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Resumo geral

O ndmero de espécies cultivadas no Brasil vem aumentando, surgindo a
necessidade de um melhor conhecimento da fisiologia e das técnicas de produgao,
incluindo o pintado (Pseudoplatystoma corruscans). O objetivo deste estudo foi avaliar
o perfil circadianas do cortisol e da glicose do pintado sem a presenca de agente
estressor e respostas fisioldgicas de estresse (niveis sanguineos de cortisol e glicose,
glicogénio hepdtico e muscular, niveis plasméticos de cloreto e osmolaridade e
hematdcrito, nimero e volume das células vermelhas sanguineas e hemoglobina) em
individuos juvenis quando submetidos a diferentes tipos de agentes estressores comuns
no manejo da criagdo (transporte de 12 horas, exposicao a luz e escuro por 24 horas e
exposicdo a trés anestésicos, benzocaina, fenoxietanol e 6leo de cravo). Nao foram
observadas diferencas estatisticas no perfil circadiano dos indicadores analisados, mas
os valores de cortisol tinham variacdo de perfil no periodo diurno e noturno, com picos
na instalacdo em condi¢do de escuro e de claridade. A glicemia ndo mostrou correlagao
com o perfil do cortisol, mantendo valores mais constantes no periodo noturno. No
experimento de transporte, os niveis de cortisol mostraram aumento apds o transporte
acompanhado por uma queda progressiva, vindo a alcancar valores inferiores ao do
controle 48, 72 e 96 horas apds a operacdao. A glicose se elevou apds transporte
retornando aos valores basais em 72 horas. Os niveis de lipideo muscular aumentaram
apos o transporte retornando a valores proximos aos normais em 72 horas. O colesterol
e a proteina aumentaram. O cloreto teve reducdo apds transporte, bem como o
hematdcrito, nimero de células vermelhas e hemoglobina. Os dados metabdlicos
sugerem o uso de outra fonte que ndo a glicose para sustentar a demanda energética do
estresse. No experimento em que os peixes foram submetidos a periodos de 24 horas de
luz e escuriddo, os niveis séricos de cortisol nao diferiram estatisticamente, embora 0s
valores dos animais submetidos a luz continua fossem numericamente mais elevados em
relacdo aos que permaneceram em total escuriddo e ambos reduzidos em relacdo ao
controle. A glicemia foi numericamente reduzida nos animais mantidos em ambiente
escuro. Nao houve alteracio osmorregulatéria e o hematdcrito, nimero de células
vermelhas e hemoglobina mostraram o mesmo perfil, tendendo ser maiores nos peixes
expostos a luz constante. Por fim, os juvenis foram expostos a banhos de anestésicos
(25, 50 e 75 mg/L de benzocaina, 0,2; 0,4; 0,8 mL/L de fenoxietanol e eugenol). Os

niveis séricos de cortisol reduziram com o aumento da concentracdo de eugenol, sendo
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observado o mesmo perfil com o feno-etanol e nenhuma diferenca em relacdo a
benzocaina. O mesmo perfil foi verificado com relagdo a glicose sanguinea sendo o
valor mais baixo estatisticamente encontrado na dose mais baixa dos dois anestésicos.
Comportamento semelhante de reducdo foi observado em relagdo a benzocaina e
eugenol nos indicadores hematdcrito, nimero de células vermelhas e hemoglobina. Nos
trés anestésicos, as menores concentragdes promoveram os maiores tempos de indugdo
anestésica. O tempo de recuperagao nao diferiu para benzocaina e 2-fenoxietanol, mas o
eugenol apresentou maiores tempos nas concentragdes mais altas. Todos os anestésicos
testados foram eficientes para induzir estigio de anestesia cirirgica e as concentracdes
de 75mg/L. de benzocaina e 0,8 mL/L de 2-fenoxietanol e eugenol apresentaram bons
tempos de inducdo e recuperagdo acompanhado dos menores niveis séricos de cortisol e

glicose plasmatica.

Palavras chave: Pintado, estresse, cortisol, glicemia, parametros hematoldégicos,

anestésicos.
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Abstract

The number of species farmed in Brazil, including the pintado (Pseudoplatystoma
corruscans) has been increasing making necessary better knowledge of their physiology
and farming techniques. The aim of this study was evaluate the circadian variations of
blood cortisol and glucose without stresfull agents and physiological responses (blood
levels of cortisol and glucose; liver and muscle glycogen; plasma chloride and
osmolarity; hemathocrit, number e volume of red cells and hemoglobin) of juvenile fish
submitted to different farming conditions (12h transport; alteration of photoperiod - 24
h exposure to continuous light or continuous darkness; exposure to benzocaine,
phenoxyethanol and clove oil). There was no statistical among cortisol levels, but
numerically the day profile was different of the night profile, showing peaks of cortisol
secretion at the set up of the darkness and light. Blood glucose was not correlated to
cortisol profile and had the levels more constant during the night. In the transport
experiment, the cortisol levels increased along the procedure followed by a gradual
reduction that reached values below the control 48, 72 and 96 h after the operation.
Glucose increased after transport returning to basal levels within 72h as well muscle
lipid levels. Blood colesterol and protein also increased. Chloride was reduced after
transport as well as hematocrit, number of red cells and hemoglobin. Metabolic data
suggest the use of another energy source in place of glucose to attend the stress demand.
In the experiment in which fish were submitted to 24 h of light or darkness, blood
cortisol did not differ statistically, but the values found in fish under 24 h of light were
numerically higher compared to those of fish under darkness and both compared to
control fish. Glicemia was numerically reduced in fish under darkness. No
osmorregulatory disturbance was seen. Hematocrit, number of red cells and hemoglobin
had the same profile increasing after 24 and 72 h of exposure of either light or darkness
trending to be higher in fish exposed to light. Lately, fish were exposed to anesthetic
(25, 50 and 75 mg/L benzocaine; 0.2, 0.4 and 0.8 mL/L of phenoxyethanol and clove
oil). Blood cortisol levels reduced as the eugenol concentration increased, and the same
profile was observed with phenoyethanol. No difference was observed regarding
benzocaine. Similarly, glucose reduced with the anesthetics increased, being the lower
levels found in the lower concentrations of both anesthetics. Similar profile of reduction
was seen regarding to benzocaine and eugenol in hematocrit, number of red cells and

hemoglobin. In all three anesthetics, the lowest concentrations promoted the higher time
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of anesthetic induction. The recovery time did not differ between benzocaine and
phenoethanol, but colve oil showed the highest times at the highest concentrations. All
anesthetics tested induced surgical state of anesthesia and concentrations of 75mg/L
benzocaine and 0.8 mL/L 2-phenoxyethanol and clove oil presented appropriate times
of anesthetic induction and recovery at the same time of the lowest blood levels of

cortisol and glucose.

