente trabalho visou
quantificar as principais respostas ao estresse do matrinxa, quando submetido ao
manuseio e transporte. Avaliamos também os efeitos do sal marinho (NaCl) e do
oleo de cravo (Eugenol) no alivio das respostas ao estresse de transporte em
sacos plasticos. Esses produtos tém sido propostos no transporte de peixes vivos,
embora seja ainda necessario o esclarecimento dos beneficios reais que trariam
bem como elucidagdes nos procedimentos de uso. Dessa forma, observamos em
trés experimentos que o oOleo de cravo pbéde atenuar as principais respostas ao
estresse do matrinxad durante o transporte, enquanto o sal marinho péde apenas
atenuar algumas das respostas secundarias ao estresse. Esses produtos séo
entdo sugerindos no transporte do matrinxd em sacos plasticos como profilaticos
na reducado de algumas respostas de estresse. O custo energético alto para o
matrinxa tolerar as praticas de transporte foi também evidenciado através das

reducgdes visiveis dos valores de glicogénio hepatico.
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Palavras chave: matrinxa, Brycon cephalus, estresse, transporte, sal NaCl, éleo

de cravo eugenol.

Abstract — PHYSIOLOGICAL STRESS RESPONSES IN MATRINXA (BRYCON
CEPHALUS) SUBMITTED TO HAULING AND TRANSPORT. Although fish
transport is necessary in all fish farms and fish biology facilities, many drastic
consequences are usually observed as fish injuries and mortality. Despite of
matrinxa has shown excellent growth performance in our fish farms this species is
very sensitive to hauling and transport. In this way, studies about matrinxad stress
responses to hauling and transport as well strategies to ameliorate these
procedures are necessary to improve this species management and consequently
reduce economic losses. The present work evaluated the matrinxd stress
responses to transport, and the effects of salt (NaCl) and clove oil (Eugenol)
dissolved in the water used for transporting the fish. These products have been
empirically indicated for transport in Brazil as good alternatives to reduce fish
stress during transport. In this way, we observed clove oil could reduce some of
the main physiological stress responses of matrinxd as plasma cortisol, glucose
and chloride. On the other hand, salt could only reduce some secondary stress
responses of matrinxa to transport, which had the main stress indicators recovered
24 h after the end of the 4 h-transport. The high energetic cost to matrinxad was
evident through the decreased values of hepatic glycogen after transport. We
concluded clove oil and salt can be suggested for matrinxad transport as profilatic
products.

Key words: matrinxa, Brycon cephalus, hauling, transport, NaCl, clove oil eugenol.
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1. Introducgao

O transporte de peixes € uma pratica importante em todas as fazendas de
piscicultura, bem como nas estagdes de pesquisas. O matrinxa (Brycon cephalus),
peixe originario da bacia amazbnica, tem se destacado por seus excelentes
indices zootécnicos de crescimento e conversao alimentar (Cyrino et al., 1986).
Entretanto, consequéncias desastrosas sao usualmente observadas no transporte
do matrinxa, devido a sua extrema sensibilidade as manipulacbes necessarias ao
longo das praticas de manejo dos cultivos intensivos. Observam-se assim
excessivas perdas de muco e escamas, seguida de agressdo entre 0s peixes,
manifestagcdo de organismos patogénicos aos peixes e morte (Inoue et al., 2003).

Varios produtos condicionadores como o sal marinho e alguns anestésicos
sao utilizados no manejo de peixes, sendo a escolha desses produtos feita de
acordo com a disponibilidade no mercado, custo minimo e beneficios trazidos aos
peixes (lwama & Ackerman, 1994). Além do mais, o uso de condicionadores
devem proporcionar a suficiente tranquilizacédo dos peixes durante o manejo, sem
que sejam observados os efeitos colaterais desses produtos, tais como risco de
intoxicagdes aos trabalhadores e poluicdo do meio ambiente (lversen et al., 2003;
Pirhonen & Schreck, 2003; Woody et al., 2002).

Sao descritos alguns beneficios do uso do sal marinho e anestésicos no
transporte de peixes vivos com bons resultados na diminuicdo das principais
respostas de estresse (Carneiro & Urbinati, 2001; Kubitza, 1998), porém, esses
beneficios ndo sdo sempre observados (Barton & Peter, 1982; Carmichael et al.,

2001; Kubitza, 2003). Dessa forma, o uso de anestésicos e sal marinho no
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transporte de peixes tem sido assunto controverso (Barton & Peter, 1982; Kildea et
al., 2004). Assim, mais estudos sdo necessarios a fim de se esclarecer o uso de
produtos condicionadores no transporte do matrinxd, bem como gerar mais
informacgdes e alternativas nessa importante etapa do manejo de peixes.

No presente trabalho foram avaliados o uso dos condicionadores sal
marinho (NaCl) e o 6leo de cravo no transporte do matrinxd, medindo-se as
principais respostas ao estresse, afim de se esclarecer e propor novas
alternativas. Este trabalho engloba trés experimentos, dos quais o primeiro foi um
ensaio piloto para o uso do 6leo de cravo no transporte do matrinxa. A partir deste
ensaio, estabelecemos a concentragdo de 5 mg/L nos testes do Experimento Il. O
Experimento Il teve a finalidade de se avaliar a recuperagdo do matrinxa apés o
transporte em sacos plasticos, testando-se também o uso do sal marinho

dissolvido na agua de transporte.

2. Material e métodos

Alevinos de matrinxd de mesma idade foram obtidos em uma fazenda
comercial de piscicultura localizada na cidade de Mococa, SP e trazidos para as
instalagées do Laboratério de Bioquimica Adaptativa da Universidade Federal de
Séao Carlos, onde permanceram estocados por 5 meses. Foram realizados trés
experimentos distintos, que sdo descritos a seguir:

Experimento |

Primeiramente, grupos de 10 peixes permaneceram em caixas com
capacidade para 200 L em sistema de circulacéo fechada de agua, aclimatando-se

as condigdes experimentais. Apos 15 dias deu-se inicio aos procedimentos



98

experimentais. O transporte de peixes foi realizado das 10 as 14 h em sacos
plasticos de 50 x 85 cm, supridos com 10 L de agua e 6leo de cravo nas
concentragdes de 0, 1, 5 e 10 mg/L. Preencheu-se o espago remanescente
dessas embalagens com gas oxigénio, sendo os sacos plasticos lacrados, de
acordo com os procedimentos usuais do transporte de peixes empregados no
Brasil. A densidade de peixes nas embalagens foi em torno de 80 g/L, conforme
sugerido por Urbinati et al. (2004). Dois grupos controle, que ndo foram manejados
nem transportados, permaneceram nas caixas de 200 L em sistema de circulacao
fechada de agua. Assim, 10 peixes foram amostrados as 10 h no momento em
que os peixes foram embalados, e apos 4 h de transporte (as 14 h) todos os

peixes remanescentes foram amostrados.

Experimento |l

Peixes estocados em 1 tanque de 2000 L em sistema de circulacéo fechada
de agua foram primeiramente amostrados (10 peixes) para caracterizagdo do
grupo Repouso (sem a imposicéo de qualquer estressor). Sessenta outros peixes
desse mesmo tanque foram igualmente distribuidos em seis embalagens, sendo
que trés receberam Oleo de cravo na concentracdo de 5 mg/lL e trés
permaneceram sem a adigao de qualquer produto. As embalagens foram lacradas
como descrito no Experimento | e o transporte de peixes realizado por 4 h, das 10

as 14 h, quando todos os peixes foram amostrados.

Experimento 1l
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Peixes estocados em outro tanque de 2000 litros no sistema de circulagao
fechada de agua foram amostrados para caracterizagao do grupo controle (sem
manuseio e sem transporte). Sessenta outros peixes desse mesmo tanque foram
igualmente distribuidos em seis embalagens, sendo que trés receberam NaCl na
concentragao de 6 g/L (grupo 1) e trés permaneceram sem a adicdo de qualquer
produto (grupo 2). As embalagens foram lacradas como descrito no Experimento |
e o transporte de peixes realizado por 4 h, das 10 as 14 h, quando 10 peixes de
cada grupo foram amostrados. Os peixes remanescentes foram respectivamente
liberados em caixas de 200 L em sistema de circulagcédo fechada de agua, onde os

peixes foram amostrados 24 h e 96 h apds o transporte dos peixes.

