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Eugenol no manejo de pintado amazénico (Pseudoplatystoma reticulatum X Leiarius
marmoratus) e no transporte de acara-bandeira (Pterophyllum scalare)

RESUMO

O eugenol € o principal composto quimico do 6leo de cravo, usualmente empregado na
aquicultura para sedacéo e anestesia de peixes. O estudo objetivou avaliar o tempo de
inducdo e recuperagdo anestésica em juvenis de pintado amazonico e acara-bandeira
expostos a diferentes concentragdes de eugenol e verificar sua efetividade no manejo de
pintado amazonico e no transporte de acara-bandeira. Juvenis de pintado amazonico e
acara-bandeira foram transferidos para aquarios contendo diferentes concentracfes de
eugenol: 0, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 pL L. Para a avaliagio de eugenol no manejo de
pintado amazonico, foi verificado sua efetividade através de variaveis bioguimicas e
hematoldgicas. Para isto, os peixes foram divididos em dois grupos: anestesiados com 50
uL L de eugenol e ndo anestesiados, e avaliados em 0, 1 e 5 h apds 0 manejo. Para a
avaliacdo de eugenol no transporte de acara-bandeira, foi verificado sua efetividade
através de variaveis bioguimicas (glicose e glicogénio) e de qualidade de agua. Para isto,
os exemplares foram divididos em dois grupos: sedados com 15 pL L™ de eugenol e ndo
sedados e, avaliados em 4 e 7 h. A minima concentracdo efetiva para sedacao e anestesia
em pintado amazo6nico ocorreu com o uso de 20 e 50 pL Lt de eugenol, respectivamente.
Ocorreu 25 e 50 % de mortalidade nos tempos 0 e 1 h apds 0 manejo no grupo controle.
Os niveis plasméticos de cortisol foram maiores em exemplares ndo anestesiados no
tempo 0 h quando comparados a exemplares anestesiados no mesmo tempo e exemplares
ndo anestesiados 5 h ap6s 0 manejo (P < 0,05). No grupo controle, os niveis plasméticos
de cortisol, glicose, proteina total e albumina foram significativamente menores no tempo
5 h apds o manejo do estresse (P <0,05). Os valores de trombdcitos e neutrofilos foram
menores no grupo de peixes controle quando comparados aos peixes anestesiados nos
tempos 1 e 5 h apds 0 manejo do estresse, respectivamente (P <0,05). Para acara-bandeira,
0s niveis de amdnia total na agua foram significativamente maiores no grupo controle no
tempo 7 h do que em exemplares sedados no mesmo tempo (P < 0,05). Os niveis de
glicose sanguinea no grupo de exemplares sedados foram significativamente maiores em
relacdo ao grupo controle no tempo 7 h (P < 0,05). Conclui-se que, em pintado amazonico,
0 uso de 50 pL Lt eugenol ¢ eficiente como anestésico e reduz o estresse de manejo e,
em acara-bandeira, o uso de 15 puL L de eugenol é eficiente como sedativo para
transporte de até 7 h.

Palavras-chave: anestesia, cortisol, glicose, minima concentracdo efetiva, sedacéo



Eugenol in Amazon catfish (Pseudoplatystoma reticulatum X Leiarius marmoratus)
handling and in freshwater angelfish (Pterophyllum scalare) transport

ABSTRACT

Eugenol is the main chemical compound of clove oil, usually used in aquaculture for
sedation and fish anaesthesia. This study aimed to evaluate the effectiveness of eugenol
for induction and anaesthesia recovery in Amazon catfish and freshwater angelfish
juveniles and to verify its effects after handling stress and to verify its effectiveness in
Amazon catfish handling and angelfish transport. Juveniles were transferred to aquariums
containing different concentrations of eugenol: 0 (control), 10, 15, 20, 30, 40, 50 and 60
uL L. The evaluation of eugenol in Amazon catfish was verified through biochemical
and haematological variables. The Amazon catfish were divided into two groups:
anaesthetised with 50 pL L eugenol and non-anaesthetised and they were evaluated at
0, 1 and 5 hours after handling stress. The evaluation of eugenol in angelfish transport
was verified through biochemical (glucose and glycogen) and water quality variables.
The angelfish were divided into two groups: sedated with 15 uL L™ eugenol and non-
sedated and they were evaluated at 4 and 7 h after transport. In Amazon catfish, the
minimum effective concentration for sedation and anaesthesia occurred with the use of
20 and 50 uL L of eugenol, respectively. In the control fish, 25 and 50% mortality
occurred at 0 and 1 h after handling stress. Plasma cortisol levels were higher in control
fish than anaesthetised fish 0 h after handling stress (P < 0.05). Plasma AST and albumin
levels were higher in control fish when compared to anaesthetised fish at 0 and 1 h after
handling stress, respectively (P < 0.05). In control fish, plasma cortisol, glucose, total
protein and albumin levels were significantly lower at 5 h after handling stress (P < 0.05).
Thrombocyte and neutrophil values were lower in control fish when compared to
anaesthetised fish at 1 and 5 h after handling stress, respectively (P < 0.05). In freshwater
angelfish, the water ammonia levels were significantly higher in the control group at 7 h
after transport than in the sedated specimens at the same time (P < 0.05). Blood glucose
levels in the sedated fish were significantly higher in relation to control group 7 h after
transport (P < 0.05). The use of 50 uL L eugenol is indicated as an anaesthetic for
Amazon catfish and reduces post-handling stress and, the use of 15 uL L™ eugenol in
freshwater angelfish is indicated as a sedative in transport up to 7 h.

Key words: anaesthesia, cortisol, glucose, minimal effective concentration, sedation



INTRODUCAO GERAL

Nos sistemas de producéo aquicola, os peixes estdo expostos a manejos rotineiros
(arracoamento, biometria, monitoramento da qualidade de &gua, despesca e transporte),
inevitaveis e necessarios para o andamento do cultivo. Cabe ressaltar que peixes
submetidos a essas condigdes podem apresentar consequéncias indesejaveis, como 0
comprometimento do sistema imunoldgico e do desempenho animal (ADAMANTE et
al., 2008), bem como problemas de saude e mortalidade (ROSS e ROSS, 2008),
prejudicando os ganhos de producédo na aquicultura.

A utilizacdo de anestésicos durante a manipulagdo de peixes é um procedimento
usual na aquicultura e pode reduzir a ativacdo do eixo hipotalamico hipofisario-intrarrenal
(THOMAS e ROBERTSON, 1991). Durante o transporte, anestésicos em concentracoes
mais baixas atuam como sedativos, podendo reduzir a taxa metabdlica, bem como a
reacdo a estimulos externos (COOKE et al., 2004). Neste sentido, o uso de substancias
anestésicas minimiza o estresse e é potencial redutora de lesdes durante 0 manejo e 0
transporte, contribuindo com o bem-estar dos peixes (PIRHONEN e SCHRECK, 2003).
Contudo, deve-se considerar que a mesma substancia anestésica pode exibir padrdes de
respostas distintas entre espécies de peixes, fase de desenvolvimento e condicGes
ambientais. Assim, a descricdo da eficacia anestésica é de fundamental importancia
(KING et al., 2005).

Estudos recentes tém demostrado que a utilizacdo de anestésicos naturais
alternativos como 6leo de cravo (eugenol) (SIMOES et al., 2010). O qual tem demostrado
a eficiéncia anestésica em diferentes espécies de peixes, como tilapia (VIDAL et al.,
2008), jundia (DIEMER et al., 2012), pacu (ROTILI et al., 2012), bem como em espécies
de peixes ornamentais, como o quinguio Carassius auratus (BITTENCOURT et al.,
2012) e oscar Astronotus ocellatus (SILVA-SOUZA et al., 2015).

Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar o tempo de inducdo e
recuperacdo anestésica em juvenis de pintado amazénico e acara-bandeira expostos a
diferentes concentracdes de eugenol e verificar sua efetividade na reducgéo do estresse de
manejo através de respostas bioquimicas e hematoldgicas em pintado amazo6nico e no

transporte de acara-bandeira através de variaveis bioguimicas e de qualidade de agua.



REVISAO DE LITERATURA GERAL

Uso de anestésico na aquicultura

A anestesia € uma pratica estratégica na aquicultura para realizacdo de
procedimentos de manipulacio (reproducio, medicacio e mudanca de habitat) (PALIC
et al., 2006). O uso de anestésicos em peixes tem sido apontado como estratégia para
diminuir os efeitos prejudiciais causados pelo estresse. O qual pode ser minimizado
através da diminuicdo da atividade do sistema nervoso central, reduzindo a capacidade de
deslocamento animal. Assim, peixes anestesiados teriam maior facilidade para a execugéo
de atividade rotineiras nas pisciculturas (SILVA-SOUZA et al., 2015).

Compostos anestésicos em baixas concentraces podem ser usados para sedar
peixes durante o transporte. O uso destes sedativos antes e simultaneamente ao transporte
é uma pratica largamente empregada para reduzir o metabolismo e, consequentemente, 0
consumo de oxigénio, bem como a producéo de diéxido de carbono e aménia pelos peixes
(HARMON, 2009; ROSS e ROSS, 1999). Dessa forma, os peixes poderiam suportar
transportes por periodos mais longos.

No Brasil, inexistem leis de regulamentacdo quanto o uso de anestésicos. Nos
Estados Unidos da América a Food and Drug Administration (FDA), autoriza somente o
MS-222 como anestésico quimico a ser utilizado em peixes, o qual ndo é produzido no
Brasil (GOMES et al., 2001). A resolucédo 714, de 2002, do Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV), autoriza a eutanadsia de peixes com o uso de barbitdricos,
anestésicos inalaveis, CO2, tricaina metano sulfonato (TMS, MS222), hidrocloreto de
benzocaina e 2-fenoxietanol. No entanto, compostos quimicos sdo de alto custo
(MARKING e MEYER, 1985), além de provocarem efeitos colaterais, como alteracdes
no sistema cardiovascular e enddcrino, assim como na osmorregulacéo e regulacao iénica
(CARTER et al., 2011). Outro fator limitante é o risco de contamina¢do ambiental
(LIMMA-NETTO et al., 2016). Dessa forma, tornou-se necessario a avaliacdo de novas
substancias, as quais sejam eficientes, seguras e de baixo preco, tornando-se alternativa
para 0 uso de anestésicos sintéticos na aquicultura (ROUBACH et al., 2005).