Key words: Pintado, stress, cortisol, glicemia, hematological parameters, anesthetics.
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Introducao geral

1. Panorama da aquicultura e producio de pintado (Pseudoplatystoma corruscans)

O crescimento da aquicultura mundial tem sido constante, passando de 3,9% da
producdo total em 1970 para 36,5% em 2006. Nesse mesmo periodo, o crescimento da
producdo aquicola foi mais rdpido que o da populacdo humana e o fornecimento per
capta passou de 0,75 kg em 1970 para 7,8 kg em 2006, o que equivale a um crescimento
médio anual de 7,0% (FAO, 2009).

A aquicultura mundial registrou em 2006 uma produgdo de 51,7 milhdes de
toneladas com valor de 78.800 USD. Isso sugere que a aquicultura continua crescendo a
um ritmo maior que outros setores de producao de produtos de origem animal. As taxas
de crescimento anual da producdo aquicola mundial entre 2004 e 2006 foram de 6,1%
em volume e de 11,0% em valor (FAO, 2009).

A producdo aquicola e pesqueira brasileira alcangaram, no ano de 2004, um
volume de 1.015.916 toneladas e apresentou um acréscimo de 2,6% em relacdo ao ano
de 2003. A aquicultura participou com 26,5% (269.697,50 toneladas) na producao total
do Brasil, gerando US$ 965.627,60 (FAO, 2006). Progressivamente, o Brasil vem
ganhando posicdes no ranking internacional estabelecido pela FAO. Em 1994, era o 32°
em producdo aquicola e o 26°, em termos de valores. Em 2004, o Brasil ocupava o 18°
lugar no ranking mundial de producao aquicola com 0,5% da produ¢d@o mundial e o 12°
em termos de receitas geradas com 1,4% do total (FAO, 2006).

O Brasil € o segundo pais em importancia na produgdo aquicola da América do
Sul, ficando apenas abaixo do Chile. Comparada com outras atividades nacionais, a
aquicultura apresenta resultados de crescimento superiores aos da pesca extrativa e
também se sobressai com relacdo a producdo de aves, suinos e bovinos, que nos ultimos
anos apresentaram taxas de crescimento inferiores a 5% ao ano (Baldisserotto, 2009).

A FAO estima que, em 2030, o consumo médio mundial de pescado chegard a
22,5 kg/hab/ano, o que implicard na necessidade de uma oferta adicional de 100 milhdes
de toneladas de pescado. A FAO acredita que o Brasil poderd produzir cerca de 20
milhdes de toneladas de pescado, aumentando significativamente sua contribui¢do na
oferta global, nos préximos 23 anos. O Brasil apresenta condi¢des favordveis para a
expansdao de sua produgdo pela abundancia de recursos hidricos, clima

predominantemente tropical, e tecnologia pesqueira em desenvolvimento (Pereira,
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2007). Além disso, uma caracteristica importante do potencial da piscicultura brasileira
€ o grande niimero de espécies criadas, cada uma com suas peculiaridades e diferentes
formas de cultivo (Baldisserotto e Gomes, 2005). Entre estas espécies, destaca-se o
pintado (Pseudoplatystoma corruscans), pertencente a ordem dos Siluriformes. O
género Pseudoplatystoma, que inclui a maioria dos peixes da familia Pimelodidea, pode
ser encontrado nas bacias do rio Amazonas e Sdo Francisco, bem como bacia do Prata,
formado pelos rios Parand, Paraguai e Uruguai (Fowler, 1951; Sato et al., 1997;
Agostinho et al., 2004; Campos, 2005). O pintado apresenta alta taxa de crescimento
com potencial para alcancar 50 kg na natureza (Sato et al., 1997). E uma das espécies
mais atingidas pela construcio de hidroelétricas (Behr e Hayashi, 1997), pela polui¢cdao
dos rios, pelos assoreamentos provocados por desmatamento das matas ciliares (Toledo,
1991) e intensificagao da pesca predatdria (Campos, 2005).

O pintado € uma espécie carnivora, de hédbitos noturnos (Agostinho et al., 2004;
Campos, 2005), que tem demonstrado crescimento satisfatorio em sistemas de criacio
onde sao alimentados com racao contendo alto teor de proteina de origem animal (Inoue
et al., 2003). A espécie pode atingir, em um ano, peso duas vezes maior que o de
algumas espécies produzidas atualmente (Gongalves e Carneiro, 2003). Segundo
Campos (2005), o pintado possui uma grande capacidade de crescimento, atingindo 2,0
kg/ano, tamanho estabelecido pelo mercado consumidor. Sua carne € considerada nobre,
tanto pelo gosto como pela auséncia de espinhos intramusculares, sabor pouco
acentuado e baixo teor de gordura (Sato et al., 1997). E também muito apreciado na
pesca esportiva e retne atributos favordveis para a criagdo industrial, como crescimento
rapido, eficiente conversdo alimentar, alto valor econOmico, grande aceitagdo no
mercado nacional, filé sem espinhos e com padrdo para exportagdo (Rotta e Gonda,
2004).

A demanda pela espécie como peixe de mesa, esportivo e ornamental, além dos
efeitos da acdo antrépica, tem causado declinio da populacdo natural (Campos, 2005), o
que aumenta a importancia da producdo como forma de oferta do pintado ao mercado.
Seu cultivo em alta escala, entretanto, sempre esbarrou na viabilizacdo da produgdo de
juvenis e na auséncia de tecnologia para a engorda. Com o desenvolvimento da
tecnologia de produgcdo de juvenis e da engorda, especialmente por produtores
particulares localizados no estado do Mato Grosso do Sul, a criacdo de pintado se
encontra em franca expansao (Campos, 2005). As principais regides produtoras de

pintado sdo a Sudeste, Nordeste e Centro-oeste (Roubach et al., 2003). De acordo com
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dados do IBAMA (2007), a producdo ainda € baixa, com cerca de 1245,5 toneladas,
concentrada na regido Centro-oeste.