Técnicas laboratoriais

Seringas heparinizadas foram utilizadas na coleta de sangue dos peixes.
Os valores de hematécrito (Goldenfarb et al., 1971), hemoglobina total (Collier,
1944) e numero de células vermelhas do sangue (Lima et al., 1969) foram
determinados. Assim, os valores de volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram calculados.

Aliquotas de sangue foram também centrifugadas a 14.400 x g por 3
minutos para separacdo de plasma. Os valores de cortisol plasmatico dos
Experimentos | e Ill foram determinados por radio imuno ensaio (RIA) no
Laboratoério de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto - Universidade de Sao Paulo. Ja os valores de cortisol

plasmatico do Experimento Il foram obtidos através de método enzimatico
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(ELISA), de acordo com Basu et al. (2001), no Fish Physiology Laboratory do
Institute for Marine Biosciences (IMB) do National Research Council of Canada
(NRC).

Valores plasmaticos dos ions soédio (Na’) e potassio (K') foram
quantificados por fotdbmetro de chama, enquanto os valores de cloreto (APHA,
1980), proteina total (Lowry et al., 1951), glicose (Trinder, 1969), lactato (Harrower
& Brown, 1972) e amdnia total (Gentzkow & Masen, 1942) foram determinados por
métodos colorimétricos.

Amostras de figado foram também coletadas para determinagdo dos

valores de glicogénio de acordo com Bidinotto et al. (1997).

3. Resultados

Nao foi observada mortalidade de peixes durante todos os passos dos
experimentos realizados. A agua de transporte foi notavelmente deteriorada no
decorrer dos procedimentos experimentais, sendo que o sal marinho (NaCl) e éleo
de cravo nao propiciaram menor deterioragcdo da agua de transporte (Tabelas 1 e
2).

Os parametros hematolégicos nao se alteraram significativamente no
decorrer dos experimentos, sendo os valores de hematdcrito de 30 = 3 %,
hemoglobina total de 9.8 + 1.4 g/100 ml, numero de células vermelhas (RBC) de
2.2 + 0.4 x 10° células/mm?, volume corpuscular médio (VCM) de 137 + 7 pmm?,
hemoglobina corpuscular média (HCM) de 40 + 6 pg e concentragdo de

hemoglobina corpuscular média (CHCM) de 2.5 £ 0.1 %.
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Os valores de cortisol plasmatico foram visivelmente aumentados apds o
transporte de peixes, sendo que o 6leo de cravo atenuou parte dessa resposta
primaria do estresse (Tabela 3 e Figura 1). Ja o sal marinho (NaCl) nao surtiu
efeito nos valores de cortisol plasmatico (Figura 2).

O matrinxd apresentou valores mais altos de glicose plasmatica apos o
transporte, sendo os aumentos observados nos grupos de peixes transportados
com o 6leo de cravo e o sal marinho nas concentragcbes de 5 mg/L e 6 g/L,
respectivamente, nao significativos em relagao aos grupos controle, que nao foram
submetidos a nenhum estimulo estressante (Figuras 1 e 2). Por outro lado, os
grupos de peixes transportados sem a adicdo de qualquer produto tiveram
aumento significativo da glicose plasmatica em relagdo aos grupos controle (n&o
submetidos a qualquer estressor). Os valores de glicose plasmatica foram
restabelecidos em niveis semelhantes aos iniciais 24 h apés o transporte (Figura
2).

O alto custo energético para o matrinxa tolerar o transporte foi evidenciado
através dos valores de glicogénio hepatico, que foram significativamente
diminuidos apds o transporte. A adicdo do sal marinho e do 6leo de cravo néo
surtiu efeito na diminuicdo dos valores de glicogénio hepatico, que somente foram
restabelecidos 96 h apds a imposigao do transporte (Figuras 2 e 5).

Os valores de amobnia (NH4) plasmatica aumentaram no matrinxa apdés o
transporte. O 6leo de cravo e o sal marinho puderam atenuar o acumulo de
amonia no plasma, em presenga dos quais os aumentos n&o foram significativos
em relagdo aos grupos controle sem a aplicagdo de qualquer estimulo estressante

(Figuras 3 e 4). Por outro lado, os grupos de peixes transportados sem a adigao
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de qualquer produto apresentaram aumentos significativos da aménia plasmatica
em relagao aos grupos controle (sem a imposi¢ao de qualquer estressor). Os
valores de aménia plasmatica foram restabelecidos em niveis semelhantes aos
iniciais 24 h apo6s o transporte (Figuras 3 e 4).

Os valores de Na* plasmatico n&o foram significativamente diminuidos apos
o transporte no Experimento Il. Entretanto, no Experimento Il ocorreu uma queda
significativa dos valores de sodio plasmatico apds o transporte, sendo essas
variaveis restabelecidas 24 h apos o transporte. A adigdo de sal marinho na agua
de transporte nao reduziu as perdas de sodio no matrinxa (Tabela 4, Figura 6).

Os valores de K* plasmatico permaneceram constantes no matrinxa durante
todo o Experimento Ill. J4 no Experimento Il os valores de potassio K* plasmatico
cairam significativamente apos o transporte (Tabela 4, Figura 6). A adi¢gao de 6leo
de cravo na concentragdo de 5 mg/L diminuiu as perdas de potassio plasmatico no
matrinxa, que nessa condigdo de transporte apresentou teores significativamente
iguais aos grupos controle sem a imposicao de qualquer estimulo estressante
(Figura 6).

O matrinxd apresentou menores valores de cloreto plasmatico apdés o
transporte, sendo que o 6leo de cravo, na concentragdo de 5 mg/L, reduziu as
perdas desse ion (Figura 6). Os valores foram significativamente semelhante aos
grupos controle sem a imposig¢ao de qualquer estimulo estressante. O sal marinho
na concentragao de 6 g/L nao reduziu as perdas de cloreto plasmatico no matrinxa
submetido ao transporte, sendo entretanto, esses valores restabelecidos 24 h

apos o transporte do matrinxa (Tabela 4).
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Os valores de proteina plasmatica permaneceram constantes no
Experimento Il. Por outro lado, os valores de proteina plasmatica foram
significativamente diminuidos apds o transporte no Experimento Il (Tabela 4). A
adicdo do sal marinho na agua de transporte na concentragcdo de 6 g/L nao
reduziu significativamente as perdas de proteina plasmatica no matrinxa, sendo os

esses valores restabelecidos 24 h apds o transporte.

4. Discussao

O transporte de peixes vivos em sacos plasticos tem sido bastante relatado
para muitas espécies de peixes do Brasil (Kubitza, 2003). Pois, tal pratica de
manejo € um estimulo agudo aos peixes, promovendo muitas das respostas ao
estresse (Barton et al., 2002), usualmente detectadas através das alteracbes dos
valores de cortisol, glicose e ions plasmaticos (Wendelaar-Bonga, 1997). No
presente trabalho foi estudado o transporte do matrinxa em sacos plasticos por 4
horas, associando-se o uso de condicionadores como o sal marinho e o dleo de
cravo. O sal marinho ndo apresentou efeito na diminuicdo da resposta do cortisol
plasmatico, enquanto o dleo de cravo pOde parcialmente atenuar o aumento do
cortisol plasmatico no matrinxd submetido ao transporte.

Os grupos de matrinxas transportados sem a adi¢gao de qualquer produto e
com adicdo do sal marinho na agua de transporte apresentaram aumentos
significativos dos valores de cortisol plasmatico, os quais certamente foram em
resposta a um conjunto de estressores, composto pela manipulagcado direta dos
peixes na confecgdo das embalagens, vigorosa atividade muscular, exposi¢des

dos animais a baixa qualidade da agua durante o transporte e o proprio transporte,
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que pela movimentagdo constante das embalagens pode causar injurias nos
peixes (McDonald & Milligan, 1997). De maneira semelhante, no transporte da
truta arco-iris (Oncorhyncus mykiss) observou-se que o uso do sal marinho e da
tricaina metanosulfonate (MS 222) nao reduziram os valores do cortisol plasmatico
(Barton & Peter, 1982).