O anestesico para ser considerado ideal deve produzir anestesia em trés minutos
Ou menos, e permitir a recuperacdo dentro de cinco minutos. Adicionalmente, ndo deve

causar toxidade aos peixes e problemas de segurancga nos manipuladores, o teor residual



no tecido deve ser baixo apds o intervalo de seguranca de uma hora ou menos, e deve
apresentar custo razoavel (MARKING e MEYER, 1985).

Efeitos de anestésicos sdo avaliados através de tempos de inducéo e recuperagao.
A‘inducéo e profundidade anestésica sdo divididas em estagios, os quais sdo determinados
através da avaliacdo de comportamento, atividade, reflexos, tdnus muscular, pressdo
arterial e frequéncias cardiaca e respiratéria. Contudo, em peixes, tais indicadores de
transicdo de um estagio para outro sdo de dificeis observacgdes, pois muitas vezes é dificil
diferenciar a passagem de um estagio de anestesia para outro, principalmente quando a
transicdo € rapida. Assim, esta avaliacdo € descrita por alteracdes no equilibrio, natagédo
e reacOes a estimulos externos (ZAHL et al., 2012).

Ha& diversas classificacGes de estagios de inducdo e recuperacdo, sendo estes,
diferidos pelas caracteristicas comportamentais geradas. Small (2003), relata o processo
anestésico em quatro estagios: sedacdo, perda parcial de equilibrio, perda total de
equilibrio e colapso medular (morte). O processo anestésico compreende diversos
componentes. Inicialmente ha diminuicdo da sensibilidade, caracteristica do estado de
sedacdo, a qual é seguida pelo estado de anestesia geral, com perda de senciéncia e
amnésia, que também provoca a imobilizagéo e alivio da dor (ZAHL et al., 2012).

Em adicdo, a acdo de compostos anestésicos varia de acordo com a espécie de
peixe (ZAHL et al., 2009). Além disto, sua eficacia é afetada por fatores bioldgicos e
ambientais. Os fatores biolégicos que provocam alteracdo na taxa metabdlica e
farmacocinética dos compostos anestésicos sdo: espécie, idade, tamanho, peso, estado
fisioldgico e presenga ou ndo de parasitas e doencas. Enquanto os fatores ambientais
como temperatura e pH alteram o metabolismo de tais substancias (BURKA et al., 1997).

Anestésicos alternativos na piscicultura — Eugenol

Para peixes ha diversos agentes que apresentam efeito anestésico, 0s quais sao
comumente divididos em agentes derivados ou ndo de plantas (HOSEINI et al., 2018).
Oleos essenciais s&o metabolitos secundarios de plantas arométicas, sendo caracterizado
como compostos naturais complexos, volateis, lipossolveis e solGveis em solventes
organicos (BAKKALI et al., 2008). S&o produtos extraidos de matéria-prima vegetal pelo
método de arrase a vapor d’agua e hidrodestilagdo ou expressao dos pericarpos de frutos
citricos, bem como outros métodos utilizados na industria (MORAIS, 2009).

Com isto, estudos tém sido direcionados para avaliacdo destes compostos na

anestesia de peixes, pois além de efeito anestésico, alguns possuem efeitos



antimicrobiano, antioxidante, aumento no sistema imunoldgico e reducdo o estresse.
Assim, promovem efeito benéfico a salde de peixes e sendo recomendados para inducao
anestésica (HOSEINI et al., 2018).

Em adicdo, estudos recentes tém demostrado que a utilizacdo de anestésicos
naturais alternativos como 6leo de cravo (eugenol) (BECKER et al., 2012), Mentha spp.
(FACANHA e GOMES, 2005), Cymbopogon flexuosus (LIMMA-NETTO et al., 2016),
Lippia alba (BECKER et al., 2012), Ocimum basilicum (LIMMA-NETTO et al., 2016),
Aloysia triphylla (TEIXEIRA et al., 2017), Aloysia gratissima (BENOVIT et al., 2015),
Ocimum gratissimum (SILVA et al., 2012) e Melaleuca alternifélia (HAJEK, 2011),
apresentaram resultados satisfatorios para diferentes espécies de peixes.

Eugenol

O eugenol é um composto ativo derivado do 6leo essencial de cravo, o qual é
extraido das flores e caule do cravo-da-india e é composto de 70-95% de eugenol
(MAZZAFERA, 2003). Na busca por alternativas seguras para anestesia de peixes, 0
eugenol foi reconhecido por apresentar seguranca para 0 meio ambiente e aos seres
humanos, além de apresentar custos mais baixos e potencialidade anestésica, expandindo
assim sua aplicabilidade como anestésico na aquicultura (MYLONAS et al., 2005). O
eugenol atualmente é o anestésico alternativo mais promissor para peixes, sendo
largamente utilizados em pesquisas cientificas e no campo (YOUSEFI et al., 2018).

Estudos prévios ja verificaram o efeito anestésico e fisioldgico do eugenol em
peixes (CHO e HEATH, 2000; SLADKY et al., 2001; NAVARRO et al., 2016),
demostrando sua eficacia. Por exemplo, em exemplares de Siberian strugeon (Acipenser
baerii), verificou-se que o dleo de cravo foi mais eficiente para mitigar respostas ao
estresse do que 0 MS-222 (FENG et al., 2011). Resultados similares foram verificados
em catfish hibrido Pseudoplatystoma metaeense x Leiarius marmoratus (SUAREZ-
MARTINEZ et al., 2014), pintado (Pseudoplatystoma corruscans) (VIDAL et al., 2006)
e, bagre-africano Clarias gariepinus (OGRETMEN e GOKCEK, 2013). Além disso,
eugenol também se demostrou eficiente e seguro para sedacdo, inducéo e recuperagédo
anestésica em acara-bandeira (HEKIMOGLU e ERGUN, 2012).

Adicinalmente, eugenol pode ser utilizado como sedativo para peixes. A sedagéo
é preferivel em algumas situacdes de manejo nas pisciculturas, sobretudo no transporte

de peixes vivos (COOKE et al., 2004). Neste sentido, ja foi demostrado que o 6leo de



cravo atenuou os niveis de cortisol plasmatico no transporte de salmao do atlantico (Salmo
salar L.) (IVERSEN et al., 2003) e glicose plasmatica no transporte de til&pia azul
(Oreochromis aureus) (AKAR, 2011).

Estresse em peixes

Nos sistemas de producdo aquicolas 0s peixes estdo expostos a manejos rotineiros
(arracoamento, biometria, monitoramento da qualidade de agua, despesca e transporte),
inevitaveis e necessarios para 0 bom andamento do cultivo (BARCELLOS et al., 2000).
Contudo, sdo potenciais causadores de estresse. Pois causam importantes alteracdes
fisiol6gicas e comportamentais a saude dos peixes (CAN et al., 2018).

Peixes submetidos a agentes estressores podem apresentar consequéncias
indesejaveis, como o comprometimento do sistema imunoldgico e desempenho animal
(ADAMANTE et al., 2008), bem como problemas de saiude e mortalidade (ROSS e
ROSS, 2008) o que, consequentemente, ocasiona perdas econémicas (CAN et al., 2018).
Sao tidos como estressores quaisquer estimulos que causem alteragcbes comportamentais
e fisiologicas, prejudicando a alimentacdo, crescimento e reproducdo animal (ROSS e
ROSS, 2008). Como, por exemplo, manejos biométricos, amostragens, triagens,
manuseio, transporte, dentre outros (PARODI et al., 2014; HOSEINI et al., 2018).

Ha trés niveis de respostas fisioldgicas geradas por agentes estressores, sendo
divididas em resposta ao estresse primaria, secundaria e terciaria (PICKERING e
POTTINGER, 1995; BARTON, 1997). As respostas primarias sdo hormonais,
caracterizadas pelo aumento inicial dos niveis plasmaticos de catecolaminas seguido pelo
aumento de cortisol plasméatico (PANKHURST, 2011). J4 as respostas secundarias sdo
mudancas nos parametros fisioldgicos e bioquimicos causadas pelos efeitos destes
horménios no sangue ou a nivel tecidual, como o aumento dos batimentos cardiacos e
absorcdo de oxigénio e desequilibrio no balango hidromineral. Enquanto as respostas
terciarias comprometem desempenho, reproducdo e sistema imunolégico (LIMA et al.,
2006).

Pintado Amazénico

Na aquicultura, programas de hibridizagdo tém como finalidade o
desenvolvimento de animais com caracteristicas desejaveis aos sistemas de cultivo, o qual
apresentem desempenho superior as espécies parentais (vigor hibrido ou heterose

positiva), melhoria do sistema imunolégico e da qualidade da carne (BARTLEY et al.,



2001). Atualmente a producéo de peixes hibridos tem tornado frequente nos sistemas de
producdo aquicola, fato atribuido a aceitabilidade no mercado nacional e internacional
(PADUA et al.,, 2012). Neste cenario, o pintado Amazonico, hibrido resultante do
cruzamento entre a fémeade cachara (Pseudoplatystoma reticulatum)e o macho
de jundia amazonico (Leiarius marmoratus), se destaca como um dos hibridos com maior
potencial para comercializacdo (VENTURA et al., 2013).

O cachara Pseudoplatystoma reticulatum (Eigenmann e Eigenmann, 1889),
ocorre comumente nas principais Bacias Hidrograficas da América do Sul. E um peixe
migratorio e esta entre as maiores espécies destas Bacias, sendo um reconhecido predador
(BIGNOTTO et al., 2009). O jundia amazoénico (Leiarius marmoratus), por sua vez,
ocorre nas Bacias Hidrogréaficas dos rios Amazonas, Essequibo e Orinoco, atingindo peso
aproximado de 12 kg, e possui habito alimentar onivoro (FERRARIS JUNIOR, 2007).

O pintado amazonico apresenta superioridade zootécnica em relacdo as espécies
parentais, devido ao seu rapido crescimento e técnicas mais simplificadas nos manejos
produtivos durante a fase de alevinagem. Além disto, o processo de hibridizacdo
possibilitou maior facilidade de producdo, aceitabilidade quanto ao consumo de racao,
maior versatilidade no habito alimentar e tolerancia a sistemas de producéo intensivos,
bem como baixos niveis de oxigénio dissolvido (KUBITZA et al., 2011). Outra
caracteristica deste hibrido é a sua preferéncia por aguas com pH é&cido (4,5),
proporcionando em ambiente de cultivo maior taxa de crescimento (LEMOS et al., in

press).

Acara-bandeira

O acara-bandeira (Pterophyllum scalare) (Schultze, 1823) é uma espécie
pertencente a familia Cichlidae, nativa da Amazonia. Sdo animais que apresentam alta
demanda e valor econdmico, visto que sdo apreciados pela beleza, alta capacidade
reprodutiva e tolerancia a sistemas de cultivo (KARAYUCEL et al., 2006). Além disto,
estd entre as espécies de peixe ornamental dulcicola mais comercializadas no mundo
(RIBEIRO et al., 2009).