Pelas caracteristicas apresentadas, o pintado merece atencdo quanto ao
conhecimento de suas exigéncias fisiol6gicas, nutricionais, comportamentais e
ambientais, a fim de viabilizar sua criacdo. Embora estudos sobre a nutricdo (Machado,
1999; Martinho et al., 2002a,b; Martino et al., 2005; Noffs et al., 2009), alimentagcdo
(Guerreiro Alvarado, 2003), genética (Revaldaves et al., 2005), reproducao (Sato et al.,
1997; Brito e Bazzoli, 2003), crescimento (Arslan et al., 2009) e manejo (Moraes e
Bidinotto, 2000; Lima et al., 2006; Fagundes e Urbinati, 2008) venham sendo
desenvolvidos, ainda ha necessidade de se conhecer melhor suas caracteristicas
fisioldgicas para que os prejuizos causados pelas técnicas de criagdo possam ser

minimizados.

2. O manejo na aquicultura e seus efeitos na fisiologia dos peixes

Durante o processo de criagao, os peixes sdo constantemente submetidos a
diferentes procedimentos de manejo e variacdes ambientais, que alteram o equilibrio
organico e podem levar a inibicdo do crescimento, falhas na reproducdo e resisténcia
reduzida a alguns patégenos (Wenderlaar Bonga, 1997), com consequente prejuizo para
o produtor. Com isso, existe um crescente interesse na busca de solu¢des que permitam
minimizar os danos causados pelo manejo, ja que os procedimentos considerados
adversos aos peixes sdo inevitaveis durante todas as fases de producao.

2.1. Mecanismo de estresse em peixes

O estresse pode ser definido como uma condicao na qual o equilibrio fisiolégico
dindmico, ou homeostase, de um determinado organismo € perturbado ou influenciado
por um estimulo intrinseco ou extrinseco, denominado estressor (Pickering, 1981).
Recentemente, tem-se verificado que os principais mecanismos do controle
neuroenddcrino de resposta de estresse em peixes sdo compardveis aos existentes em
mamiferos e outros animais terrestres, apesar de muitas reacdes serem tipicas do grupo
(Barton, 2000).

Segundo Barton e Iwama (1991), os peixes tém uma capacidade natural de
responder fisiologicamente aos estressores, para controlar o distdrbio imposto.
Entretanto, quando os mecanismos de respostas sdo forcados, além de seus limites

normais, a resposta do corpo pode ser deletéria a saide do animal. A exposicao aos
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agentes estressores pode ser aguda ou cronica. A aguda geralmente ocorre durante o
manejo, em condigdes como captura, biometria e transporte. A cronica ocorre em
condicdes que expdem os peixes, por longos periodos, em situagdes estressantes, como
criacio em ambiente com baixa qualidade da dgua ou oscilacdes frequentes nos
parametros fisico-quimicos e superpopulacdo, que podem levar a baixa taxa de
crescimento e reproducdo e comprometimento do sistema imunolégico (Wendelaar
Bonga, 1997).

A resposta de estresse, desencadeada por agentes estressores, compreende uma
série de alteracOes fisioldgicas que sdo classificadas em respostas primadrias, secundérias
e tercidrias. Entre as respostas primdrias, destaca-se o aumento na secre¢do de
catecolaminas, adrenalina e noradrenalina, e cortisol no plasma, enquanto entre as
respostas secunddrias estdo as respostas metabdlicas, como a alteragdo na glicemia, no
acido latico e no glicogénio hepdtico e muscular; as respostas hematolégicas, como
alteracdo no hematdcrito e no nimero de linfécitos, e ainda as respostas que afetam o
balanco hidromineral, como alteracdo nas concentracdes de cloreto, sodio, potdssio,
proteinas e na osmolaridade do plasma. As respostas tercidrias principais sdo alteracdes
que levam a queda de desempenho produtivo e a diminui¢do da resisténcia a doencgas

(Wendelaar Bonga, 1997).

2.2. Praticas da criacao que causam estresse em peixes

Muitos sdo os fatores que, individualmente ou em conjunto, podem impor
estresse no sistema fisiolégico dos peixes (Adams, 1990). Podem ser destacados:
mudancas abruptas ou extremas no ambiente fisico (temperatura, turbidez), alteracdo na
qualidade da dgua (parametros quimicos, como pH incorreto, baixo nivel de oxigénio
dissolvido, concentracdo elevada de amonia), estacdo do ano, idade, sexo, parasitismo,
caracteristicas individuais, herddveis ou adquiridas, e mesmo linhagens ou espécies
diferentes. Além destes fatores, pode-se destacar os fatores sociais (interagdes sociais,
como predacdo, competicdo intensiva por espaco, alimento ou parceiros sexuais) €
interferéncia humana, como as que incluem as priticas de rotina na piscicultura
(captura, manuseio, transporte, densidade populacional) e polui¢do da dgua (alteracdo

do pH, presenca de metais pesados e quimicos organicos) (Wendelaar Bonga, 1997).

2.2.1. Transporte de peixes vivos
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O transporte € uma das préticas da aquicultura considerada como uma importante
fonte de estresse para os peixes (Carmichael et al., 1983; Robertson et al., 1987;
Weirich e Tomasso 1994; Carneiro e Urbinati, 2001b; Carneiro et al., 2008). Como em
outras situacdes adversas, o transporte dos peixes promove grande variagao nas
respostas fisiologicas de estresse e a histdria genética pode contar muito para explicar a
variagdo inter-especifica que ocorre (Barton, 2000).

O transporte € considerado um procedimento traumatico, pois expde 0s peixes a
uma série de fatores adversos, que inclui desde a captura nos tanques de produgao, o
manejo, o transporte em si, até a soltura dos animais e a estocagem nos tanques de
recepcao (Specker e Schreck, 1980; Barton e Peter, 1982; Johnson e Metcalf, 1982;
Carmichael et al., 1983; Robertson et al., 1987; Robertson et al., 1988; Staurnes et al.,
1994; Iversen et al., 1998; Takahashi et al., 2006). Peixes transportados em altas
densidades ficam em contato fisico direto com os outros animais, gerando abrasdo
mecanica e lesdes na superficie do corpo (Ross e Ross, 1999). Além disso, o transporte
em sistemas fechados resulta em alteracdo e deterioracdo da qualidade da dgua, outro
fator limitante ao bem estar dos peixes (Berka, 1986; Ross e Ross, 1999; Emata, 2000).
Carneiro et al. (2009), ao transportarem juvenis de jundia (Ramdia quelen) por quatro
horas em diferentes densidades, observaram um aumento gradual nos niveis de amonia
na 4gua acompanhando o aumento da densidade de transporte.