O uso do éleo de cravo diluido na agua de transporte reduziu as respostas
de cortisol plasmatico do matrinxa, sugerindo o seu uso nessa importante pratica
de manejo de peixes. Entretanto, o exato mecanismo pelo qual o éleo de cravo
atenua a resposta de cortisolémia no matrinxa é ainda desconhecido. Os estudos
sobre os efeitos do 6leo de cravo nas respostas de estresse em peixes foram
somente realizados em concentracbées bem mais altas do que as ensaiadas no
presente capitulo (10-140 mg/L) e por periodos bem mais curtos (1-30 minutos)
(Iversen et al., 2003; Small, 2004; Woody et al., 2002; Keene et al., 1998), os
quais também evidenciaram que alguma resposta do cortisol plasmatico péde ser
reduzida. O salmé&o do atlantico (Salmo salar), quando exposto a concentragdes
de 20 a 100 mg/L de dleo de cravo durante 10 min, ndo apresentou elevacao dos
valores de cortisol plasmatico em resposta ao manejo e anestesia (lversen et al.,
2003). De forma semelhante, o bagre do canal (/ctalurus punctatus) anestesiado
em 100 mg/L de 6leo de cravo apresentou menores elevagdes do cortisol
plasmatico (Small, 2004). Iversen et al. (2003) especulam que o 6leo de cravo
possa parcialmente bloquear a transmissdo dos impulsos nervosos para o
hipotalamo, onde sdo desencadeadas as demais reagbes do sistema nervoso

central nas respostas de estresse, entre elas a cortisolémia.
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O uso do o6leo de cravo e do sal marinho no transporte do matrinxa
reduziram a concentragao da glicose plasmatica, que é classicamente citada como
uma resposta secundaria ao estresse, desencadeada pelo aumento do cortisol
plasmatico (Hattingh, 1976). De maneira semelhante, Carneiro & Urbinati (2001)
observaram que o sal marinho péde parcialmente atenuar os aumentos de cortisol
e glicose plasmatica do matrinxa submetido ao transporte em caixas semitérmicas.
Iversen et al. (2003) observaram que o salméo do atlantico (Salmo salar), exposto
ao 6leo de cravo por 30 minutos, ndo apresentou também elevagdes nos valores
de glicose plasmatica.

Durante o transporte de peixes, a disponibilidade de oxigénio nas células
pode muitas vezes ser diminuida por ocasido da elevada atividade muscular,
resultante do intenso esfor¢co de natacdo dos peixes para manutengao da posi¢cao
normal de nado nas embalagens em movimento (Barton et al., 1998). Dessa
forma, aumentos nos valores de lactato plasmatico sdo esperados, o que foi
prontamente observado no Experimento Il. O 6leo de cravo atenuou também o
acumulo do lactato plasmatico no matrinxa, muito provavelmente devido a menor
movimentagdo do matrinxd nas embalagens que continham essa substancia, ja
gue os peixes apresentavam-se aparentemente tranquilizados.

Exposicoes de peixes a anestésicos provocam também fortes alteracdes
nas taxas respiratérias, sendo assim possivel maior acumulo de lactato no plasma
(Iversen et al., 2003). Entretanto, o 6leo de cravo na concentragdo de 5 mg/L ndo
foi suficiente para interferir nos esforgos respiratérios do matrinxa durante o
transporte, justificando o seu uso nas embalagens para tranquilizar os peixes sem

interferir na respiragdo dos mesmos.



106

A excregao nitrogenada em peixes acontece através das branquias por
difusdo da aménia (Wright, 1993). Durante o transporte, os gradientes de
concentragdes da amobnia entre o sangue e a agua de transporte tendem a
diminuir intensamente com o passar das horas, dificultando assim a excrecao
nitrogenada. Nossos resultados confirmam essas observagdes, ja que o matrinxa
apresentou maiores valores de amoénia plasmatica associada a alta concentragao
de amdnia na agua de transporte. O 6leo de cravo e o sal marinho atenuaram o
acumulo de aménia plasmatica no matrinxd submetido ao transporte. E provavel
que o o6leo de cravo tenha diminuido o acumulo de amoénia plasmatica devido a
menor movimentacdo dos peixes durante o transporte, e consequentemente
houve um menor prejuizo na excregao nitrogenada. Ja para o sal marinho, existe
um mecanismo descrito evidenciando a troca de ions NH;" do meio interno por
ions Na* do meio externo, levando assim a menores valores de amdnia plasmatica
(Carneiro & Urbinati, 2001).

O desbalanco eletrolitico em peixes tem sido descrito em resposta ao
estresse como consequéncia das elevagdes das concentragdes de catecolaminas
e do cortisol (Mc Donald & Milligan, 1997). O matrinxd apresentou nitidos
disturbios na regulagdo osmatica, sendo isso indicado nos valores de sddio,
cloreto, potassio e proteina plasmatica. O matrinxd apresentou menores valores
de sodio plasmatico apds o transporte, tendo o éleo de cravo atenuado alguma
perda de sédio. J& o matrinxa, transportado com a adicdo de sal na agua de
transporte, apresentou menores perdas de sodio, mas as diferengas em relagao
aos peixes transportados sem a adi¢gao de qualquer produto na agua de transporte

nao foram significativas.
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Os valores de cloreto plasmatico apresentaram-se menores logo apos o
transporte, de forma semelhante ao observado por Barton et al. (2002), Forsberg
et al. (2001) e Mazik et al. (1991). O sal marinho e o 6leo de cravo atenuam de
certa forma as perdas de cloreto plasmatico durante o transporte, tal como
reportado por Carneiro & Urbinati (2001) para o transporte do matrinxa em caixas
semitérmicas. Entretanto, a caracteristica do sal marinho e do 6leo de cravo em
diminuir as perdas de ions cloreto durante o transporte néo pode ser generalizada
para todas as espécies de peixes, ja que “walleys” (Sander vitreus) apresentam
perda de cloreto durante o transporte, ndo sendo evitada as perdas de cloreto
através da adicdo de sal na agua de transporte em concentragdo de 5 g/L
(Carmichael et al., 2001).

As perdas de NaCl plasmatico do matrinxd foram bastante acentuadas,
mostrando também que essa espécie € bastante resistente as perdas ibnicas sem
a observagao de mortalidade de peixes. Em salmao (Salmo salar), cuja perda de
NaCl plasmatico chegou 35 %, observou-se elevada taxa de mortalidade em
resposta ao manejo (McDonald & Milligan, 1997). Os valores de potassio e
proteina plasmatica apresentaram certa queda apods o transporte do matrinxa,
embora esses parametros ndo tenham sido indicadores fortes do estresse nessa
espécie.

Acredita-se, nas condicbes de campo, que o uso de condicionadores no
transporte de peixes vivos possa reduzir a atividade muscular dos peixes, a
excregao nitrogenada e consequentemente maior quantidade de peixes poderiam
ser transportados num mesmo espago (Kubitza, 1998; Kubitza, 2003). Entretanto,

os resultados do presente capitulo contradizem tal idéia, uma vez que a qualidade
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da agua apos o transporte evidentemente deteriorou; e o uso do sal marinho e do
Oleo de cravo nao proporcionaram menores concentragées de aménia na agua de
transporte.

Os valores de oxigénio dissolvido na agua de transporte estiveram altos
pelo fato de se utilizar oxigénio puro para atingir a super saturagao da agua, a qual
aparentemente nao resultou em efeitos deletérios aos matrinxas. Esse fato é
bastante comum nas fazendas brasileiras na realizacdo das operagdes de
transporte de peixes em sacos plasticos (Kubitza, 2003).

O transporte em sacos plasticos € um procedimento pratico de extrema
severidade ao matrinxa, cujo custo energético alto ficou evidente através da
diminuicdo dos valores de glicogénio hepatico. O 6leo de cravo e o sal marinho
nao proporcionaram melhores condi¢cdes para menores reducdes dos estoques de
glicogénio hepatico.

Dentre os parametros analisados no presente trabalho, o uso do sal
marinho e do 6leo de cravo atenuam algumas das respostas ao estresse de
transporte em sacos plasticos, sugerindo que esses produtos condicionadores
possam ser usados com alguns beneficios durante essa pratica estressante do

manejo para o matrinxa.
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Tabela 1. Qualidade da agua de transporte de juvenis de matrinxa (Brycon cephalus) em
sacos plasticos com a adicéo de 6leo de cravo (5 mg/L). Amdnia n&o ionizada
(NH;) foi calculada a partir das concentragdes de amonia total em relagéo ao pH
e a temperatura da agua. Grupo Repouso foi composto por peixes sem a
imposicdo de estressores, ja grupo Controle foi composto por peixes

transportados sem a adigao de qualquer produto na agua de transporte.