Esta espécie possui caracteristicas morfolégicas marcantes, com corpo triangular
comprido nas laterais, nadadeiras ventrais com espessura fina, modificadas e com
comprimento extenso e, as nadadeiras dorsal e anal longas (RIBEIRO et al., 2007). Na
natureza, alimentam-se de diversas espécies de invertebrados e protozoarios (DEGANI,
1993). Em cativeiro, tem boa aceitabilidade de dietas artificiais (LUNA-FIGUEROA et



al., 2000). Atualmente ha diversas linhagens de acara-bandeira no mercado como: koi,
marmorato, negro, ouro, leopardo, palhago e fumaca. Outra caracteristica desta espécie é
sua preferéncia por aguas com pH levemente &cido e baixa dureza. Na natureza,
estabelecem ordem hierarquica e podem alcancar comprimento de 15 cm (RIBEIRO et
al., 2007).

As caracteristicas reprodutivas do acara-bandeira sdo marcadas pelo cuidado
parental e pela territorialidade. Em cativeiro, a reproducdo € iniciada ap0s a aproximacao
e posterior formacéo de casal. Exercem a corte e a desova. Com a desova, € iniciado o
cuidado parental, o qual é realizada pelo macho e fémea, e estendido até a eclosdo e
protecdo das larvas (CACHO,1999). Contudo, essa espécie é muito sensivel ao estresse
de manejo e as condi¢Bes de qualidade de &gua, 0 que pode comprometer sua
sobrevivéncia, crescimento, sistema imunologico e pigmentacdo (NOROUZITALLAB et

al., 2009), durante atividades de manejo e transporte.
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Atividade anestesica de eugenol no manejo de pintado amazonico
(Pseudoplatystoma reticulatum x Leiarius marmoratus): respostas bioquimicas e

hematoldgicas

RESUMO

O estudo objetivou avaliar o efeito de eugenol para inducéo e recuperagdo anestésica em
juvenis de pintado amazonico e verificar sua efetividade na reducdo do estresse de
manejo. Juvenis foram transferidos para aquarios contendo diferentes concentracfes de
eugenol: 0 (controle), 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pL L. Os peixes foram divididos em dois
grupos: anestesiados com 50 pL L de eugenol e ndo anestesiados, e avaliados em 0, 1 e
5 horas ap6s o estresse de manejo atraves de varidveis bioquimicas e hematoldgicas. A
minima concentracao efetiva para sedagdo e anestesia ocorreu com o uso de 20 e 50 pL
L de eugenol, respectivamente. Ocorreu 25 e 50 % de mortalidade nos tempos 0 e 1 h
apos 0 manejo no grupo controle. Os niveis plasmaticos de cortisol foram maiores em
peixes no grupo controle do que os anestesiados no tempo 0 h ap6s o estresse (P < 0,05).
Os niveis plasmaticos de AST e albumina foram maiores nos peixes no grupo controle
guando comparados aos peixes anestesiados nos tempos 0 e 1 h ap6s o manejo do estresse,
respectivamente (P <0,05). No grupo controle, os niveis plasmaticos de cortisol, glicose,
proteina total e albumina foram significativamente menores no tempo 5 h apds o0 manejo
do estresse (P <0,05). Os valores de trombdcitos e neutréfilos foram menores no grupo
de peixes controle quando comparados aos peixes anestesiados nos tempos 1 e 5 h ap6s
0 manejo do estresse, respectivamente (P <0,05). O uso de 50 uL L de eugenol é
indicado como anestésico para o pintado da Amazo6nico e reduz o estresse pés-
manipulacdo, reduzindo a mortalidade, melhorando as respostas bioquimicas e

promovendo o aumento da defesa do sistema imunoldgico.

Palavras-chave: cortisol, estresse de manejo, recuperacdo anestesica, sedagéo, variaveis

hematoldgicas



20

Anaesthesia with eugenol in the amazon catfish (Pseudoplatystoma reticulatum x

Leiarius marmoratus) handling: biochemical and haematological responses

ABSTRACT
This study aimed to evaluate the effectiveness of eugenol for induction and anaesthesia
recovery in Amazon catfish juveniles and to verify its effects in reducing handling stress.
Juveniles were transferred to aquariums containing different concentrations of eugenol:
0 (control), 10, 20, 30, 40, 50 and 60 pL L. The fish were divided into two groups:
anaesthetized with 50 uL L'* eugenol and non-anaesthetized, and they were evaluated at
0, 1 and 5 hours after handling stress through biochemical and haematological variables.
The minimum effective concentration for sedation and anaesthesia occurred with the use
of 20 and 50 uL L of eugenol, respectively. In the control fish, 25 and 50% mortality
occurred at 0 and 1 h after handling stress. Plasma cortisol levels were higher in control
fish than anaesthetized fish at 0 h after handling stress (P < 0.05). Plasma AST and
albumin levels were higher in control fish when compared to anaesthetized fish at 0 and
1 h after handling stress, respectively (P < 0.05). In control fish, plasma cortisol, glucose,
total protein and albumin levels were significantly lower at 5 h after handling stress (P
<0.05). Thrombocyte and neutrophils values were lower in control fish when compared
to anaesthetized fish at 1 and 5 h after handling stress, respectively (P < 0.05). The use of
50 uL L eugenol is indicated as an anaesthetic for Amazon catfish and reduces post-
handling stress by reducing mortality, improving biochemical responses and promoting

increased immune defence system.

Key-words: anaesthetic recovery, cortisol, haematological variables, handling stress,

sedation
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INTRODUCAO

O uso de anestésicos nos sistemas de producéo piscicola é uma estratégia que visa
minimizar fatores de inducao ao estresse, como hipermotilidade e percepc¢éo de estimulos
adversos (temperatura, luz e confinamento), principalmente no manejo (desova,
amostragem, reproducéo artificial, vacinacgdo, vacinacao e cirurgia) e transporte (INOUE
etal., 2005; SENA et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2017; BAHI et al., 2018). Dessa forma,
0 uso de anestésicos na piscicultura pode evitar prejuizos devido a perda de apetite,
reducdo no crescimento, comprometimento do sistema imunol6gico, aumento da
vulnerabilidade a patdgenos e, consequentemente, doencas infecciosas e morte dos
organismos (BARCELLOS et al., 2001; INOUE et al., 2005).

SituacOes estressantes desencadeiam alteracGes em respostas comportamentais,
hematoldgicas e bioguimicas (EL-SAYED et al., 2007). Peixes submetidos a situacbes
estressantes apresentam um conjunto sequencial de respostas fisioldgicas. As respostas
primarias ocorrem em nivel neuroenddcrino, com mecanismos de alarme dos sistemas
bioldgicos que resulta em resposta neuroquimica, havendo liberacéo de catecolaminas e
corticosteroides. Respostas secundarias sdao mudancas nos parametros fisioldgicos,
metabdlicos e osmorregulatérios resultantes da acdo neuroenddcrina. Enquanto as
respostas terciarias tém como caracteristicas a perda da capacidade adaptativa, exaustao
dos sistemas biologicos e comprometimento do desempenho de crescimento, da
reproducdo e do sistema imunolégico (MOMMSEN et al., 1999; BARCELLOS et al.,
2001; PANKHURST, 2001).

Neste sentido, o cortisol plasmatico é utilizado como indicador de estresse
primario em peixes, pois é o principal corticosteroide liberado em situacdo de estresse
(MOMMSEN et al., 1999). A glicose plasmatica, por sua vez, é a variavel mais utilizada
dentre os indicadores de estresse de efeito secundario (MARICCHIOLO e GENOVESE,
2011). As analises hematoldgicas sdo eficazes para avaliar processos corporais e
capacidade de defesa imunoldgica. Com isso, as andlises hematoldgicas podem ser
utilizadas como instrumento de mensuragdo de bem-estar e para estabelecer diagndsticos
acerca de disturbios metabdlicos em peixes (HOSSAIN et al., 2016; RANZANI-PAIVA
etal., 2013).

Eugenol é um dos anestésicos mais utilizados em peixes, sendo o principal
composto quimico derivado do 6leo essencial de cravo da india (Syzygium aromaticum)

(MAZZAFERA, 2003). Estudos prévios tém demonstrado que o mesmo ¢ eficiente e
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seguro na inducdo e recuperacao anestésica de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
(VIDAL et al., 2008), jundia (Rhamdia voulezi) (DIEMER et al., 2012), pacu (Piaractus
mesopotamicus) (ROTILI et al., 2012), quinguio (Carassius auratus) (BITTENCOURT
et al., 2012) e oscar (Astronotus ocellatus) (SILVA-SOUZA et al., 2015). Contudo, tais
espécies comportam-se de forma distinta quanto a concentracdo e o tempo de inducgéo e
recuperacdo anestésica.

O pintado Amazonico é um hibrido desenvolvido na década de 1990 no Brasil,
resultante do cruzamento entre a fémea de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e o
macho de jundia amazonico (Leiarius marmoratus). De acordo com Prieto-Guevara et al.
(2015), as espécies parentais ocorrem comumente nas principais Bacias Hidrograficas da
América do Sul e o processo de hibridizacdo favorece a comercializacdo, devido a
superioridade zootécnica do hibrido em relacdo as espécies parentais. Apesar de sua
importancia comercial, inexistem estudos relacionados a anestesia de manejo em pintado
amazonico. Considerando a existéncia de variagdo abrupta relacionada a concentracao e
ao tempo de exposicdo anestésica efetiva entre espécies de peixes, este estudo objetivou
avaliar o tempo de inducdo e recuperacdo anestésica em juvenis de pintado Amazo6nico
expostos a diferentes concentracdes de eugenol e verificar a sua efetividade na reducéo

do estresse de manejo através de variaveis bioquimicas e hematoldgicas.

MATERIAL E METODOS

Animais e condigdes experimentais

Os procedimentos experimentais ocorreram no Laboratério de Nutricdo e
Comportamento de Organismos Aquaticos do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais
e Biologicas da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia, Cruz das Almas — BA,
Brasil. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comisséo de Etica no uso
de animais do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia (n° 41-2017).
Foram utilizados exemplares juvenis de pintado Amazdnico provenientes da piscicultura
da regido.