Alteragoes hormonais, metabdlicas, idnicas e hematoldgicas, tipicas de condi¢cao
de estresse, foram registradas em vérias espécies submetidas ao transporte, tais como
truta (Salmo gairdneri); “smallmouth bass” (Micropterus dolomieui); salmao
(Onchorhynchus kisutch); “red drum” (Sciaenops ocellatus); tambaqui (Colossoma
macropomum); pirarucu (Arapaima gigas); perca (Perca fluviatilis L.); matrinxa
(Brycon amazonicus); “flounder” (Pseudopleuronectes untericanus); salmao do
Atlantico (Salmo salar L.); pacu (Piaractus mesopotamicus); “rohu” (Labeo rohita);
pintado (Pseudoplatystoma corruscans); jundid (Rhamdia quelen), “kingfish” (Seriola
lalandi) (Barton e Peter, 1982; Carmichael et al., 1983; Redding e Schreck, 1983;
Gomes et al., 2003a, b, c; Acerete et al., 2004; Urbinati et al., 2004; Iversen et al., 2005;
Takahashi et al., 2006; Hasan e Bart, 2007; Carneiro et al., 2008; Fagundes e Urbinati,
2008; Moran et al., 2008; Carneiro et al., 2009; Iversen et al., 2009).

Gomes et al. (2003c) avaliaram juvenis de tambaqui em transporte de trés horas e
observaram aumento nos niveis de cortisol e glicose plasmatica. O mesmo foi
observado em matrinxas (Brycon cephalus), transportados por quatro horas (Urbinati e
Carneiro, 2001; Urbinati et al., 2004), quando se observou, além de um aumento nas
concentracdes plasmadticas de glicose, uma diminuicao na concentragdo de sédio e
cloreto na chegada do transporte, resultados que se mantiveram até 24 horas depois. O
nivel plasmatico de potdssio aumentou apds o transporte, retornando aos valores iniciais
em 24 horas. Acerete et al. (2004), ao avaliarem um transporte de Perca fluviatilis por
quatro horas, observaram aumento nos niveis de cortisol, glicose e lactato em relagc@o ao
controle. No caso de transporte de juvenis do salmao do Atlantico em barcos comerciais
(Iversen et al., 2005), a elevacdo médxima dos niveis de cortisol no sangue ocorreu uma
hora apds o transporte.

O transporte de peixes é um procedimento inevitdvel e pode acarretar em redugcao
na mortalidade se medidas adequadas e algumas precau¢des forem tomadas. Para isso,
alguns critérios devem ser seguidos. A qualidade da dgua (oxigénio dissolvido,
temperatura, pH, amonia, diéxido de carbono) deve ser adequadamente controlada
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(Berka, 1986; Ross e Ross, 1999; Emata, 2000) e uma densidade apropriada de peixes
utilizada (Carneiro e Urbinati, 2002). O uso de agentes redutores de estresse tais como
anestésicos, sal e sulfato de cdlcio durante o transporte, pode minimizar os efeitos
negativos do estresse (Mcavoy e Zaepfel, 1997; Carneiro e Urbinati, 2001a; Small,
2003; Bendhack e Urbinati, 2009; Iversen et al., 2009), e as precau¢des na estocagem
apos o transporte poderdo aumentar a condi¢do de bem estar dos animais (Takahashi et
al., 2006). O transporte reduz a capacidade dos peixes de tolerar a acdo de um segundo
agente estressor, como uma densidade de estocagem inadequada e prolongada (Specker
e Schreck, 1980).

2.2.2. Importancia do fotoperiodo na fisiologia dos peixes

Alguns trabalhos t€m abordado os efeitos da intensidade luminosa (Pienaar,
1990; Stefansson et al., 1993; Duray et al., 1996; Pereira, 2001; Freiden et al., 2006),
cores (Loukashkin e Grant, 1959; Heichenbach-Klinke, 1982; Volpato, 2000; Barcellos
et al., 2009) e do fotoperiodo (Reynalte-Tataje et al., 2002; Trotter et al., 2003) na
fisiologia de peixes. De acordo com Barton (2000), vérios fatores ambientais tais como
temperatura, salinidade, hora do dia, comprimento de onda da luz e cor de fundo dos
tanques podem influenciar a resposta de estresse dos peixes.

No ambiente natural, os peixes estdo expostos a comprimentos de onda que
passam pelo azul, verde e infravermelho (Levine e McNichol Jr, 1982). Nas larvas, a
visdo tem importancia destacada, pois larvas de peixes sdo reconhecidamente
predadoras visuais. Muitas espécies eclodem com olhos sem pigmentacdo, sendo
considerados nao funcionais, tanto histologicamente como comportamentalmente.
Porém, no inicio da alimentacdo exdgena (captura de alimentos externos) todas as
espécies apresentam olhos funcionais, permitindo a larva capturar alimento. No entanto,
neste primeiro momento, a visdo ainda € reduzida, aumentando com o crescimento
(Pereira, 2001).

O fotoperiodo tem influéncia sobre o biorritmo dos animais, afetando parametros
fisiol6gicos (Biswas e Takeuchi, 2002). Salmdes, durante uma simulacao de transporte,
apresentaram uma redug¢do da resposta hormonal de estresse em 25%, quando
protegidos da luz, quando comparados aos nao protegidos (Wedemeyer, 1985).
Fagundes e Urbinati (2008) submeteram juvenis de pintado a exposi¢do continua a luz e
escuriddo para avaliacdo dos parametros fisiolégicos e observaram que ambos regimes
de luz influenciaram negativamente a respostas de estresse nos peixes. Estudo realizado

com bagre africano (Clarias gariepinus) mostrou que a medida que as horas de luz
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aumentavam em um ciclo de 24 horas, os peixes se tornavam mais agressivos e
estressados, em relacdo a peixes expostos a reducdo do nimero de horas de luz. Sob
periodos mais longos de exposi¢do a luz, os peixes apresentavam atividade natatdria
mais intensa, maior agressividade e niveis mais elevados de cortisol (Almazan-Rueda et
al., 2005).