Condigéo Amonia total Amonia ndo Temperatura Oxigénio
NH4 ionizada NH3; pH °C mg/L
mg/L mg/L

Repouso 0.87 £0.12 0.05 £ 0.01 7.8+04 24.1+£041 5.03+0.2

Oleo de cravo 7.97 +0.52 0.04 £ 0.01 6.8 £0.06 24.1+041 19.31 £ 0.52

5 mg/L

Controle 8.07 £ 1.05 0.04 +0.02 6.7+£0.2 24.1+01 16.89 £ 1.25
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Tabela 2. Qualidade da agua ao longo do Experimento Ill. Juvenis de
matrinxa (Brycon cephalus) foram transportados por 4 h

em sacos plasticos supridos ou ndo com sal marinho (6

g/L).
Condigao Temperatura (°C) Oxigénio (mg L")  Aménia total (mg L")
Sem adicao
transporte 27.2 9.07 9.987
rec. 24h 26.8 4.13 0.845
rec. 96h 27.0 4.70 0.799
Sal marinho
transporte 27.6 9.63 10.685
rec. 24h 26.8 4.27 0.851
rec. 96h 27.0 4.70 0.782
Controle 29.2 517 0.793

Tabela 3 - Efeito do 6leo de cravo no cortisol (ng/ml) e glicose (mg/dL) plasmatica do matrinxa
(Brycon cephalus) submetido ao transporte em sacos plasticos. Grupos controle

(controle antes e controle apds) foram respecitivamente amostrados antes e apds o

transporte.
Tratamento Controle Oleo de cravo (mg/L) Controle
Plasma Antes 0 1 5 10 Apos

Cortisol 122+18 263+12 307+£52 238+17 220%15 11.7+1.2



Glicose 965+£37 163.3+3.3 180.0+34 133.3+25 1555+29

955+1.8
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Tabela 4. Na’, Cl e proteina no plasma do matrinxa ao longo do
Experimento lll. Juvenis de matrinxa (Brycon cephalus)
foram transportados por 4 h em sacos plasticos
supridos ou nao com sal marinho (6 g/L). Peixes foram
amostrados antes (Controle) e apds o transporte, bem

como apos 24 h e 96 h de recuperagao.

Condigdo Na® cr Proteina
mEq/L mEq/L mg/L
Sem adicao
0.14 + 0.01*

Transporte  42.8 £ 15* 61+ 3
rec. 24h  98.2 + 11 171+ 20 0.24 £0.04
rec. 96h 1112+ 3 169 + 18 0.36 £ 0.02

Sal marinho

Transporte 58.3 £ 4* 819" 0.15+0.02*
rec. 24h  109.0+2 186 £ 6 0.28 £0.03
rec. 96h  107.7+7 183 £ 17 0.33+£0.05

Controle 102.0 £ 11 174 £ 19 0.30 +£0.03
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Figura 1 — Efeito do dleo de cravo no cortisol plasmatico do matrinxa submetido ao transporte em
sacos plasticos. Oleo de cravo foi utilizado na concentragdo de 5 mg/L, Grupo Controle
foi submetido ao transporte sem a adicdo de qualquer produto. Grupo repouso foi

composto de peixes somente amostrados sem a imposi¢céo de qualquer estressor.



113

16 4
=
S 12-
£
3 8-
2
(@]
SEN
0_
600 -
<
Q9
(@]
& 4504
(@)]
©
€
el
5 300+
3
=
>
T 150-
[8)
>
(O]

: (c)
30 - I

1 0 T : T T T T T T T T T T

Glucose (mM)

Time (h)
Figura 2 — Cortisol plasmatico (a), Glicogénio hepatico (b) e glicose plasmatica (c) ao longo do
Experimento Ill. Juvenis de matrinxa (Brycon cephalus) foram transportados por 4 h em
sacos plasticos supridos ou néo de sal marinho. Agua doce (m) sal marinho 6g/L (A).

Recuperacao dos peixes foi realizada em agua doce.
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Figura 3— Amonia plasmatica de juvenis de matrinxa (Brycon cephalus) submetidos ao transporte
em sacos plasticos com a adigdo de 6leo de cravo na concentragdo de 5 mg/L. Grupo
controle constituido de peixes transportados sem a adigdo de qualquer produto na
agua de transporte. Grupo repouso constituido de peixes somente amostrados sem a

imposi¢ao de qualquer estressor.
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Figura 4 — Amobnia plasmatica ao longo do Experimento Ill. Juvenis de matrinxa (Brycon cephalus)
foram transportados por 4 h em sacos plasticos supridos ou ndo de sal marinho. Agua

doce (m) sal marinho 6g/L (A). Recuperagao dos peixes foi realizada em agua doce.
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Figura 5 — Glicogénio hepatico de juvenis de matrinxd (Brycon cephalus) submetidos ao
transporte em sacos plasticos com a adigdo de 6leo de cravo na concentragao de 5
mg/L. Grupo controle constituido de peixes transportados sem a adigdo de qualquer
produto na agua de transporte. Grupo repouso constituido de peixes somente

amostrados sem a imposi¢ao de qualquer estressor.
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Figura 6 — Valores de sddio, cloreto e potassio plasmaticos em juvenis de matrinxa submetidos ao

transporte em sacos plasticos com a adigdo de 6leo de cravo na concentragdo de 5

mg/L. Grupo controle (Cont) constituido de peixes transportados sem a adicao de

qualquer produto na agua de transporte. Grupo repouso (Rep) constituido de peixes

somente amostrados sem a imposigao de qualquer estressor.



5. Referéncias bibliograficas
APHA. Standard methods for determinations of water and wastes. 12 ed. Join

Editorial board, Washington, DC, 1980, 543 p.

BARTON, B.A., PETER, R.E. Plasma cortisol stress response in fingerling rainbow
trout (Salmo gairdneri) to various transport conditions. Journal of Fish

Biology, v. 20, p. 39-51, 1982.

BARTON, B. et al. Physiological stress responses of the freshwater chondrostean
paddlefish (Polyodon spathula) to acute physical disturbances. Comparative

Biochemestry and Physiology A, v. 120, n. 2, p. 355-363, 1998.

BARTON, B., MORGAN, J.D., VIUJAYAN, M.M. Physiological and condition-related
indicators of environmental stress in fish. In: Adams S.M. (Ed.). Biological
indicators of aquatic ecosystem stress. American Fisheries Society,

Bethasda. p. 111-148. 2002.

BASU, N., NAKANO,T., GRAU, E.G., IWAMA, G.K. The effects of cortisol on heat
shock protein 70 levels in two fish species. General and Comparative
Endocrinology, v. 124, p. 97-105, 2001.

BIDINOTTO, P.M., SOUZA, R.H.S., MORAES, G. Hepatic glycogen in eight
tropical freshwater teleost fish: A procedure for field determinations of

microsamples. Boletim Técnico do Cepta, v. 10, p. 53-60, 1997.



119

CARMICHAEL, G.J., TOMASSO, J.R., SCHWEDLER, T.E. Fish transportation. In:
Wedemeyer, G.A. (Ed.). Fish Hatchery Management. 2" edition, American
Fisheries Society, Bethesda, Maryland, p. 641-660, 2001.

CARNEIRO, P.C.F., URBINATI, E.C. Salt as a stress response mitigator of
matrinxa Brycon cephalus (Gunther, 1869) during transport. Aquaculture

Research, v. 32, p. 297-304, 2001.

CYRINO, J.E.P., CASTAGNOLLI, N., PEREIRA-FILHO, M. Digestibilidade da
proteina de origem animal e vegetal pelo matrinxd (Brycon cephalus
GUNTHER, 1869) (Eusteiostei, Characiformes, Characidae) In: SIMPOSIO
BRASILEIRO DE AQUICULTURA, 4, 1986, Cuiaba, Anais... Cuiaba:
Universidade Federal de Mato Grosso, Funep, 1986, 49-62.

COLLIER, H.B. The standadization of blood haemoglobin determinations.

Canadian Medical Association Journal, v. 50, p. 550-552, 1944.

FORSBERG, J.A., SUMMERFELT, R.C., BARTON, B. Physiological and
Behavioral Stress Responses of Walleyes Transported in Salt and Buffered-
Salt Solutions. North American Journal Aquaculturist, v. 63, n. 3, p. 191-

200, 2001.