Durante os experimentos, as variaveis de qualidade de agua foram monitoradas
para temperatura (26,5 + 0,6 °C ) e oxigénio dissolvido (8, 10 + 0,18 mg L™ O2) com
oximetro (DO-48), pH (7,5 + 0,02) com pHmetro (MPA-210P) e, amodnia total (0,10 +
0,03 mg L™ N-NHs), alcalinidade (35 + 1,44 mg L™ CaCOs) e dureza (80 + 0,00 mg L*
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CaCOs) com kit comercial (Alfatecnoquimica, Floriandpois, SC, Brasil). Previamente aos
testes, os animais foram mantidos em tanques de 2000 L em sistema de recirculagdo com
aeracdo constante e filtracdo bioldgica, onde passaram por um periodo de aclimatagéo de
15 dias. Durante esse periodo, os animais foram arracoados diariamente, trés vezes ao
dia, com dieta comercial (320 g kg* de proteina bruta e 3500 kcal de energia digestivel,

Purina Nutripeixe Sl). O arragoamento foi suspenso 24 horas antes de cada experimento.

Inducéo e recuperacdo anestésica

Para determinar a influéncia da concentracdo de eugenol na inducao e recuperacao
anestésica foram utilizados 64 juvenis de pintado Amazonico (81,02 + 3,56 g e 23,03 +
0,28 cm; n = 8 para cada concentracdo testada). Os exemplares foram transferidos para
aquarios contendo 4 L de &gua e eugenol (Biodindmica, Ibipord-PR, Brasil) em
concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 pL L* (diluido 1:10 com etanol 99,9%). As
concentracdes foram primeiramente diluidas em etanol (1:10). No grupo controle, 0s
peixes foram transferidos para aquarios com apenas agua e etanol proporcional a maior
concentragédo de eugenol utilizada para 60 puL L™ (540 uL L de etanol). Também foi
realizado um grupo controle contendo somente agua. Para avaliacdo do tempo de indugédo
anestésica, em cada aquario foram colocados dois peixes simultaneamente. O periodo de
avaliacdo foi de até 30 minutos e cada peixe foi usado apenas uma vez (adaptado de
SENA et al., 2016).

A sedacdo (perda parcial de equilibrio sem resposta a estimulos) e a anestesia
(perda total de equilibrio sem resposta a estimulos) foram avaliadas. Para verificacdo do
tempo de recuperacdo anestésica, 0s exemplares foram transferidos para aquarios com 4
L de agua (sem eugenol). Os peixes foram considerados recuperados quando responderam
a estimulos externos e apresentaram natagdo similar aos exemplares do grupo controle
(adaptado de SMALL et al., 2003). A sobrevivéncia foi monitorada até 72 h ap6s a

inducdo anestésica.

Manejo e biometria

Os exemplares de pintado Amazonico (112,27 £6,19 g e 25,06 £ 0,43 cm; n = 48)
foram anestesiados com 50 pL L de eugenol diluido em etanol a 99,9% (1:10) (essa foi
amenor concentragdo para induzir anestesia dentro de 2-3 minutos, ver os resultados) em

um aquério de 4 L (um peixe de cada vez).
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Ap0s a inducgéo anestésica, procedeu-se a biometria dos peixes, com exposi¢ao ao
ar por 1 minuto. Posteriormente, foi realizada coleta de sangue no tempo O h de oito
exemplares. Os 16 peixes restantes (n = 8 para cada tempo de avaliacdo) foram
acondicionados em 2 tanques de 250 L (8 individuos tanque™). Amostras de sangue foram
coletadas de oito peixes do primeiro tanque uma hora ap0s a anestesia e de outros oito
peixes do segundo tanque cinco horas ap6s a anestesia. O grupo controle foi submetido
aos mesmos procedimentos do grupo teste, contudo, sem a exposicdo ao eugenol
(adaptado de TEIXEIRA et al., 2017). Posterior aos testes, foi realizado o monitoramento

de sobrevivéncia até 72 h.

Coleta das amostras de sangue

Apds a biometria, foram coletadas duas aliquotas de sangue por meio de punc¢éo
venocaudal utilizando seringa estéril com 10 pyL de heparina 5.000 Ul. A primeira
aliquota de 1,0 mL foi utilizada para obtencdo de plasma para as analises bioquimicas e,
a segunda aliquota, de 0,5 mL, para analise hematolégica. Ambas as aliquotas foram
transferidas para microtubos de polietileno de 2,5 mL para analises posteriores. A
primeira aliquota foi coletada de todos os exemplares e a segunda aliquota foi coletada
de quatro exemplares de cada tratamento (com ou sem eugenol) em cada tempo (0, 1 e 5
h).

Para as analises bioquimicas, o sangue foi centrifugado a 3000 X g (15 minutos)
para obtencdo do plasma. E as amostras foram refrigeradas (- 20 °C) até a realizacdo das
andlises. Para as analises hematoldgicas, o sangue foi refrigerado em 2 °C, sendo as

analises realizadas imediatamente apds a coleta de sangue.

Analises plasmaticas

O kit cortisol S (BioMeérieux, Franca) foi utilizado para a determinacdo de cortisol
nas aliquotas de plasma no equipamento mini-VIDAS® da técnica ELFA (ensaio
fluorescente ligado a enzima). Os valores de medicao do kit VIDAS® cortisol S variaram
de 2 a 650 ng mL*. O limite de deteccdo analitica foi de 2 ng mL™. A repetibilidade, a
reprodutibilidade entre séries e a reprodutibilidade entre lotes foram calculadas utilizando
as recomendacdes do documento EP5-A2 do NCCLS. Os valores observados de preciséo
total, dependentes da concentracdo serica, variaram de 7,42 a 12,98 coeficiente de
variacdo (%). O coeficiente de variagdo para os peixes variou de 8,68% a 13,59%

(TEIXEIRA et al., 2017). Os niveis de glicose plasmatica foram determinados pelo
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método enzimatico a partir da glicose oxidase/glicose peroxidase. Este método é
colorimétrico utilizando equipamento BT 3000 totalmente automatizado (500 testes h;
Wiener lab®, Rosario, Argentina) (TEIXEIRA et al., 2017).

Aspartato aminotransferase (AST), proteinas totais, ureia, albumina e acido urico,
foram utilizados kits Labtest®, detalhado a seguir. A atividade de AST no plasma foi
determinada de acordo com Tietz (1986). Os niveis de proteinas totais no plasma foram
determinados pela metodologia colorimétrica (biureto) (DOUMAS et al. 1981). Os niveis
plasmaticos de ureia foram determinados pelo método enzimatico cinético enzimatico
com urease (ROCH-RAMEL, 1967). Os niveis de albumina no plamas foram
determinados utilizado o método colorimétrico (verde de bromocresol) (DOUMAS et al.,
1971). Os niveis de &acido urico no plasma foram determinados utilizado método
colorimétrico (enzimatico trinder) (HENRY et al. 1957).

Anélises hematoldgicas

Os eritrdcitos foram quantificados em cadmara de Neubauer (x 10° puL?*) com
auxilio de um microscopio éptico binocular ap6s diluicdo de 0,01 mL de sangue em 4,0
mL de solucédo de Natt e Herrick.

A contagem total e diferencial de leucdcitos e trombdcitos, foi realizada por
método indireto (HRUBEC e SMITH, 1998). Para isso, foram confeccionadas extensdes
sanguineas que foram coradas por May-Grunwald-Giemsa. Em seguida, de cada
extensdo, quantificou-se 2.000 células, entre eritrocitos, leucdcitos e trombdcitos, e
considerando o numero de eritrocitos contados na cdmara de Neubauer, calculou-se o
namero total de leucdcitos e de trombdcitos (HRUBEC e SMITH, 1998).

Anélise estatistica

Todos os dados sdo expressos como a média £+ SEM. Todos os dados foram
submetidos ao teste de Levene para verificar a homogeneidade das variancias. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk. A avalia¢do da atividade
anestésica foi realizada por andlise de regressdo de poténcia (concentragcdo x tempo de
sedacdo ou tempo de anestesia ou tempo de recuperacdo anestésica) (VIDAL et al., 2008).
As variaveis bioguimicas e hematoldgicas foram analisadas por meio de ANOVA de dois
fatores (tempo x concentracao anestesica), seguida por testes post hoc de Tukey com nivel

minimo de significancia de 95% (P < 0,05).
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RESULTADOS
Inducdo e recuperacdo anestésica

Juvenis dos grupos controle (somente agua ou 540 puL L de etanol) ou expostos
a 10 uL L de eugenol ndo apresentaram efeito sedativo ou anestésico durante o periodo
avaliado. Acima desta concentracdo, o eugenol causou sedacdo e anestesia em pintado

Amazonico, onde 20 uL L foi a concentragdo minima efetiva capaz de causar sedagao.

Os menores tempos de anestesia foram verificados nos exemplares submetidos a
50 e 60 uL Lt de eugenol (84,12 + 4,2 e 80,87 + 9,3, respectivamente, para sedagio;
169,00 + 29,0 e 155,00 + 33,0 s, respectivamente, para anestesia), onde 50 pL L™ foi a
minima concentracdo efetiva capaz de causar anestesia. Os resultados da regressao
mostraram que concentracdes mais altas de eugenol resultaram em um tempo menor
requerido para sedacdo e anestesia em peixes (Fig. 1).

Juvenis expostos ao eugenol se recuperaram completamente e ndo houve
mortalidade durante o experimento ou ap6s 72 h de sua realizacdo. O tempo de
recuperacdo anestésica variou de 228,00 + 14,23 a 297,00 £ 18,43 s. Ndo houve

correlacdo do tempo de recuperacdo anestésica em relagdo as concentragdes testadas.

Figura 1 — Curva de tempo para sedacdo (A) e anestesia (B) com uso de eugenol em
juvenis de pintado Amaz6nico (n = 8). A: y = 2007,6x°%!%; R? = 0,468. B: y = 52050,0x-
145 R2 = 0,659.
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Manejo — variaveis plasmaticas

No grupo anestesiado (50 pL L de eugenol), ndo ocorreu mortalidade. Contudo,
no grupo nédo anestesiado foram registradas 25 e 50% de mortalidade dos juvenis nos
tempos 0 e 1 h apds o estresse de manejo. As mortes foram registradas de 30 a 180 min
apos a coleta de sangue.

No momento do estresse de manejo (0 h), os peixes anestesiados apresentaram
niveis significativamente mais baixos de cortisol que os peixes controle (P <0,05). Além
isto, no grupo controle os niveis de cortisol plasmatico foram significativamente menores
no tempo 5 h em comparacao a 0 h apés o manejo de estresse (P < 0,05) (Fig. 2A). Os
niveis de glicose plasmatica no grupo controle foram significativamente maiores no

tempo 1 h em relagdo ao tempo 5 h apds o estresse de manejo (P < 0,05) (Fig. 2B).