Salaro et al. (2006) avaliaram o crescimento de trairdao (Hoplias lacerdae) na
auséncia de luz, e ndo observaram efeitos no desempenho produtivo dos alevinos,
enquanto Luz e Portella (2002) observaram 100% de sobrevivéncia nos animais
mantidos a baixa intensidade luminosa. Ja piracanjubas (Brycon orbignyanus)
mostraram efeitos positivos da luz sobre a sobrevivéncia dos peixes (Reynalte-Tataje et
al., 2002).

Alguns autores t€m utilizado diferentes cores em pesquisas com peixes. Volpato
e Barreto (2001) testaram efeito da luz azul, verde e branco em tildpia-do-nilo
(Oreochromis niloticus) e observaram que na luz azul os peixes apresentaram as
menores concentracdes de cortisol.

Estudo recente com jundié (Barcellos et al., 2009) avaliou se a cor dos tanques e
disponibilidade de abrigos poderia afetar a resposta de estresse em alevinos e concluiu
que a adaptacdo de 10 dias em tanques brancos e azuis nao afetou a resposta do cortisol
a um estressor agudo, mas a cor do tanque combinada com a presenca de um abrigo
pode reduzir tanto a magnitude quanto a durag@o da resposta de liberag¢do do cortisol.

Em estudo com sardinha do Pacifico (Sardinops caerulea), os efeitos da cor
ambiente foram associados a mudangas na formacdo de cardumes, reacdo de alarme e
atracdo por cores (Loukashkin e Grant, 1959). Larvas de tambaqui criadas em tanques
de cor verde claro apresentaram sobrevivéncia de 50% a mais que as criadas em tanques
de cor marrom escuro, sob condi¢des estressantes (Pereira, 2001). Segundo o mesmo
autor, a influéncia da cor do tanque ou incubadora pode minimizar o canibalismo de
larvas de matrinxds. Weingartner e Zaniboni-Filho (2004) testaram a sobrevivéncia de
larvas de pintado amarelo em tanques brancos e pretos e ndo observaram diferengas na
sobrevivéncia em ambas as cores.

O pintado € um peixe de hédbito alimentar noturno (Agostinho et al., 2004), e
durante o dia torna-se quieto e permanece no fundo do rio ou dos ambientes de criacdao
(Campos, 2005). Estudo prévio indicou que tanto a exposi¢ao a luz continua quanto ao

escuro parecem afetar negativamente o pintado (Fagundes e Urbinati, 2008).
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2.2.3. Uso de anestésico para reducao de estresse em peixes

Algumas técnicas sao utilizadas para minimizar o estresse de peixes de criacao,
tais como uso de anestésicos (Mcavoy e Zaepfel, 1997; Ross e Ross, 1999; Griffiths,
2000; Urbinati e Carneiro, 2001; Carneiro e Urbinati, 2001b; Small, 2003; Iversen et al.,
2009), sal (Wurts, 1995; Carneiro e Urbinati, 2001a), sulfato de calcio (Bendhack e
Urbinati, 2009) e imunoestimulantes (Anderson, 1992; Sakai, 1999).

A utilizacdo de anestésicos na piscicultura pode reduzir o estresse € a
mortalidade durante o manejo (Faganha e Gomes, 2005). Vérias sdo as drogas usadas
como anestésicos para peixes, sendo as mais comuns a tricaina metanosulfato (MS-
222), a quinaldina, o 2-fenoxietanol (Mgbenka e Ejiofor, 1998; Ross e Ross, 1999;
Hovda e Linley, 2000), a benzocaina (Gomes et al., 2001; Urbinati e Carneiro, 2001b) e
o eugenol (Inoue e Moraes, 2007).

A utilizacdo de anestésicos em peixes exige alguns cuidados como a observacgdo
dos estagios de anestesia, que sdo classificados como: sedacdo leve, perda de reacdo a
movimentos visuais e ao toque; anestesia leve, perda parcial do equilibrio; anestesia
profunda, perda total do equilibrio; anestesia cirdrgica I, diminuicdo do movimento
opercular; anestesia cirurgica II, minimo movimento opercular e o peixe fica estético;
colapso medular, overdose e recuperagao, recuperacao do equilibrio e natacdo normal
(Roubach e Gomes, 2001). O estagio normalmente utilizado para biometria, manuseio
de peixes e reprodutores € a anestesia profunda e, este estagio deve ser atingido entre
um a trés minutos. Para avaliacdo da sanidade e intervencao cirdrgica o estado desejado
€ o de anestesia cirdrgica e este estdgio deve ser alcancgado entre trés a cinco minutos. A
recupera¢do dos animais deve ser rdpida, ndo ultrapassando cinco minutos (Roubach e
Gomes, 2001).

Fatores bioldgicos e ambientais podem influenciar a anestesia nos peixes. Entre
os fatores biologicos devem-se considerar as diferengas entre as espécies, como o
formato do corpo e tamanho da drea branquial, e as diferencas entre os peixes de uma
mesma espécie, tais como tamanho, variagdo na taxa metabdlica e quantidade de
gordura corporal. Entre os fatores ambientais de maiores importancia na anestesia dos
peixes de dgua doce, destacam-se a temperatura e o pH. A temperatura determina a taxa
metabdlica do peixe, quanto mais alta, maior a taxa metabdlica e, consequentemente,
mais ripida a inducgdo. J4 o pH da 4gua estd diretamente ligado a eficiéncia de certos
anestésicos como quinaldina e com a reacdo estressante dos peixes a baixo pH quando
expostos ao MS-222 e 2-fenoxietanol (Roubach e Gomes, 2001; Zuccarelli e
Ingermann, 2005).