GENTZKOW, C.J., MASEN, J.M. An accurate method for the determination of
blood urea nitrogen by direct nesslerization. Journal of Biological
Chemistry, v. 143, p. 531-544, 1942.

GOLDENFARB, P.B., BOWYER, F.P., HALL, E., BROSIOUS, E. Reproducibility in
the hematology laboratory: the microhematrocrit determination. American

Journal of Clinical Pathology, v. 56, p. 35-39, 1971.



120

HARROWER, J.R., BROWN, C.H. Blood lactic acid. A micromethod adaptes to
field collection of microliter samples. Journal of Applied Physiology, v. 32,
n. 5, p. 224-228, 1972.

HATTINGH, J. Blood sugar as an indicator of stress in the freshwater Labeo

capensis. Journal of Fish Biology, v. 10, p. 191-195, 1976.

INOUE, L. AK.A., SANTOS-NETO, C., MORAES, G. Clove oil as anaesthetic for
juveniles of matrinxa Brycon cephalus (Gunther, 1869). Ciéncia Rural, v. 33,
n.5, p. 943-947, 2003.

IVERSEN, M., FINSTAD, B., MCKINLEY, D. ELIASSEN, R. The efficacy of
metomidate, clove oil, aqui-s and benzoak as anesthetics in atlantic salmon
(Salmo salar L.) smolts, and their potential stress-reducing capacity.
Aquaculture, v. 221, p. 549-566, 2003.

IWAMA, G., ACKERMAN, P. Anaesthetics. In. HOCHACHKA, P., MOMMSEN
(Eds.). Analytical techniques in biochemistry and molecular biology of
fishes, 3, p. 1-15. Elsevier Science, Amsterdan, 1994.

KEENE, J.L., NOAKES, D.L.G., MOCCIA, R.D., SOTO, C.G. The efficacy of clove
oil as an anesthetic for rainbow trout Oncorhynchus mykiss (Walbaum).
Aquaculture Research, v. 29, n. 2, p. 89-101, 1998.

KILDEA, M., ALLAN, G., KEARNEY, R. Accumulation and clearance of the
anesthetics clove oil and Aqui-S™ from the edible tissue of silver perch
(Bidyanus bidyanus). Aquaculture, v. 232, p. 265-277, 2004.

KUBITZA, F. Técnicas de transporte de peixes vivos. Aqua & Imagem. Campo

Grande MS. 1998. 44p.



121

KUBITZA, F. Amenizando as perdas de alevinos apds o manejo e transporte.
Panorama da Aquicultura, v. 13, p. 15-25, 2003.

LIMA, A.O., SOARES, J.B., GRECO, J.B., GALIZZI, J., CANCADO, J. Métodos de
laboratério aplicados a clinica. 4" edition. Guanabara Koogan, R.J. 1969.
653 p.

LOWRY, D.H., ROSENBROUGH, N.J., FAR, AL., RANDAL, R.J. Protein
measurement with folin phenol reagent. Journal of Biological Chemestry, v.

193, p. 265, 1951.

MAZIK, P.M., SIMCO, B.A., PARKER, N.C. Influence of water hardness and salts
on survival and physiological characteristics of stripped bass during and after

transport. Transactions of the American Fisheries Society, v. 120, p. 121-

126, 1991.

MCDONALD, G., MILLIGAN, L. lonic, osmotic and acid-base regulation in stress.
In: lwama, G.K., Pickering, A.D., Sumpter, J.P., Schreck, C.B. Fish stress

and health in aquaculture. Cambrigde University press, 1997. p. 119-144.

PIRHONEN, J., SCHRECK, C.B. Effects of anesthesia with MS 222, clove oil and
CO2 on feed intake and plasma cortisol in steelhead trout (Oncorhynchus
mykiss). Aquaculture, v. 220, n. 1-4, p. 507-514, 2003.

SMALL, B.C. Effect of isoeugenol sedation on plasma cortisol, glucose and lactate
dynamics in channel catfish Ictalurus punctatus exposed to three stressors.

Aquaculture, v. 238, p. 469-481, 2004.



122

TRINDER, P. Determination of glucose in blood using glucose oxidase with an
alternative oxygen acceptor. Analytical Clinical Biochemistry, v. 6, p. 24-
27, 1969.

URBINATI, E. ABREU, J. CAMARGO, A. PARRA, M. Loading and transport stress
of juvenile matrinxa (Brycon cephalus, Characidae) at various densities.
Aquaculture, v. 229, p. 389-400, 2004.

WENDELAAR-BONGA, S.E. The stress response in fish. Physiology Review, v.
77, p. 591-625, 1997.

WOODY, C.A., NELSON, J., RAMSTAD, K. Clove oil as an anaesthetic for adult
sockeye salmon: field trails. Journal of Fish Biology, v. 60, n. 2, p. 340-347,
2002.

WRIGHT, P.A. Nitrogen excretion and enzyme pathways for ureagenesis in
freshwater tilapia (Oreochromis niloticus). Physiology Zoology, v. 66, p.

881-901, 1993.

CAPITULO 6
Respostas fisiologicas ao estresse do matrinxa Brycon cephalus (Gunther,

1869) submetido a um choque frio abrupto

Resumo- O presente trabalho avaliou as principais respostas fisiologicas e
celulares ao estresse do peixe de aguas tépidas matrinxa (Brycon cephalus),
quando submetido a um choque frio abrupto. Essa espécie vem sendo

amplamente cultivada na América do Sul por apresentar indices zootécnicos de
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crescimento e conversdo alimentar desejaveis. Entretanto, os produtores rurais
encontram limitagdes no manejo dessa espécie, quando criado em regides mais
frias que sua regido de origem, a bacia amazdbnica. Assim, o matrinxa foi
submetido a um choque frio abrupto através da transferéncia direta dos peixes
para tanques com agua fria a 18 °C. Apds 1 h, esses peixes foram retornados as
suas caixas de origem a 28 °C. O manuseio de peixes necessario para conduzir o
choque térmico experimental foi também imposto aos grupos controle, sendo,
entretanto, evitada a agua fria. O matrinxd demonstrou claros sinais de estresse
fisiologico durante os procedimentos experimentais. Porém, essas respostas nao
foram associadas ao choque frio, mas sim ao choque quente por ocasiao da volta
dos peixes para as caixas de origem. As respostas primarias e secundarias ao
estresse foram evidentes através dos aumentos nos valores plasmaticos de
cortisol e glicose. Ja o hematdcrito, a hemoglobina e as expressdes da proteina de
estresse, hsp-70, n&do foram afetadas. Nossos resultados sustentam que o
matrinxa falhou em responder ao choque frio, mas ndo ao choque quente, que &
um estressor evidentemente associado a origem natural dessa espécie de aguas
de temperaturas elevadas.

Palavras-chaves: matrinxa, estresse, choque térmico, hsp 70.

Abstract — PHYSIOLOGICAL STRESS RESPONSE IN THE WARM-WATER
FISH MATRINXA (BRYCON CEPHALUS) EXPOSED TO A SUDDEN COLD
SHOCK. The present work evaluated several aspects of the generalized stress

response: endocrine (cortisol), metabolic (glucose), hematologic (hematocrit and



124

hemoglobin), and cellular (hsp-70) in the warm-water fish matrinxd (Brycon
cephalus) subjected to an acute cold shock. This is a characidae species from the
Amazon basin widely raised in the South America due to its good market and
aquaculture characteristics. In subtropical areas, where the water temperature can
rapidly change, high rates of mortality have been associated with abrupt decrease
in the water temperature. Thus, we imposed matrinxa to a sudden 1h-cold shock
by transferring directly the fish to tanks in which the water temperature was 10 °C
below the initial conditions (cold shock from 28 °C to 18 °C). After 1 h the fish were
returned to the original tanks (28° C). The necessary handling was also imposed to
control groups (not exposed to cold shock). While exposure to cold shock did not
affect the stress response in matrinxa, return of the fish to the prior condition (water
at 28° C) significantly increased plasma cortisol and glucose levels. Exposure to
cold shock and return to the warm water did not affect hsp-70 levels. Thus,
matrinxad responded to the cold shock by not eliciting components of the main
physiological stress response. However, the increased plasma cortisol and glucose
levels after returning the fish to warm water suggest that matrinxa requires cortisol
and glucose for de novo adaptation to increased temperatures.