Figura 2 — Efeito do eugenol (50 pL L™) sobre cortisol (A) e glicose do plasma (B) em
juvenis de pintado Amazénico apés 0, 1 e 5 h de estresse de manejo (1 min). Letras
maiulsculas diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos em um mesmo
tempo. Letras minUsculas diferentes indicam diferencas significativas entre tempos em
um mesmo tratamento (P < 0,05). Os dados sdo expressos em media + erro padrdo (n =8
peixes por tratamento em cada tempo).
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Os niveis de proteinas totais do plasma no grupo controle foram
significativamente maiores no tempo 1 h do que no tempo 5 h apds o estresse de manejo
(P <0,05) (Fig. 3A). 1 h ap0s o estresse de manejo, 0s peixes anestesiados apresentaram
niveis significativamente mais baixos de albumina que o grupo controle (P < 0,05). Além
disto, em exemplares ndo anestesiados, os niveis plasmaticos de albumina foram
significativamente menores em 5 h do que em 1 h ap6s o estresse de manejo (P < 0,05)

(Fig. 3B). No momento do estresse de manejo, os exemplares anestesiados apresentaram
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niveis significativamente mais baixos de AST no plasma que os peixes do grupo controle
(P < 0,05) (Fig. 3C). Os niveis de acido urico e ureia plasmaticos foram semelhantes em
todos os tratamentos em todos os tempos de avaliacao (Fig. 3D e E).

Figura 3 — Efeito do eugenol (50 pL L) sobre proteinas totais (A), albumina (B), AST
(C), &cido drico (D) e ureia (E) do plasma em juvenis de pintado amazénico ap6s 0, 1 e 5
h de estresse de manejo. Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas
entre tratamentos em um mesmo tempo. Letras mindsculas diferentes indicam diferencgas
significativas entre tempos em um mesmo tratamento (P < 0,05). Os dados s&o expressos
em média + erro padrdo (n = 8 peixes por tratamento em cada tempo).
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Manejo — variaveis hematologicas

Em 1 h ap6s o estresse de manejo, os valores de trombdcitos foram
significativamente maiores em exemplares anestesiados do que no grupo controle (P
<0,05). Os valores de neutrofilos em peixes anestesiados foram significativamente
maiores em 5 h do que em 0 e 1 h apds o estresse de manejo. Além disso, em peixes
anestesiados, os valores de neutréfilos foram significativamente maiores do que peixes
do grupo controle 5 h ap6s o estresse de manejo (P <0,05). Os valores de eritrocitos,
leucocitos totais, linfocitos e monacitos foram semelhantes em todos os tratamentos em
todos os momentos (P> 0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeito do eugenol (50 pL L) sobre eritrocitos (x 108 pLt), trombdcitos (x
10% puLh), leucocitos totais (x 10* pL™), linfocitos (x 10* pLt), neutréfilos (x 10% uL) e
monacitos (x 10* uL™?) em juvenis de pintado amazonico apds 0, 1 e 5 h de estresse de

manejo.
Variaveis Tempo
Oh 1h 5h
Peixes ndo anestesiados
Eritrocitos 2,700,174 2,650,124 2,58+0,39"2
Trombdcitos Totais 6,17+0,814 3,381,218 8,19+1,86"
Leucocitos Totais 26,85+2,10% 25,47+1,32% 26,30+3,69%¢
Linfécitos 23,97+2,57% 23,41+1,41% 23,34+3,20%
Neutréfilos 5,89+1,68"2 4,83+1,33" 22,55+4,4382
Mondcitos 22,64+13,0242 10,79+4,2742 9,02+1,58%
Peixes anestesiados com eugenol

Eritrocitos 2,33+0,24% 2,45+0,05% 2,85+0,10%
Trombdcitos Totais 12,39+6,26"2 24,29+4,66"2 20,68+7,174¢
Leucdcitos Totais 23,68+2,80% 24,700,514 28,29+1,344
Linfécitos 21,61+2,54% 21,470,417 20,46+3,72%
Neutréfilos 5,10+1,34"° 15,382,734 54,07+8,65%
Mondcitos 12,11+3,38% 19,91+4,36"2 37,38+19,65%

Letras mailsculas diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos em um mesmo tempo.
Letras mindsculas diferentes indicam diferengas significativas entre diferentes tempos em um mesmo
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tratamento (P < 0,05). Dados sdo expressos em média + erro padrdo (n = 4 peixes por tratamento em cada
tempo).

DISCUSSAO

O mecanismo de acdo anestésica do eugenol em peixes ainda ndo foi elucidado.
No entanto, Lee et al. (2015) descobriram que o eugenol age inibindo reversivelmente o
complexo receptor do acido gama-aminobutirico (GABAA) em neurbnios de ratos e
células renais embrionarias em humanos. A expressdo do sistema GABAérgico parece
ser conservada entre vertebrados, de peixes a mamiferos (DELGADO e
SCHMACHTENBERG, 2008). No sistema nervoso central, o complexo receptor
GABAA desempenha um papel na modulacdo de atividades fisioldgicas e
fisiopatologicas, e pode ser um alvo molecular para o eugenol, princialmente na
modulacgéo de respostas nociceptivas (LEE et al., 2015). Em outro estudo, Heldwein et
al. (2012) demonstraram o envolvimento do sistema GABAEérgico no efeito anestésico do
o0leo essencial de Lippia alba em bagres de prata. Assim, é possivel que o eugenol também
possa inibir o complexo receptor GABAA em pintado Amazo6nico, uma vez que a maioria
dos anestésicos exerce seus efeitos regulando o complexo receptor GABAA, devido ao
GABAA ser o principal neurotransmissor inibitorio no sistema nervoso central
(SIEGHART, 2006).

O conhecimento da dosagem anestésica ideal é essencial para a utilizacdo
apropriada de substancias anestésicas, visto que dosagens inadequadas podem ser
prejudiciais a saude e até causar mortalidade em peixes (ROUBACH et al., 2001;
LIMMA-NETTO et al., 2016).

A auséncia de anestesia causada apenas pelo uso de etanol, como verificada em
nosso estudo, tem sido relatada em estudos prévios para tilapia do Nilo
(HOHLENWERGER et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2017), cavalo-marinho
Hippocampus reidi (CUNHA et al., 2011) e bagre hibrido Pseudoplatystoma metaeense
x Leiarius marmoratus (SUAREZ-MARTINEZ et al., 2014), demonstrando que o etanol
em baixas concentracdes é inexpressivo como anestésico em peixes.

Anestésicos em baixas concentragdes possuem um efeito sedativo (LIMMA-
NETTO et al., 2016). A sedacdo é um estado inicial de anestesia em que a percepc¢ao
sensorial é reduzida, mas ndo ha perda de equilibrio (ROSS e ROSS, 2008). Neste sentido,

nos sistemas de producéo aquicola existem situacbes em que a sedagédo € desejavel, e
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preferivel a anestesia, como no transporte de peixes, onde reduzir o estresse sem causar
perda de resposta a estimulos € desejavel (SENA et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2017).
Assim, considerando que a concentracdo usada para sedagdo em longo prazo deve ser a
minima possivel para evitar anestesia profunda, neste estudo, 20 pL L™ de eugenol
mostrou-se viavel como sedativo para juvenis de pintado amazénico.

Similarmente, estudos prévios também verificaram que baixas concentracdes de
eugenol podem desempenhar efeito sedativo em peixes. Concentragdes de até 5 pL L
foram efetivas para sedacdo em matrinxa (Brycon cephalus) (INOUE et al., 2005) e em
jundia (Rhamdia quelen) (BECKER et al., 2012). A concentracdes ideal de sedativos é
dependente de fatores como espécie, tempo de exposicdo, peso e estado de salde animal
e condi¢cOes ambientais (IVERSEN et al., 2003). Isso pode explicar a maior concentragéo
de eugenol necessaria para sedacdo do pintado Amazdnico do que para as espécies
mencionadas anteriormente, demonstrando que o pintado Amazodnico apresentar maior
resisténcia de sedagdo com eugenol.

O estagio de anestesia, por sua vez, € necessario para realizar procedimentos de
manipulacdo (por exemplo: reproducdo, medicacdo e mudanca de habitat). Um anestésico
ideal deve induzir anestesia entre 1-3 minutos, com recuperacao anestésica inferior a 5
minutos (MARKING e MEYER, 1985). Adicionalmente, deve-se considerar que o uso
de doses menores implica em maior margem de seguranca a salde animal e, evitar
desperdicio de 6leo essencial e gastos desnecessarios (TEIXEIRA et al., 2017). Dessa
forma, 50 pL L é recomendada neste estudo como minima concentracdo efetiva para
anestesia de pintado Amazonico.

Tal resultado corrobora com a concentragio de 50 mg L de eugenol recomendada
para 0 manuseio de catifish hibrido (Pseudoplatystoma metaeense X Leiarius
marmoratus) (SUAREZ-MARTINEZ et al., 2014), embora tal estudo néo tenha avaliado
o efeito do eugenol em variaveis bioquimicos e hematoldgicos. Adicionalmente, a
concentracdo Otima estabelecida neste estudo também é a mesma descrita para bagre-
africano  Clarias gariepinus (OGRETMEN e GOKCEK, 2013), pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) (VIDAL et al., 2006) e hibrido flowerhorn (Amphilophus
labiatus x Amphilophus trimaculatus) (TARKHANI, 2016). De acordo com nossos
resultados, bem como resultados dos estudos prévios mencionados, 50 pL L™ de eugenol
apresenta-se como uma concentragéo segura e efetiva para anestesia em diversas espécies

de peixes.
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Neste estudo, o uso de 50 uL L de eugenol foi eficaz para evitar a mortalidade
em pintado Amazonico sob estresse, uma vez que ndo houve mortalidade em peixes
anestesiados nessa concentragdo. Além disso, no grupo controle de peixes, mesmo 5 h
apos o estresse de manejo, ndo houve mortalidade. Isso demonstra a capacidade de ajuste
desses peixes para o0 estresse de manejo com um maior tempo de recuperacéo (5 h), o que
permitiria até mesmo a coleta de sangue. Este achado € apoiado pelos nossos resultados
de cortisol plasmatico, glicose, proteina total e niveis de albumina, que foram menores

no grupo controle 5 h apds o estresse de manejo.