A benzocaina € um anestésico muito utilizado no Brasil. Resultados encontrados
por Gomes et al. (2001) em juvenis de tambaqui sugerem que a benzocaina atende a
todos os critérios estabelecidos por Ross € Ross (1999) como um anestésico ideal para
peixes. A exposi¢do a este farmaco ndao implica em reducdo de crescimento e na

atividade reprodutiva do peixe (Ross e Ross, 1999). De acordo com estes mesmos
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autores, sdo necessdrios 21 dias para a comercializacdo dos peixes que foram
submetidos a benzocaina e que serdo utilizados para alimentacdo. A dosagem de
benzocaina indicada para tildpia € 25-100 mg/L (Coyle et al., 2004), e para o tambaqui
100-150 mg/L (Gomes et al., 2001). Como a benzocaina e o MS-222 sao derivados do
acido p-aminobenzdico, causam redugdo da ventilagdo das branquias devido a depressdo
dos centros medulares respiratdrios, tendo a hipéxia como consequéncia. A hipdxia é
intensificada pela braquicardia e decréscimo do fluxo sanguineo entre as branquias
(Tytler e Hawkins, 1981).

O 6leo de cravo € resultado da destilagdo das folhas, flores (incluindo talo) da
arvore de cravo (Eugenia armotica) sendo a substancia ativa o eugenol (Keene et al.,
1998). e € utilizado em todo o mundo em aplicacdes que vao desde tempero até
anestesia (Anderson et al., 1997). Ele vem sendo utilizado como anestésico de peixes
em vdarios paises, com vantagens econdOmicas e sem propriedades toxicas aparentes
(Soto e Burhanuddin, 1995; Inoue e Moraes, 2007). E um anestésico efetivo em carpas
(Cyprinus carpio) em concentragdes de 40-120 mg/L e em trutas (Oncohynchus
mykiss), doses mais baixas como 5 e 2 mg/L foram usadas para transporte, enquanto
doses de 40-60 mg/L causaram efeitos de anestesia cirurgica. Para bagre do canal
(Ictalurus punctatus), a dose recomendada € de 100 mg/L (Coyle et al., 2004). Esse
produto é rapidamente eliminado da corrente sanguinea dos peixes, em torno de 48
horas, sem a necessidade de um periodo de caréncia para consumo ou liberacdo de
peixes previamente anestesiados no ambiente (Inoue e Moraes, 2007). Segundo Inoue e
Moraes (2007), no entanto, dados reportando concentragdes ideais de 6leo de cravo para
induzir a anestesia de peixes tropicais sao escassos.

De maneira semelhante a benzocaina, o 6leo de cravo tem varias caracteristicas
que o qualificam como um anestésico seguro, de baixo custo, grande eficdcia, ampla
margem de seguranca para o peixe e auséncia de toxicidade para o operador, nas doses
utilizadas para peixes. Além disso, o 6leo de cravo apresenta curto tempo de inducdo e
alto tempo de recuperagdo anestésica, ideais para procedimentos mais demorados,
quando comparado com o MS-222, nas mesmas concentracdes (Keene et al., 1998).

O 2-fenoxietanol também tem sido usado para sedacdo de peixes. Sua solugdo é
bactericida e fungicida e, por estas propriedades, € indicado para procedimentos
cirirgicos (Roubach e Gomes, 2001; Coyle et al., 2004). Possui uma margem
relativamente grande de seguranca, de 100 a 600 mg/L, sendo indicadas as

concentracdes de 300 a 400 mg/L para procedimentos curtos, € concentragcdes mais
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baixas como 100 a 200 mg/L sdo seguras para sedacdes prolongadas, como em
operacoes de transporte (Coyle et al., 2004).

Sao muitas as espécies de peixes criadas no Brasil, sugerindo um maior nimero
de estudos com relacdo as doses e aos tipos de anestésicos usados para manipulacio dos
animais evitando prejuizos, como mortalidade, estresse, causados pelo uso errdneos

destas substancias.

25



Objetivo geral

Este projeto teve por objetivo avaliar o perfil circadiano do cortisol e da glicemia
e as respostas fisioldgicas de estresse no pintado (Pseudoplatystoma corruscans),
quando submetido a diferentes tipos de agentes estressores comuns no manejo da
criagdo (transporte, exposi¢do a luz e exposicdo a trés farmacos utilizados como

anestésicos, benzocaina, fenoxietanol e éleo de cravo).

Objetivos especificos
Avaliar para cada agente estressor

1- As respostas hormonais do pintado por meio da determinac¢do plasmatica de
cortisol

2- As respostas metabdlicas do pintado por meio da concentracdo de glicose
sanguinea, glicogénio hepatico e muscular.

3- As respostas idnicas do pintado por meio da concentragdo plasmatica de cloreto e
da osmolaridade

4- As respostas hematoldgicas por meio dos valores de hematdcrito, nimero e

volume das células vermelhas sanguineas e das concentragdes de hemoglobina.
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CAPITULO II
Perfil circadiano das concentracdes de cortisol e glicose no sangue de pintado

(Pseudoplatystoma corruscans)
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Resumo

Muitos processos fisioldgicos € comportamentais expressos por organismos
vivos sdo ritmicos, e ocorrem com periodicidade de cerca de 24 horas, caracterizando
um ritmo circadiano. Na maioria dos vertebrados, o cortisol possui padrdo didrio de
liberacao, com niveis elevados pela manha, decrescendo até o final do dia, relacionado a
um ciclo claro-escuro. O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil circadiano nas
concentracoes de cortisol e glicose no sangue do pintado (Pseudoplatystoma
corruscans) durante um periodo de 24 horas, sem a utilizacdo de estimulo estressor. Um
total de 144 juvenis (peso médio 17,2 + 5,3 g e comprimento médio 15,7 + 1,4 cm) foi
distribuido em 36 caixas (n=12) e as coletas foram realizadas no intervalo de duas em
duas horas. Nao foram observadas diferencas estatisticas, mas os valores de cortisol
apresentaram variagdo de perfil no periodo diurno e noturno, com picos na instalacao
em condi¢do de escuro e de claridade. A glicemia ndo apresentou correlacio com o

perfil do cortisol, mantendo valores mais constantes no periodo diurno.