Keywords: matrinxa, cold shock, stress, cortisol, glucose, hsp-70.

1. Introducao
As pesquisas em aquicultura tém se concentrado no desenvolvimento de
novas técnicas para o desenvolvimento sustentado da atividade, que dia-a-dia

requer mais estudos cientificos, para se esclarecer muitas questdes advindas da
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experiéncia pratica no campo. Um dos problemas mais comuns nas fazendas de
producdo comercial de peixes tropicais tem sido o estresse sofrido pelos peixes
por agcado de abruptas mudangas na temperatura da agua. Isso é especialmente
mais observado nas fazendas em que as oscilagdes de temperatura da agua séo
mais acentuadas, em relagdo as variagdes de temperatura da agua, encontradas
nas regides de origem das diferentes especies de peixes cultivados. Além do
mais, o transporte de peixes, quando realizado de maneira inadequada, pode
também expor os animais a choques térmicos.

Enquanto as respostas de estresse aos choques quentes nos peixes de
agua fria sdo bastante investigadas, poucos estudos tém sido desenvolvidos com
peixes de aguas quentes associados ao abaixamento da temperatura da agua.
Assim, o presente estudo investigou os efeitos de um abrupto choque frio nas
respostas de estresse de um peixe de agua quente bastante cultivado no Brasil e
outros paises da América do Sul. O matrinxa (Brycon cephalus) € um peixe da
bacia amazonica, que tem apresentado bons indices zootécnicos de crescimento
e conversao alimentar nas fazendas brasileiras, além de suas caracteristicas
positivas para a pesca esportiva, que o promovem nos estabelecimentos de
pesque-pague (Cyrino et al., 1986).

O presente trabalho investigou as principais respostas do matrinxa ao
choque térmico frio através dos valores sanguineos de hematdcrito e hemoblobina
total, bem como os plasmaticos de cortisol e glicose (Mazeaud et al., 1977).
Investigou-se também o estresse do matrinxd a mudangas abruptas de
temperatura da agua em nivel celular através dos esforgcos na detec¢ao dos niveis

citoplasmaticos da proteina de estresse hsp-70. As proteinas de estresse (hsps)
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sao chaperoninas moleculares, cujas fungdes no citoplasma sdo de auxiliar no
dobramento, desdobramento, agregacao e reparo de demais proteinas da célula
(lwama et al., 2004). Em determinadas situagdes danos celulares por agao, por
exemplo, de abruptas mudangas de temperatura da agua seriam esperados, e

niveis acima dos constitutivos das hsp no citoplasma seriam também esperados.

2. Material e métodos

Duzentos e quarenta peixes (91,3 + 24,8 g and 18,8 + 1,7 cm) foram
igualmente distribuidos em 6 caixas de 2 m® na proporcado de 40 peixes/caixa nas
instalagbes do Laboratorio de Bioquimica Adaptativa do Departamento de
Genética e Evolucao da Universidade Federal de Sdo Carlos. O abastecimento de
agua foi em sistema fechado com recirculagao, permanecendo a temperatura em
28 °C. Demais parametros da qualidade da agua foram também monitorados
(oxigénio dissolvido 5,66 + 0,07 mg/l, condutividade 74,3 + 4,8 uS.cm e pH 7,0)
por 1 més. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia com ragao comercial
extrusada com 32 % de proteina, sendo oferecida até a saciedade. Um dia antes

do experimento a alimentacéao foi suspensa.

Desenho experimental

Seis tanques (200 litros) foram utilizados nos procedimentos experimentais,
sendo que trés continham agua fria a 18 °C (grupo de choque térmico) e trés
continham agua a temperatura normal de 28 °C (grupo controle). Assim, o

desenho experimental deu-se como segue: 1) os peixes inicialmente estocados
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nas caixas de 2 m® foram transferidos para as caixas de 200 L, ai permanecendo
por 1 h. 2) os peixes entdo retornaram para os tanques iniciais de 2 m3. A
temperatura da agua e a concentragéo de oxigénio dissolvido foram monitoradas
através de um oximetro YSI modelo 55. Tais procedimentos foram realizados a fim
de que se submeter os matrinxds a abruptas mudancas de temperatura. As
amostragens dos peixes foram realizadas antes e 0, 1, 3, 6, 12 e 24 h apds os

procedimentos experimentais.

Analises laboratoriais

Utilizaram-se seringas heparinizadas na coleta de sangue para
determinagdo do hematdcrito (Collier, 1944) e a concentragcdo de hemoglobina
total (Drabkin, 1948). Aliquotas de sangue foram também centrifugadas para
separacdo de plasma, que foi utilizado posteriormente nos ensaios de glicose
(Trinder, 1969) e cortisol plasmatico (Basu et al. 2001), no Laboratério de
Fisiologia de Peixes do Institute for Marine Biosciences do National Research
Council of Canada, Halifax, NS, Canada. Amostras de branquia, figado e musculo
branco foram ainda coletadas e armazenadas em tubos Eppendorf, para
posteriores analises da proteina de estresse hsp70 (Laemmli, 1970), na mesma
Institui¢ao.

As concentracdes de proteina foram determinadas de acordo com Smith et
al. (1985) através do método do acido bicincdnico (BCA). As leituras de
absorbancia foram realizadas em 550 nm. Os niveis de hsp70 foram medidos
através de eletroforese em gel descontinuo de SDS-policrilamida (SDS-PAGE),

seguida de transferéncia das proteinas para membranas de nitrocelulose através



128

de Westen Blotting para Imunodeteccdo em banhos de anticorpos primarios e

secundarios sigma monoclonal anti-hsp70 e “anti-mouse” IgG, respectivamente.

Analises estatisticas

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e posteriormente foi
aplicado o teste LSD para comparacao de médias.
3. Resultados

Ndo foi observada mortalidade de peixes durante os procedimentos
experimentais. Os valores de hematdcrito (controle = 33,0 £ 1,9 % e choque
térmico = 34,1 £ 1,9 %; F=1,70, p=0,09) e hemoglobina total (controle = 9,28 +
1,48 mg/100mL e choque térmico = 9,26 + 1,48 mg/100 mL; F=1,59, p=0,10) nao
foram afetados nem pelo choque térmico frio nem pelo manuseio conduzido para a
realizacdo do choque térmico.

Os valores de cortisol plasmatico apresentaram-se significativamente
(P<0,05) superiores nos grupos submetidos ao choque térmico somente 1 h apos
os procedimentos experimentais, permanecendo assim até 6 h apds a aplicagao
dos estimulos estressantes (Figura 1). Os valores de glicose plasmatica
apresentaram a mesma tendéncia do cortisol (Figura 2).

A proteina de estresse hsp70 foi detectada somente nas branquias (Figura
3), embora fora ensaiada nos demais tecidos (figado e musculo branco). O choque
térmico experimental n&o alterou significativamente (P<0,05) os niveis da proteina
de estresse hsp70 nem pela abrupta queda na temperatura da agua nem pelo

brusco aumento da mesma por ocasiao do retorno dos peixes as caixas iniciais.
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4. Discussao

Foi observado no presente trabalho que o matrinxa nao foi responsivo ao
choque frio em nivel primario, secundario e celular. Porém, apresentou respostas
fisiologicas evidentes, quando os peixes foram retornados dos tanques de agua
fria (18 °C) para os tanques originais com agua a 28 °C. Esse perfil de resposta
fisiologica parece estar fortemente relacionado a origem do matrinxa, que vem da
bacia amazébnica, onde as aguas s&o constantemente tépidas (Goulding, 1980).
Ainda, o matrinxd nao apresentou resposta celular aos procedimentos
experimentais.

Os niveis iniciais dos parametros analisados estiveram de acordo com os
niveis basais descritos em outros estudos de estresse em matrinxa. Dessa forma,
os valores de cortisol foram semelhantes aos observados em diversos estudos da
espécie em questdo (Carneiro & Urbinati, 2001; Urbinati et al.,, 2004). De igual
forma, foram os valores de glicose, hematdcrito e hemoglobina total (Roubach et
al., 2001; Avilez et al., 2004; Urbinati et al., 2004). Além do mais, os aumentos
significativos dos niveis de cortisol e glicose plasmatica ao longo dos
procedimentos experimentais indicam que o matrinxad € uma espécie responsiva e
adequada como modelo para o estudo das respostas de estresse a abruptas
mudancas de temperatura da agua.