Usualmente, apds 0 manejo e biometria, os niveis plasmaticos de cortisol e de
glicose em peixes tornam-se mais elevados. Tais efeitos sdo conhecidos como resposta
ao estresse primario e secundario, respectivamente (BARCELLOS et al., 2001;
ACERETE et al., 2004). Neste estudo, o eugenol mostrou-se eficiente como mitigador da
resposta ao estresse, reduzindo os niveis plasmaticos de cortisol imediatamente apds o
manejo. Resultados similares foram demostrados em jundia (CUNHA et al., 2010) e
tilapia do Nilo (SIMOES et al, 2012), onde os niveis de cortisol plasmatico foram
reduzidos em peixes anestesiados com eugenol.

A resposta ao estresse € iniciada segundos apds a presenca do agente estressor. No
hipotdlamo, ha a ativacdo da divisao sinaptica do sistema nervoso autbnomo simpatico,
seguido da liberacdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) (BALDISSETTO et
al., 2014). O cortisol responde mais lentamente. A liberacéo de cortisol, assim como de
catecolaminas, na corrente sanguinea, desencadeia processos metabdlicos para que ocorra
producdo extra de energia, com o intuito conceder aos peixes adaptacdo as condi¢bes
adversas (IWAMA et al., 2004).

O cortisol ativa o processo de gluconeogénese e glicogendlise, mobilizando e
elevando a producdo de glicose plasmatica para lidar com o aumento da demanda
energética (IWAMA et al.1999). Adicionalmente, as varia¢des nos niveis de glicose do
plasma fornecem respostas ao estado de estresse de peixes (BRANDAO et al., 2004).
Neste estudo, elevacdo do nivel de glicose plasmatico em exemplares ndo anestesiados
em 1 h apos o manejo pode ser uma resposta fisiologica de adaptacéo frente a agentes
estressantes, devido as catecolaminas e a gluconeogénese mediada por cortisol
(PANKHURST, 2011), uma vez que tais niveis foram reestabelecidos 5 h ap6s o estresse

de manejo.
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Além da glicose, as proteinas totais também estdo relacionadas com a demanda
energética dos peixes (JAVED e USMANI, 2015). Notavelmente, em nosso estudo, 0s
resultados para os niveis de proteina plasmatica total se assemelharam aos resultados dos
niveis de glicose plasmatica. E provavel que este aumento nos niveis de proteina total no
plasma em peixes ndo anestesiados seja indicador de mobilizacdo de proteinas como
substrato para glicogenolise hepatica (BARCELLOS et al., 2003). Essa resposta também
pode estar relacionada com a elevacao de cortisol plasmatico no momento no estresse de
manejo (0 h) em peixes do grupo controle, uma vez que o cortisol estd envolvido na
regulacdo do metabolismo hepatico de peixes (VIJAYAN et al., 1994). Neste sentido, a
elevacdo dos niveis de albumina plasméatica nos peixes ndo anestesiados pode ser
atribuida ao maior metabolismo hepético (JAVED e USMANI, 2015), pois a albumina
pode ser usada como fonte adicional de energia para lidar com distarbios fisioldgicos
resultantes do estresse.

Outra variavel importante para avaliacdo do bem-estar dos peixes € a atividade da
AST do plasma. Pois 0 aumento da atividade desta enzima pode estar relacionado a
hepatotoxicidade e danos hepaticos (EL-SAYED et al., 2007). Assim em nossos estudos,
0 uso de eugenol preveniu a elevacdo de AST do plasma nos juvenis anestesiados,
contribuindo assim tanto para a manutencdo do estado fisiolégico, quanto para evitar
hiperatividade e possiveis danos hepéticos. Finalmente, a mobilizacdo de proteinas
induzida pelo estresse pode causar aumento na quantidade de amdnia excretada pelos
peixes, e consequentemente elevacdo nas concentraces plasmaticas de acido urico e
ureia (BARCELLOS et al., 2003). No entanto, isso ndo foi verificado no presente estudo.

Anélises hematolGgicas em peixes, por sua vez, também sdo ferramentas usada
corriqueiramente para avaliar alteracfes nas fungdes fisiologicas e, consequentemente,
no estado de saude (ESLAMLOO et al.,, 2013). Como constituintes do sistema
imunolégico animal, as células leucocitarias fazem parte do sistema imune néo especifico
e estruturam a primeira linha de defesa contra patdgenos (TAVARES-DIAS et al., 2009).
Particularmente, os neutrofilos, tém acdo de defesa celular oriunda de sua capacidade de
realizar fagocitose.

O aumento do numero de neutrdfilos na corrente sanguinea de peixes confere
maior eficiéncia da linha de defesa (SADO et al., 2014). Assim, a neutrofilia observada
neste estudo em peixes anestesiados 5 h apds o estresse de manejo, demostra que o
eugenol possivelmente promoveu aumento da resposta imune ndo especifica em pintado

Amazonico. Tal resultado corrobora com 0s encontrados para truta-arco-iris
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(Oncorhynchus mykiss), o qual demonstrou que o eugenol induziu a neutrofilia (KANANI
et al., 2011). No entanto, na dourada (Sparus aurata) a capacidade fagocitaria ndo foi
afetada pela exposicdo ao 6leo de cravo (BAHI et al., 2018).

Os trombdcitos podem representam uma conexao entre o sistema imunologico
inato e adaptativo de peixes (PASSANTINO et al., 2005). Contudo, h& controvérsia
quanto ao seu papel de defesa (KOLLNER et al., 2004), mas existem evidéncias que
demostram que podem envolver grande potencial para fagocitose (TAVARES-DIAS,
2007). Adicionalmente, os trombdticos sdo células que exercem fungdo de coagulacéo
sanguinea, no processo conhecido como hemostasia, sendo habitualmente encontrados
em locais de inflamacdo (MATUSHIMA e MARIANO, 1996; PENHA et al., 1996).
Neste estudo, o grupo de peixes ndo anestesiados apresentaram recuperagao no valor de
trombacitos apds 5 h em relacdo a 1h apos o estresse de manejo. Contudo, estes valores
foram abaixo dos encontrados nos peixes anestesiados. Assim, a elevacdo do nimero de
trombdcitos em peixes anestesiados parece constituir um mecanismo de defesa para lidar
com o disturbio gerado pelo estresse.

Como visto, embora haja um efeito anestésico e redutor de estresse do eugenol em
pintado Amazodnico, para que 0 peixe restabeleca a homeostase, ha um efeito
compensatério do sistema imunoldgico, principalmente com alteragfes dos valores de

trombaocitos e neutrofilos.

CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que 20 e 50 uL L de eugenol sdo eficientes e
adequados para sedacdo e anestesia, respectivamente, em juvenis de pintado Amazénico.
O uso de 50 pL L eugenol foi eficaz para mitigar a reposta ao estresse imediatamente
apos o estresse de manejo, por reduzir a mortalidade, melhorar as respostas bioquimicas
e reforcar o sistema imunoldgico. Esses resultados poderdo ajudar nos procedimentos de
manejo para reduzir os efeitos negativos sobre a satde dos peixes em sistemas agricolas
intensivos, proporcionando maior bem-estar aos individuos e, consequentemente, melhor

produtividade e beneficios econémicos em pisciculturas.
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Transporte de acara-bandeira (Pterophyllum scalare) com uso de eugenol

RESUMO
O estudo objetivou avaliar o tempo de inducéo e recuperacao anestésica em juvenis de
acara-bandeira expostos a diferentes concentracdes de eugenol e, verificar a sua
efetividade no transporte atraveés de variaveis bioquimicas (glicose e glicogénio) e de
qualidade de &gua. Juvenis foram transferidos para aquarios contendo diferentes
concentragdes de eugenol: 0, 10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 pL L*. Os peixes foram divididos
em dois grupos: sedados com 15 pL L™ de eugenol e ndo sedados e, avaliadosem 4 e 7 h
apos o transporte. A minima concentracdo efetiva para sedacdo e anestesia ocorreu com
15 e 50 pL L de eugenol, respectivamente. Os niveis de oxigénio dissolvido na agua
foram significativamente maiores em 4 h do que 7 h ap0s o transporte em exemplares
sedados (P < 0,05). Os niveis de amonia total na agua foram significativamente maiores
no grupo controle do que em exemplares sedados em 7 h apés o transporte (P < 0,05). Os
niveis de glicose sanguinea em peixes sedados foram significativamente maiores em
relacdo ao grupo controle em 7 h apos o transporte (P < 0,05). Conclui-se que 15 e 50 pL
L de eugenol foram eficazes na sedacéo e anestesia de juvenis e, 15 uL L™ de eugenol

tem potencial para ser usado no transporte de acara-bandeira por até 7 h agua.

Palavras-chave: amonia, anestesia, glicogénio, glicose, sedacdo
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Eugenol in the transport of freshwater angelfish (Pterophyllum scalare)

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effectiveness of eugenol for induction and anaesthesia
recovery in freshwater angelfish (Pterophyllum scalare) juveniles and to verify its
effectiveness in transport by biochemical variables (glucose and glycogen) and water
quality variables. Juveniles were exposed to different concentrations of eugenol: 0
(control), 10, 15, 20, 30, 40, 50 and 60 pL L™. Posteriorly, other fish were divided into
two groups: sedated with 15 pL L™ eugenol and non-sedated and they were evaluated at
4 and 7 h after transport. The minimum effective concentration for sedation and
anaesthesia occurred with the use of 15 and 50 uL L of eugenol, respectively. After
transport, the dissolved oxygen was significantly higher at 4 than 7 h in sedated juveniles
(P < 0.05). The total ammonia was significantly higher in the control group than in the
sedated group 7 h after transport (P < 0.05). Blood glucose levels in the sedated fish were
significantly higher in relation to the control group 7 h after transport (P < 0.05). It is
concluded that 15 and 50 pL of eugenol L were effective in sedation and anaesthesia in
juveniles, and 15 pL L of eugenol has potential to be used up to 7 h transport of

freshwater angelfish.

Key words: ammonia, anaesthesia, glucose, glycogen, sedation
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INTRODUCAO

O acard-bandeira (Pterophyllum scalare) estd entre as espécies de peixes
ornamentais mais conhecidas mundialmente (MITJANA et al., 2014), destacando-se
principalmente por sua diversidade morfoldgica e padrbes de coloracdo. Contudo, a
espécie é sensivel a procedimentos de manejo e transporte, bem como a condigdes de ma
qualidade de agua, o que pode comprometer sua sobrevivéncia e desenvolvimento
(NOROUZITALLAB et al., 2009).