Palavra chave: Pintado, cortisol, glicemia, ritmo circadiano.
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Abstract

Many physiological and behavioral processes expressed in live organism are
rhythmic and occur in a period of 24 hours, characterizing a circadian rhythm. In most
vertebrates, cortisol has a diel release profile, showing higher levels in the morning
which decrease up to the end of the day, related to a light-dark cycle. The aim of this
study was to evaluate the variation in blood concentrations of cortisol and glucose in
pintado (Pseudoplatystoma corruscans) along 24 hours without a stressful condition in
order to characterize their circadian profile. A total of 144 fish (mean weight 17.2 + 5.3
g and mean length 15.7 + 1.4 cm) were distributed into 36 aquaria (n=12) and samplings
were performed at each two hours (6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 2 and 4 hours).
There were not significant differences but the cortisol values presented a clear profile at
day and night, showing peaks at the settling of darkness and light. Blood glucose did not

present correlation to cortisol, keeping its values more stable along the day.

Key-words: Pintado, cortisol, glicemia, circadian rhythm
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Introducao

Nos mamiferos, o cortisol é um glicocorticéide produzido e secretado pelo
cortex adrenal e exerce um papel importante em varios 6rgdos e sistemas, participando
da regulacdo fisiologica e da adaptacdo as situacdes de estresse. A concentracdo de
glicocorticdides circulante € regulada através do ajuste do eixo hipotdlamo-hipdfise-
adrenal, influenciado por fatores como o ritmo circadiano, o estresse e o feedback
negativo (Matteri et al., 2000). Nos peixes, a resposta de secre¢do de cortisol em
situagdes de estresse € controlada por um complexo sistema neuro-enddcrino,
envolvendo o sistema simpdtico-cromafim e o eixo hipotdlamo-pituitdria-interrenal.
Tanto as células cromafins, como o tecido interrenal, estdo presentes no rim cefdlico
sendo responsaveis pela liberacdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e de
cortisol, respectivamente (Sumpter, 1997).

Em peixes, o cortisol apresenta dupla fungdo: glicocorticéide e
mineralocorticéide e afeta varios 6rgaos e sistemas. As branquias, intestino e figado sao
alvos importantes para o cortisol, os quais refletem as duas maiores acdes deste
hormonio, isto é, o controle do balanco hidromineral e do metabolismo energético
(Wendelaar Bonga, 1997). O cortisol estimula a gliconeogénese, sintese de glicose a
partir de substancias que nao sejam carboidratos, e regula a demanda de actcar na
circulagdo periférica, por antagonizar os efeitos da insulina pela diminuicao
significativa da respostas dos hepatdcitos a insulina (Vijayan et al., 1994). Sendo assim,
o cortisol tem a funcdo de sustentar os altos niveis de glicose apds a resposta inicial
provocada pelas catecolaminas, tanto por estimulo da gliconeogénese quanto por regular
o aporte periférico da glicose. A glicose produzida pela gliconeogénese é um importante
aporte energético utilizando como ferramenta para enfrentar a demanda ocasionada pela
resposta ao estresse e promover o depdsito de glicogénio no figado, para eventuais
situacOes em que ele novamente seja utilizado (Barcellos et al., 2000). Sabe-se também
que o mesmo afeta o metabolismo de carboidratos, aminodcidos e lipideos (Mommsen
et al., 1999). Aumenta a lipdlise, resultando num maior aporte de dcidos graxos e
glicerol para circulacdo e para gliconeogénese (Van Der Boon et al., 1991).

Ja como mineralocorticéide o cortisol atua na regulacdo osmética e idnica, sendo
capaz de estimular a diferenciacdo de células de cloreto nas branquias e o aumento da
atividade especifica das enzimas relacionadas ao transporte de fons, em particular a

enzima Na"/K*ATPase (Nolan, 2000).
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A atuacgdo do cortisol na defesa do organismo € estudada por varios autores que
relatam uma imunossupressao associada aos altos niveis deste hormonio (Kebus et al.,
1992; Iwama, 1993). Sendo assim, é notdvel a importancia do conhecimento a respeito
do comportamento de secre¢do do cortisol e sua variagdo didria como ferramenta para
orientar as pesquisas que utilizam este hormonio como indicador fisiolégico.

Nos peixes, muitas varidveis bioldgicas, incluindo hormoénios e metabdlitos,
apresentam variagdes regulares didrias que sdo dependentes do fotoperiodo, regime
alimentar, temperatura, entre outros fatores (Noeske e Spiller, 1983; Spiller e Noeske,
1984; Fivizzani et al., 1984; Boujard et al., 1993; Biron e Benfey, 1994; Pavlidis et al.,
1999), indicando a existéncia de um sistema multioscilatério em integracdo temporal do
peixe com o ambiente.

Estudo com Carassius auratus mostrou que, quando os peixes eram mantidos
em regime de 12L:12E (luz:escuro), as variagdes nas concentracdes sanguineas de
cortisol foram sempre associadas ao regime alimentar com picos que variaram de 0 a 6
horas (especialmente quatro horas) antes da alimentacdo e a variacdo nao foi afetada
pelo periodo do dia em que ocorria a alimentac@o (Spiller e Noeske, 1984). Em outro
estudo, quando a mesma espécie foi exposta durante um més a quatro fotoperiodos
diferentes, as variagdes do cortisol circulante foram bastante afetadas pelo fotoperiodo.
Os valores mais altos do hormdnio foram detectados proximo a instalagao da claridade e
os mais baixos quando tinha inicio a escuriddo. Peixes mantidos por um més em dois
fotoperiodos diferentes tiveram variacOes circadianas na concentracdo de proteina
plasmatica, mas o padrdo ndo foi consistente com qualquer caracteristica dos
fotoperiodos em questdo (Noeske e Spiller, 1983).

Adicionalmente, estudo realizado com Fundulus diaphanus mostrou que, em
peixes mantidos num regime de 12L:12E por 16 dias, a temperatura (5° ou 20°C) afetou
o perfil de secrecdo do cortisol. Peixes aclimatados a 20°C apresentaram um padrdao
unimodal com um pico de concentracdo hormonal quatro horas antes da instalacdo da
luz, enquanto aqueles aclimatados a 5°C apresentaram um padrao bimodal com picos de
valores de cortisol na instalacdo da luz e na instalacdo da escuridao (Fivizzani et al.,
1984). Os autores sugeriram que as mudancas induzidas poderiam ser decorrentes de
outras mudangas sazonais dependentes da temperatura, tais como ciclo anual de
maturagdo reprodutiva ou mudancas na atividade locomotora.