Os valores sanguineos de hematdcrito e hemoglobina total apresentaram-
se constante durante os procedimentos experimentais. De acordo com a

bibliografia levantada para o matrinxa, esse € o primeiro estudo avaliando os
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efeitos de mudangas abruptas na temperatura da agua sobre esses parametros
sanguineos. Alteragdes nos valores de hematocrito e hemoglobina total tém sido
descritas em resposta a outros estressores mais agudos e duradouros no
matrinxa, como a exposi¢cdo dos peixes a compostos quimicos em concentragdes
proximas as letais (Avilez et al., 2004). Ainda, a auséncia de mudangas nos
parametros sanguineos parece reforcar que as condigbes pré-experimento e de
recuperagcdo dos peixes aos estimulos experimentais foram adequadas no
presente capitulo.

Embora o choque frio fosse supostamente o estressor a induzir as
respostas fisioldgicas mais intensas no presente capitulo, ambos os indicadores
de estresse (cortisol e glicose) mostraram que o matrinxa foi responsivo apenas
por ocasidao da volta as condigdes iniciais de agua com temperatura de 28 °C. A
amostragem de peixes referente ao tempo 0 h ap6és o choque térmico frio, na
verdade, corresponde a 1 h apds o inicio da exposi¢cdo dos peixes a agua fria.
Entretanto, ndo foram detectadas respostas da glicose e do cortisol plasmatico.
Dessa forma, os nossos grupos controle apresentaram aumentos de cortisol e
glicose do plasma imediatamente apds a imposi¢cao do estresse de manuseio,
semelhantemente a outros estudos com matrinxad (Urbinati et al., 2004). Assim, a
auséncia de resposta do matrinxad logo apds a exposi¢cao dos peixes a agua fria
corrobora que ndo o choque térmico frio, mas sim o choque térmico quente por
ocasiao da volta dos peixes as condi¢des iniciais foi o estressor mais severo no

presente capitulo.
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As respostas de estresse foram mais acentuadas nos grupos experimentais
submetidos ao choque frio, os quais apresentaram os valores maximos de cortisol
plasmatico somente 1 h apds o encerramento da imposicao desse estressor.
Urbinati et al. (2004) observaram que o matrinxa apresentou elevagdes do cortisol
plasmatico poucos minutos apdés a imposicdo de estressores como 0 manuseio
(Hauling) conduzido para a confecgéo de embalagens para o transporte de peixes
em sacos plasticos. Assim, confirma-se no presente capitulo o matrinxa foi
responsivo ao choque quente realizado no retorno dos peixes as condi¢des iniciais
de temperatura (28 °C), e ndo ao choque térmico frio como esperado.

O perfil de resposta do matrinxd € assim diretamente relacionado as
condi¢des da historia natural dessa espécie. Porém, ainda nao é possivel afirmar
que a resposta fisiolégica ndo ocorreu ao choque térmico frio uma vez que néo se
coletou peixes ao longo do mesmo. A auséncia de deteccdo de resposta ao
choque térmico frio indica outra possibilidade de que as enzimas relacionadas a
sintese de esteroides e glicose foram alteradas durante o choque térmico frio
(possivelmente suprimida), ou ainda o periodo de exposi¢cao dos peixes a baixa
temperatura da agua nao foi suficiente para desencadear uma resposta fisiolégica
a esse estressor.

Estudos futuros devem entdo determinar se exposi¢cdes de longa duragéo
do matrinxd a agua de baixa temperatura desencadeam as tradicionais respostas
de estresse, ja que o conjunto de resultados do presente capitulo sugere uma
incapacidade do matrinxad em responder ao frio, que provoca taxas de mortalidade

expressivas nas fazendas de piscicultura da regido sudeste sul do Brasil.
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Embora as respostas primarias e secundarias ao estresse sejam
demonstradas em alguns peixes submetidos ao choque térmico frio (Hsieh et al.,
2003), uma analise global deve ser considerada, associando-se as condigdes
iniciais anteriores a imposicao dos estressores e as caracteristicas do ambiente,
do qual originalmente vem a espécie em questdo. O matrinxa € um peixe da bacia
amazonica, caracterizada por corpos de aguas tépidas e de baixa amplitude
térmica durante todo o ano (Goulding, 1980). Nessa regido, o choque quente € um
estressor naturalmente observado, ao passo que choques frios sé&o
essencialmente ausentes. Isso pode ser importante para a justificativa de que
essa especie foi responsiva ao choque térmico quente (de 18°C para 28 °C) e nao
ao choque frio (de 28°C para 18 °C). Dessa forma, os sistemas biolégicos na
Amazobnia foram ajustados durante os processos evolutivos, para que o0s
organismos tolerassem as mudangas ambientais preferencialmente aos
relacionadas a aumentos de temperatura.

Com relagao as respostas ao estresse celular, os aumentos na expressao
das hsp sdo comumente observados em peixes de aguas frias submetidos ao
choque quente, patdégenos e exposicdo a compostos quimicos em concentragdes
proximas as letais (Ackerman et al., 2000; Ackerman & Iwama, 2001; Smith et al.,
1999; Vijayan et al., 1998). Entretanto, o uso das hsp como indicadores de
estresse em peixes é ainda controverso e prematuro (lwama et al., 2004). De fato,
peixes expostos a estressores como manuseio handling (Vijayan et al., 1997),
anestesia, captura, jejum prolongado e adensamento ndo mostraram aumento na

expressao das hsp (Zarate & Bradley, 2003). No presente capitulo, 0 matrinxa nao
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aumentou significativamente as expressdes da hsp-70 em resposta ao estresse
térmico, embora os parametros plasmaticos de cortisol e glicose indicassem
estresse fisioldgico. Hightower et al. (1999) sugerem que algumas espécies de
peixes resistentes a mudangas de temperatura da agua podem ter niveis
constitutivos mais altos das hsp, associados a maiores graus de respostas dessas
proteinas ao estresse térmico. Nossos resultados mostram que o matrinxa possui
baixo nivel constitutivo das hsp-70 e restrito ainda as branquias. O matrinxad nao
foi responsivo em termos da expressao da hsp-70, reforgando-se a necessidade
de mais estudos no que concernem as relacdes dos niveis constitutivos da hsp-70,
as condi¢des ambientais originais das espécies e aos graus de resposta das hsp.

Uma vez que o choque térmico frio ndo causou desnaturacao das proteinas
citoplasmaticas do matrinxa, mas sim inibicdo muito provavelmente de outras
enzimas celulares (Etchegaray & Inouye, 1999), o perfil da resposta da hsp-70 no
matrinxa tem sentido. De igual forma, salméao do atlantico (Salmo salar), quando
exposto a choques térmicos de 16 °C para 4 °C durante 2 h, ndo apresentou
alteragdes nos niveis do RNAm da hsp-70 (Zarate & Bradley, 2003). Um outro
estudo in vitro, onde foram utilizadas linhagens de células de um peixe de agua
tropicais (zebrafish ZF4) e linhagens de células da truta arco-iris (RTG-2) num
ensaio de baixa temperatura, foram observados aumentos da hsp-70 somente nas
células de truta (Yamashita et al., 1996).

Nesse estudo o matrinxa foi também submetido a um choque quente por
ocasiao da volta dos peixes as condigdes iniciais (de 18 °C para 28 °C). Mas
mesmo assim nao foi observado aumento na expressao da hsp-70. Entretanto,

nao ha outros trabalhos realizados em condi¢des similares as encontradas aqui.
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Por outro lado, alguns insetos apresentaram maior indugéo na expressao da hsp-
70 durante o periodo de recuperagao ao choque frio (Burton et al., 1988; Joplin et
al.,, 1990; Nunamaker et al., 1996). Assim os valores de cortisol e glicose
plasmatica demonstraram a responsividade do matrinxa na volta das condi¢des de
agua fria (18 °C) para as condi¢des inciais (28 °C), num perfil de resposta a
estimulos adversos repetidos (manuseio + choque quente).