A anestesia é uma pratica estratégica na aquicultura, inclusive em espécies
ornamentais, para realizacdo de procedimentos de manipulacgdo (reproducéo, medicagéo
e mudanca de habitat) (PALIC et al., 2006). A utilizagio de anestésicos durante a
manipulacdo pode reduzir a ativacdo do eixo hipotalamico hipofisario-intrarrenal
(THOMAS e ROBERTSON, 1991) e, consequentemente, reduzir o estresse e injarias
fisicas decorrente da manipulacio (PALIC et al., 2006; SIMOES ¢ GOMES, 2009),
melhorando assim o bem-estar de peixes.

Em adicdo, compostos anestésicos em baixas concentracGes podem ser usados
para sedar peixes durante o transporte. Dessa forma, os peixes poderiam suportar
transportes por periodos mais longos. Isto se aplica, por exemplo, ao transporte de peixes
ornamentais, cujo transporte, muitas vezes, ocorre por longas distancias a partir de centros
de producéo (LIM et al., 2003) ou de locais de captura no ambiente natural.

O eugenol é o principal composto quimico do 6leo de cravo, usualmente
empregado na aquicultura para sedagdo e anestesia de peixes (SUAREZ-MARTINEZ et
al., 2014). Além disso, estudos prévios tém demostrado a eficiéncia sedativa e anestésica
de eugenol em diferentes espécies de peixes ornamentais, como peixe-zebra (Danio rerio)
(GRUSH et al., 2004), quinguio (Carassius auratus) (BITTENCOURT et al., 2012), betta
(Betta splendens) (FABREGAT et al., 2015), oscar (Astronotus ocellatus) (SILVA-
SOUZA et al., 2015) e flowerhorn (Amphilophus labiatus x Amphilophus trimaculatus)
(TARKHANI et al., 2016).

Em acara-bandeira, eugenol também ja se demonstrou eficaz como sedativo e
anestésico (HEKIMOGLU e ERGUN, 2012; MITJANA et al., 2014; TARKHANI et al.,
2017), mas ndo temos conhecimento de nenhum estudo que tenha avaliado qualidade da
agua e variaveis metabdlicas em situacdes de transporte da espécie. Assim, 0 presente

estudo objetivou avaliar o tempo de inducdo e recuperacdo anestésica em juvenis de
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acara-bandeira expostos a diferentes concentracdes de eugenol na agua e, verificar a sua

efetividade no transporte através de variaveis bioquimicas e de qualidade de agua.

MATERIAL E METODOS

Animais e condicGes experimentais

Os procedimentos experimentais ocorreram no Laboratério do Estudo e Fisiologia
da Fauna Aquatica do Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia (IBIO-
UFBA), Salvador — BA, Brasil. Foram utilizados juvenis de acara-bandeira da linhagem
negro véu, adquiridos de produtores de peixes ornamentais locais. Previamente aos testes,
0s peixes foram mantidos por sete dias em taques com aeracao constante, onde passaram
por um periodo de aclimatacdo. O arracoamento foi suspenso 24 h antes dos ensaios
experimentais. O estudo foi aprovado pela Comissao de Etica no uso de animais do I1BIO-
UFBA (nmero 41-2017).

Inducéo e recuperacdo anestésica

Para determinar a influéncia da concentracdo de eugenol na inducao e recuperacao
anestésica foram utilizados 56 juvenis de acara-bandeira (0,80 + 0,08 g e 3,6 + 0,10 cm;
n = 8 para cada concentracao testada). Os exemplares foram transferidos para aquéarios
contendo 2 L de agua e eugenol (Biodinamica, Ibipora-PR, Brasil) em concentracbes de
10, 15, 20, 30, 40, 50 e 60 pL L. As concentracdes foram diluidas em etanol (1:10). No
tratamento controle os peixes foram transferidos para aquarios com apenas agua e etanol
em uma concentragao equivalente a diluicéo utilizada para 60 puL L™ de eugenol (540 pL
L de etanol). Também foi realizado um controle contendo somente agua.

Para avaliacdo do tempo necessario para a inducdo anestésica, em cada aquario
foram colocados dois peixes ao mesmo tempo. O periodo de avaliacdo foi de até 30
minutos e cada peixe foi usado apenas uma vez (adaptado de SENA et al., 2016). Foi
avaliada a menor concentracdo anestésica capaz de causar anestesia entre 1-3 minutos,
com recuperacao anestésica inferior a 5 minutos (MARKING e MEYER, 1985).

Para inducdo anestésica foram avaliados sedacéo (perda parcial de equilibrio com
reducdo de resposta a estimulos) e anestesia (perda total de equilibrio e auséncia de
resposta a estimulos) (adaptado de SMALL et al., 2003). Para verificagdo do tempo de
recuperagdo anestésica, os exemplares foram transferidos para aquérios com 2 L de &gua

(sem eugenol). Os peixes foram considerados recuperados quando responderam a
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estimulos externos e apresentaram natacdo similar aos exemplares do grupo controle
(adaptado de SENA et al., 2016). A sobrevivéncia foi monitorada até 72 h ap6s a indugédo

anestésica.

Transporte

Exemplares de acara-bandeira (1,75 + 0,17 g e 4,49 £ 0,12 cm; n = 40) foram
divididos em dois grupos: sedados com eugenol (16 peixes) e ndo sedados (grupo
controle) (16 peixes). Os peixes foram colocados aleatoriamente em sacolas plasticas
contendo 0,5 L de agua (dois peixes por sacolas; n = 8 para cada tempo de avaliacdo) com
oxigénio inflado. O grupo de peixes sedados foi exposto a 15 puL Lt de eugenol (ver
resultados de “inducdo e recuperacdo anestésica”). As sacolas plasticas foram
acondicionadas em caixas plasticas, sendo transportadas por carro. Foram realizadas
avaliacdes nos tempos de 4 e 7 h.

Nos tempos de 0, 4 e 7 h, as varidveis de qualidade de &gua (n = 3 para cada tempo
de avaliacdo) foram monitoradas para temperatura e oxigénio dissolvido com oximetro
(DO-48), pH com pHmetro (mPA-210P) e, concentracbes de aménia total, alcalinidade,
diéxido de carbono e nitrito com kit comercial (Alfatecnoquimica, Florianépolis, SC,
Brasil). A amonia ndo ionizada foi calculada de acordo com uma tabela de converséo para

peixes de agua doce.

Variaveis bioquimicas

Inicialmente, realizaram-se medidas biométricas (peso e comprimento total) de
oito exemplares no tempo 0 h. Em seguida, procedeu-se as coletas de sangue e masculo.
O sangue foi coletado por meio de pun¢do venocaudal utilizando seringa estéril para
determinacdo de glicose sanguinea (n = 6 para cada tempo de avaliacdo em cada
tratamento). A glicemia foi determinada pelo uso de tiras de microfilme e um medidor
portatil (Accu-Chek; Mannhein, Alemanha). Em seguida, os peixes foram anestesiados
com benzocaina (1 g/10 L) e eutanasiados para coleta de tecido muscular (n = 6 para cada
tempo de avaliacdo em cada tratamento). Os 32 peixes restantes foram submetidos aos
mesmos procedimentos apads o transporte (4 ou 7 h).

O tecido muscular foi mantido em freezer (-20 °C) e, posteriormente, foi realizada
a determinagé@o a concentracdo de glicogénio muscular de acordo com Bidinotto et al.
(1997). Para isto, foram pesadas amostras de 50 a 100 mg de musculo, colocadas em tubos

de ensaio para homogeneizacdo. Foram adicionados 1,0 ml de hidréxido de potéssio 6,0
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N e incubado por 3 minutos em banho-maria a 100 °C. Posteriormente a dissolucdo, 100
pL deste extrato foi transferido para um tubo e adicionado 250 pL de etanol e 100 pL de
sulfato de potassio 10 %, seguido de agitacdo. As amostras foram centrifugadas a 3.000
rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado por inversdo e o precipitado re-
suspendido em 2 mL de agua destilada. Posteriormente, realizou-se a transferéncia de 100
pl da amostra, 250 pL de fenol e 1 mL de &cido sulfdrico para parar a reacdo, apos foi
realizada a leitura em espectrofotometro a 480 nm.

Anélise estatistica

Os dados séo apresentados como média + erro padrdo. A normalidade foi
verificada por teste de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade pelo teste de Levene. O efeito
das dosagens de eugenol para inducéo e recuperacao anestésica foi avaliado por meio de
regressdo poténcia (VIDAL et al., 2008). As variaveis bioquimicas e fisico-quimicas da
agua foram analisadas por analise de variancia (ANOVA) de dois fatores (concentracédo
anestésica X tempo), seguido de teste post-hoc de Tukey com nivel minimo de
significancia de 95% (P < 0,05).

RESULTADOS

Inducdo e recuperacao anestésica

Juvenis de acara-bandeira expostos ao eugenol recuperam-se totalmente e ndo
houve mortalidade durante o experimento ou 72 h ap6s a sua realizacdo. Os exemplares
do grupo controle e expostos a 10 puL L™ de eugenol ndo apresentaram nenhum efeito
anestésico durante o periodo avaliado. O grupo exposto a 15 pL L™ de eugenol apresentou
apenas sedagdo. Acima destas concentracdes, 0 eugenol causou sedacéo e anestesia em
todos os peixes avaliados.

Os menores tempos de anestesia foram verificados nos exemplares submetidos a
50 e 60 pL Lt de eugenol (39,25 + 2,48 e 88,75 + 4,14 e 37,25 + 3,66 e 95,88 + 9,61
segundos, respectivamente para sedacdo e anestesia), onde 50 puL Lt foi a minima
concentracdo efetiva capaz de causar anestesia. O menor tempo de recuperagdo pos-
anestésica foi verificado nos exemplares submetidos a 50 puL L de eugenol (232,00 +
9,88 segundos). As curvas de regressdo obtidas em relacdo aos tempos de inducdo e

recuperacdo anestésica foram lineares decrescentes, mostrando que a medida em que foi
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aumentada a concentracdo de eugenol, o tempo requerido para inducdo e recuperagédo

anestésica foi reduzido (Fig. 1).

Figura 1 — Curva de tempo para sedacao (A) e anestesia (B) e recuperacéo anestésica com
uso de eugenol em juvenis de acara-bandeira (n = 8 peixes por tratamento). A: y =
245153x7222; R?2 = 0,929. B: y = 6525648,26x2>"°; R? = 0,92; C: y = 30924x9615; R? =
0,522.
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Transporte - variaveis fisico-quimicas da agua

N&o houve mortalidade durante o experimento ou 72 h apds a sua realizagdo. A
temperatura foi significativamente maior no tempo 7 h em relacéo ao tempo 4 h em ambos
os tratamentos (P < 0,05). Os niveis de oxigénio dissolvido foram significativamente
maiores no tempo 4 h em relacdo ao tempo 7 h em exemplares sedados (P < 0,05). Os
niveis de amonia total e aménia ndo ionizada foram significativamente maiores no grupo
controle no tempo 7 h do que em exemplares sedados no mesmo tempo (P < 0,05). A
alcalinidade no grupo controle nos tempos 4 e 7 h foram significativamente maiores do
que nos exemplares sedados nos mesmos tempos (P < 0,05). As demais variaveis de

qualidade de 4gua ndo diferiram significativamente (Tabela 1).
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Tabela 1 — Efeito do eugenol nas variaveis de qualidade de dgua em juvenis de acara-
bandeira apos transporte (0, 4 e 7 h).