E muito possivel também que o perfil da resposta da hsp-70 a volta as
condigdes de temperatura iniciais seja influenciado pela historia natural do
matrinxa, que habita as aguas amazodnicas essencialmente mornas e de baixa
amplitude térmica (Esteves, 1988). Elevagdes significativas nas expresssdes da
hsp-70 tém sido relatada, quando peixes de aguas frias sdo submetidos
repentinamente a temperaturas da agua 5-10 °C acima de seus intervalos normais
de temperatura (Liquidist, 1986). Dessa forma, € possivel que o choque quente
imposto ao matrinxd nao tenha sido suficiente para evidenciar uma resposta em
nivel celular. De maneira parecida, juvenis de tilapia ndo evidenciaram resposta da
hsp-70 quando submetidas a aumentos de temperatura dentro da faixa

considerada normal para a espécie (Basu et al., 2001).

5. Conclusao

Ndo se pode ainda assegurar que o matrinxa ndo induza a hsp-70 em
resposta ao estresse térmico, embora tenham sido observadas evidentes
respostas plasmaticas. Estudos futuros sdo necessarios para investigar o estresse

térmico em matrinxa, esclarecendo relagédo entre os niveis fisiologicos e celulares.
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A expressao de outras proteinas pode ainda ter ocorrido no matrinxa em resposta

ao estresse térmico.
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Figura 1. Efeito do choque térmico frio (Cold shock) de 1 h (de 28-C para 18 °C)
nos valores de cortisol do matrinxa (Brycon cephalus). Peixes do grupo
controle foram submetidos ao mesmo manuseio necessario para a
conducdo do choque térmico frio e volta as condi¢des iniciais, porém

qualquer variagdo na temperatura da agua foi devidamente evitada.

ANOVA, LSD: Cortisol (F = 2.63; P = 0.05).
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Figura 2. Efeito do choque térmico frio (Cold shock) de 1 h (de 28-C para 18 °C)
nos valores de glicose plasmatica do matrinxa (Brycon cephalus). Peixes
do grupo controle foram submetidos ao mesmo manuseio necessario
para a conducdo do choque térmico frio e volta as condigdes iniciais,
porém qualquer variagdo na temperatura da agua foi devidamente

evitada. ANOVA, LSD: Glicose (F=1.74; P= 0.06).
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CONSIDERAGOES FINAIS

No presente trabalho constatou-se que o matrinxd € um bom modelo para
os estudos das respostas ao estresse em peixes. Essa espécie apresentou-se
bastante responsiva aos diversos estimulos impostos no decorrer dos protocolos
experimentais. Por outro lado, confirma-se que o matrinxa € uma espécie bastante
sensivel ao manuseio usualmente praticado nas fazendas brasileiras,
recomendando-se assim que esse seja realmente executado com cautela
extrema.

Muitos estimulos adversos a homeostase sao cotidianamente impostos aos
peixes, que infelizmente na maioria dos casos s&o inevitaveis por questdes
operacionais da piscicultura. Os estimulos de estresse térmico sdo bastante
danosos ao matrinxa, que nao apresentou respostas fisioldgicas e celulares ao
choque frio abrupto. Isso pode explicar as elevadas taxas de mortalidade relatadas
em condicdes de campo semelhantes as simuladas no capitulo 6. Dessa forma,
caso 0s peixes tivessem permanecido na agua fria a 18 °C por mais tempo,
mortalidade seria esperada. Assim, novos trabalhos serdo conduzidos, no que
concernem a tolerancia do matrinxd a abruptas mudancas de temperatura da
agua, avaliando-se temperaturas letais, faixas de bem estar térmico, bem como a
associagao com outros estressores relacionados com a piscicultura intensiva, tais
como, a despesca e o transporte em condi¢gdes de agua mais fria que as aguas

encontradas na regido de origem do matrinxa, a bacia amazénica.
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O manuseio direto de peixes € um estressor agudo para o matrinxa, cujas
respostas fisioldgicas e bioquimicas foram prontamente detectadas. O uso de
anestésicos como o eugenol, a benzocaina e o fenoxietanol ndo diminuiram as
respostas fisiologicas do estresse durante manuseios de matrinxa, demonstrando
que nao existe um produto ideal para se manipular peixes. Ou seja, dificilmente
encontrar-se-a um produto no mercado que propicie 0 manuseio do matrinxa,
fazendo-se ainda com que os peixes nao sintam qualquer consequéncia
fisiologica, mesmo que em niveis minimos.

Logo o uso de anestésicos como o eugenol, a benzocaina e o fenoxietanol
€ necessario, pois cada um proporciona aos profissionais da area de piscicultura
manusear matrinxas com o risco minimo de acidentes ao redor de equipamentos
cortantes e/ou pontiagudos em consequéncia da movimentagao excessiva que 0s
peixes realizam, quando acuados. Além do mais, a imobilizacao de peixes durante
0 manejo € muitas vezes necessaria para se evitar ferimentos na superficie do
corpo dos mesmos, que podem também posteriormente facilitar a manifestagao de
organismos patogénicos.

O transporte de peixes parece ser a pratica de campo mais complexa nas
fazendas de produgdo comercial de peixes, pois associa sequencialmente
diversos estressores (despesca, carregamento, deslocamento, descarregamento e
mudanga de ambiente) num curto periodo. O matrinxd apresentou-se também
bastante responsivo a essa pratica, que deve ainda ser mais estudada para a
espécie em questao, avaliando-se as condi¢des iniciais dos peixes, tais como, o

estado nutricional dos animais, a infestacdo crénica por parasitas e a exposi¢cao
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cronica a baixa qualidade da agua de cultivo, anteriormente a imposicdo de
qualquer estressor.

O estudo das alteracbes nos valores do cortisol plasmatico foi a melhor
resposta fisiolégica detectada no matrinxd, quando submetido aos estimulos
estressantes de choque térmico, manuseio e transporte. O desencadeamento das
demais respostas de estresse pelo aumento do cortisol plasmatico foi também
detectado, principalmente através do aumento dos valores de glicose, lactato e
amoOnia do plasma. Além disso, o decréscimo dos valores dos ions plasmaticos de
sodio, potassio e cloreto foram também 6timos sinais das respostas secundarias
do estresse no matrinxa. As alteracbes dos valores de proteina plasmatica
puderam indicar de alguma forma resposta do matrinxd ao estresse, sendo,
entretanto, sua aplicabilidade um pouco limitada. Mais estudos das respostas de
estresse no matrinxd devem ainda ser implementados, no que tange aos efeitos
de varios outros estressores, além dos aqui estudados, nos valores de cortisol
plasmatico e sua dindmica e mecanismos de agao na regulagdo do metabolismo e
sistema imune do matrinxa.

De acordo com os nossos levantamentos bibliograficos, o estudo das
respostas de estresse do matrinxa, em nivel celular, foram aqui investigados pela
primeira vez. A deteccdo do estresse em peixes em nivel celular tem sido mais
amplamente divulgada através da expressao da hsp-70, que foi detectada no
matrinxa somente em seus niveis constitutivos. Outros estressores (exposi¢des de
peixes a organismos patogénicos e/ou compostos quimicos toxicos) serao ainda
estudados no matrinxd no que concernem as respostas de estresse em nivel

celular. Outras proteinas de estresse como a hsp-20 e a hsp-90 parecem estar
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também associadas ao estresse do matrinxd em nivel celular, faltando ainda para
isso mais esforgos de pesquisas.

Dentro das condicdes do presente trabalho, confirma-se a responsividade
do matrinxd a manipulacdo direta de peixes vivos adotadas nas fazendas
brasileiras, evidenciando-se a necessidade de mais estudos em diferentes campos
da biologia de peixes, ndo somente para fins de aperfeicoamento do cultivo dessa
espécie, mas também para a compreensao de muitos mecanismos bioldgicos
basicos, que envolvem a origem dos peixes tropicais e suas diferentes respostas a
fatores estressantes, resultantes de variagcbes ambientais ou impostas pelo
homem. O matrinxa como as outras espécies de peixes amazbénicos habitam uns
dos ecossistemas aquaticos mais complexos do planeta, onde muitos fatores
parecem influenciar em suas respostas de estresse, principalmente em se

tratando das caracteristicas naturais da bacia amazo6nica e sua historia evolutiva.



Anexos

1. Solugao de Drabkin
a. KCN
b. KH,PO,
c. K3[Fe(CN)g]

Agua destilada

2. Solugao citrato formol
a. Formoldeido PA

b. Citrato de sdédio

3. Reagente para determinagao de cloreto
a. Tiocianato de mercurio
b. Etanol
c. Nitrato de ferro
d. acido nitrico

e. NaCl

4. Producgao cientifica
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