Antes do Controle Eugenol (15 pL LY)
transporte
Variaveis Oh 4 h 7h 4h 7h
pH 7,47 7,07+0,05%  7,07£0,05"*  7,10+0,03" 6,970,054
Temperatura 26,20 27,25+0,05%°  28,43+0,074%  27,3+0,03"°  28,45+0,05"2
(°C)
Oxigénio 9,30 13,20+0,36"%  10,93+1,274¢ 15,59+0,86"*  11,19+0,84*°
dissolvido
(mgL™)
Ambnia total 0,13 0,67+0,08%  1,08+0,17%%  0,37+0,074 0,58+0,0882
(mg L' N-
NH;)
Amédnia nao 2,21 4,90+0,30%*  8,02+0,58"  3,04+0,56" 3,50+0,5782
ionizada (ug
L N-NH3)
Alcalinidade 30,00 48,33+1,67%  45,00+2,89%% 33,33+3,33%2  31,67+1,67%
(mg L™
CaCOs)
Didxido de 2,00 2,00+0,00%  2,00+£0,00%*  2,00+0,00% 2,000,004
carbono (mg
de CO, LY)
Nitrito (mg L 0,01 0,08 £0,02”¢  0,07+0,02%¢  0,07+0,02" 0,08+0,03%2
IN-NO2)

Dados séo expressos em média * erro padrdo (n = 3 sacolas plasticas por tratamento em cada tempo). Letras
maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos em um mesmo tempo. Letras
minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre tempos em um mesmo tratamento (P < 0,05).

Transporte - variaveis bioguimicas e histoldgicas

Os niveis de glicose sanguinea no grupo de exemplares sedados foram

significativamente maiores em relagéo ao grupo controle no tempo 7 h (P < 0,05) (Fig.
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2A). Os niveis de glicogénio muscular ndo diferiram entre os tratamentos ou em relacao

aos diferentes tempos de transporte (Fig. 2B).

Figura 2 — Efeito do eugenol (15 pL L™) sobre glicose sanguinea (A) e glicogénio
muscular (B) em juvenis de acara-bandeira apos transporte (0, 4 e 7 h).

EEm Antes transporte a mmmm Antes transporte b

100 1| === Controle < === Controle

— = Eugenol Aa S mmm Eugenol
+ 230 Aa

S 80 2z

E) g Aa
= Aa

© AIa £ Aa

£60 520 1 Aa
S Ba =

=) O

£ 3

340 E

o

3 10 |

s g

020 3

5]
0 04
0 4 7 9] 4 7
Tempo (h) Tempo (h)

Letras maiusculas diferentes indicam diferencas significativas entre tratamentos em um mesmo tempo (P <
0,05). Os dados séo expressos em média + erro padrdo (n = 6 peixes por tratamento em cada tempo).

DISCUSSAO

No presente estudo, 50 pL L de eugenol demostrou-se eficiente e seguro para
inducdo anestésica em acara-bandeira, uma vez que concentracdes mais baixas de eugenol
ocasionaram maior tempo para inducdo e recuperagdo anestésica. O mecanismo de acao
do eugenol na anestesia de peixes ainda ndo é satisfatoriamente conhecido. Contudo,
analises in vitro demonstraram que eugenol pode atuar na percepcdo de respostas
nociceptivas através de interacdo com neurotransmissores, exercendo efeito antagonista
no sistema GABAérgico (AOSHIMA e HAMAMOTO, 1999). Assim, é provavel que
eugenol exerca funcdo anestésica através de inibicdo de receptores GABAA em acaréa-
bandeira.

Adicionalmente, eugenol em altas concentragdes, ndo deve ser usado no transporte
de peixes, pois pode causar anestesia profunda e, consequentemente, provocar efeitos
nocivos ou causar mortalidade (HOSKONEN e PIRHONEN, 2004). Durante o transporte
de peixes recomenda-se a utilizagdo da minima concentracdo sedativa capaz de reduzir a
atividade, sem causar perda de equilibrio dos peixes (SENA et al., 2016). Assim, no
presente estudo, 15 pL L de eugenol mostrou-se viavel como sedativo para o transporte

de juvenis de acara-bandeira.
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Durante o transporte, a manutencdo de variaveis de qualidade de agua em niveis
adequados é essencial para o bem-estar dos peixes (HARMON, 2009). Por exemplo,
alterac6es no fluxo de dgua e insolacdo séo fatores que tendem a aumentar a temperatura
da &gua durante o transporte (SENA et al., 2016). Isto explica a maior temperatura da
agua registrada ap6s 7 h de transporte no corrente estudo. Em termos gerais, 0 aumento
da temperatura da &gua causa reducdo nas concentracfes de oxigénio dissolvido
(MATTHEWS e BERG, 1997), como verificado neste estudo ap6s 7 h de transporte para
exemplares sedados com eugenol. Em adi¢éo, no presente estudo, apesar das diferencas
encontradas, temperatura e oxigénio dissolvido da &gua mantiveram-se dentro dos niveis
indicados para acara-bandeira (RIBEIRO et al., 2010).

Outro resultado interessante foi que o uso de eugenol no transporte de acara-
bandeira manteve os niveis de alcalinidade da agua similar ao tempo 0 h. Ja a elevacao
da alcalinidade da agua verificada no grupo controle pode ter sido desencadeada por um
maior fluxo de ions (TEIXEIRA et al., 2018), os quais se associaram a carbonatos e
bicarbonatos presentes na agua (BOYD et al., 1992). Por fim, os valores de amdnia
encontrados no grupo sem eugenol apos 7 h de transporte apresentaram-se em niveis
considerados tdxicos para acara-bandeira (SEREZLI et al., 2016). Assim, o eugenol
reduziu a concentracdo de aménia na dgua e, consequentemente, contribuiu com o bem-
estar dos peixes durante o transporte.

O procedimento de transporte comumente modifica a demanda energética (SENA
et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2018). A elevacao nos niveis de glicose é uma resposta
secundéria comumente desencadeada por catecolaminas e cortisol, que conferem o
fornecimento energético para os peixes lidarem com os distirbios gerados por eventos
estressantes (IWAMA et al., 2004). O aumento de glicemia encontrado no presente estudo
apresenta-se como uma fonte de fornecimento energético para as demandas metabdlicas,
0 que pode favorecer o uso de proteinas e glicogénio para outras funcdes vitais (BECKER
et al., 2016). Em adicdo, a glicemia manteve-se dentro do intervalo considerado seguro
para peixes (TAVARES-DIAS, 2015).

Outro aspecto a ser considerado é que sob condigdes estressantes, a elevagdo nos
niveis de glicose sanguinea também pode indicar a utilizacdo de reservas energéticas,
como glicogénio muscular (COBAN e SEN, 2011). Isso foi verificado em jundias
transportados com 6leo essencial de Lippia alba (30 uL L), onde foi verificado reducéo
dos niveis de glicogénio muscular e hepatico (BECKER et al., 2016). Contudo, é notavel

em nosso estudo que resultados para os niveis de glicogénio muscular se assemelharam
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aos resultados dos niveis de glicose sanguinea. Uma vez que o aumento nos niveis de
glicose sanguinea ndo foi decorrente da quebra de glicogénio muscular por glicogendlise
(INOUE et al., 2005). Aléem disso, ndo foi possivel avaliar glicogénio hepéatico devido a
pouca massa de figado tipica dos exemplares da espécie que apresentam pequeno
tamanho corporal.

Finalmente, deve-se considerar o revés relacionado ao pequeno tamanho dos
exemplares, o qual inviabilizou a realizagdo de analises plasméticas. Assim, os achados
do presente estudo poderiam ser melhor elucidados através da realizacdo de outras
analises que investiguem o efeito do eugenol no transporte de acara-bandeira, como, por

exemplo, anélises histopatoldgicas e de estresse oxidativo (cérebro e figado).

CONCLUSAO

Conclui-se que 15 e 50 pL L™ de eugenol na agua sio eficientes para causar
sedacdo e inducdo anestésica, respectivamente, em acara-bandeira. Em adicéo, 15 puL L
! de eugenol tem potencial para ser usado no transporte de acara-bandeira por até 7 h, pois
reduziu os niveis de amonia na dgua e forneceu energia por elevagédo de glicemia dentro

do intervalo de seguranca para peixes.
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CONSIDERACOES FINAIS

A melhoria na eficiéncia de procedimentos de manejos e de transporte é de
fundamental importancia em sistemas de producéo aquicolas intensivos, uma vez que
procedimentos rotineiros podem causar efeitos negativos sobre a satde dos peixes, afetar
0 bem-estar, a produtividade e, consequentemente, causar perdas econdmicas. A fim de
minimizar, evitar ou superar o problema, torna-se necessario maior disponibilidade de
informacdes para que os produtores possam otimizar praticas de manejo e obter maior

eficiéncia produtiva e maior rentabilidade.

A partir dos nossos resultados, € possivel recomendar a utilizacdo de eugenol
como sedativo e anestésico para pintado Amazo6nico e acara-bandeira. Além disto, o
eugenol pode ser indicado para realizacdo de procedimentos de manejo em juvenis de
pintado Amazonico por ter reduzido o estresse de manejo e, no transporte de acara-
bandeira, por reduzir os niveis de amonia da dgua. O uso de eugenol poderia proporcionar
assim, maior bem-estar e incremento a produtividade para estas espécies. Tornando-se
assim, uma alternativa na reducdo das principais causas de estresse em sistemas de

producdo aquicolas intensivo.

Contudo, visando estudos futuros, recomenda-se que seja avaliado o efeito do
eugenol em um maior espectro de aspectos fisioldgicos, antioxidantes, histoldgicos e
comportamentais em pintado Amazonico e acara-bandeira, bem como outras espécies de
peixes de interesse aquicola. Assim, futuramente, a utilizacdo de eugenol, bem como
outros anestésicos alternativos podera ser ampliada, 0 que demonstra a necessidade de

acompanhamento de testes e regulamentacdo destes anestésicos.