Variacgdes circadianas nas concentragdes séricas de glicose, lactato, colesterol e

triglicerideos foram determinadas em Pagrus pagrus em diferentes fotoperiodos
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(escuriddo constante, 8L:16E,12L:12E) e temperatura constante, recebendo alimento
por meio de um comedouro automético. Houve uma clara atividade alimentar ritmica
independente do fotoperiodo. Todos os componentes do soro apresentaram variacoes
periddicas e as variagdes na amplitude de resposta foram dependentes do fotoperiodo
(Pavlidis et al., 1999).

Em truta arco-iris, estudo a respeito do papel da alimentacdo e do fotoperiodo
como sincronizador de varidveis metabdlicas e enddcrinas avaliou alteragdes no indice
hepatosomaético, concentracdo de glicogénio hepatico, glicose plasmética, dcidos graxos
nao-esterificados, cortisol e outros hormoénios no periodo entre duas horas antes do
amanhecer e doze horas depois. Os animais tiveram diferente acesso livre a alimentacao
por trés ou quatro horas, a partir do amanhecer. Houve um claro efeito do tempo de
acesso ao alimento na maioria dos parametros com uma amplitude de variacao reduzida,
nos peixes que comeram no meio da fotofase, comparado com aqueles que comiam no
inicio da fotofase (Byron e Benfey, 1994).

O pintado € um peixe de habito alimentar noturno (Agostinho et al., 2004), e
durante o dia torna-se quieto e permanece no fundo do rio ou dos ambientes de criagao
(Campos, 2005). Estudo realizado por Fagundes e Urbinati (2008) mostrou que tanto a
exposicao a luz continua quanto a escuriddo afetam respostas fisiolégicas do pintado.
Além disso, sabendo da importancia do fotoperiodo, do horario de alimentagcdo e da
atividade como sincronizadores de ritmos enddcrinos em outras espécies de peixes
(Noeske e Spiller, 1983; Spiller e Noeske, 1984; Fivizzani et al., 1984; Boujard et al.,
1993; Byron e Benfey, 1994; Pavlidis et al., 1999), é necessario conhecer o perfil de
variacdo didria da secrecdo do cortisol para fundamentar melhor os estudos fisiolégicos

no pintado.
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Objetivo

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o perfil circadiano fisiol6gico do

cortisol e da glicose nesta espécie.
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Material e Método

Juvenis de pintado adquiridos do Projeto Pacu (Campo Grande, MS), que foram
aclimatados as condi¢des experimentais por cerca de dois meses (outubro-novembro de
2006), em fotoperiodo natural (14L:12E), no Biotério do Departamento de Fisiologia
Animal da UNESP Jaboticabal, onde permaneceram até o experimento, recebendo ragao
comercial (40% de proteina bruta) uma vez ao dia entre as 18:30 e 19 horas. Os animais
foram considerados aclimatados quando comecgaram a se alimentar regularmente.

Um total de 144 peixes (17,2 + 5,3 g e 15,7 + 1,4 cm) foi distribuido
aleatoriamente em 36 caixas pretas de polietileno de 60 L (4 animais por caixa),
cobertas com sombrite, com sistema de renovacdo de 4gua e aeracdo constantes. A
temperatura média da dgua das caixas foi 28,4 + 0,82 °C e a concentracdo de oxigénio
dissolvido 6,72 + 0,26 mg/mL. O local ndo era totalmente isolado de movimentacao. Os
peixes nao foram alimentados por 24 horas antes do experimento. A coleta de material
bioldgico foi realizada com intervalo de duas em duas horas, por 24 horas, sendo
amostrados quatro peixes de trés caixas por coleta (n=12). Os animais foram

anestesiados com benzocaina (50mg/L).

Amostragem e métodos de analise

Os animais amostrados tiveram o sangue coletado por pun¢do do vaso caudal.
Uma aliquota foi colocada em microtubos com 15uL. de EDTA e fluoreto de potassio,
centrifugada para separacdo de plasma (a 3000 rpm por 10 min a 4°C) e imediatamente
a glicose foi determinada (Kit Labtest). O restante do sangue foi colocado em outros
microtubos e permaneceram em repouso por duas horas para separagdao de soro por
centrifugacdo (3000 rpm por 10 min, a 4°C). O soro resultante foi congelado para
posterior andlise de cortisol (Radioimunoensaio — kit DPC). Ap6s coleta do material
bioldgico, os animais foram pesados e medidos, antes de retornarem as caixas para

recuperagao.

46



Delineamento experimental e analise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os

resultados obtidos foram analisados por ANOVA. As médias foram comparadas pelo

teste de Duncan, com nivel de significancia de 5%.

47



Resultados

As concentragdes de cortisol no sangue dos pintados ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os tempos amostrados, mas foram observados dois picos de secrecdao
longo do periodo de amostragem. No periodo diurno, as 6, 8, 10, 12, 14 e 16 horas, os
valores foram mais constantes (13,0; 13,8; 11,9; 12,9; 12,3 e 10,5 ng/mL,
respectivamente). No periodo noturno, as 20, 22, 24 e 2 horas, ocorreram oscilagdes nos
valores registrados (16,9; 18,4; 12,0 e 11,0 ng/mL, respectivamente), com valores de

pico as 18 e 4 horas (24,7 e 27,3 ng/mL, respectivamente) (Figura 1).
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Figura 1: Cortisol sérico (ng/mL) de pintados em diferentes tempos de amostragem

durante 24 horas. Valores sdo médias = EPM (n=6).
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As concentracoes de glicose no sangue dos pintados ndo diferiram
estatisticamente, mas pode-se observar que durante o periodo de 24 horas de coletas
ocorreram flutuagdes durante o dia e a noite, apresentando uma maior variacao durante
o dia. . Os valores mais elevados de glicemia foram observados as 4, 6, 10, 12 e 16
horas (33,0; 38,5; 35,4; 34,7 e 38,7 mg/L, respectivamente). No periodo diurno, os
menores valores foram observados as 8 e 14 horas (26,7 e 24,6 mg/L, respectivamente).
Entre 18 e 2 horas, os niveis glicémicos foram constantes (26,8; 30,8; 29,0; 24,7 e 25,0

mg/L, as 18, 20, 22, 24 e 2 horas respectivamente) (Figura 2).
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Figura 2: Glicose plasmatica (mg/dL) de pintados em diferentes tempos de amostragem

durante 24 horas. Valores sao médias + EPM (n=12).
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Discussao

Muitos processos fisioldgicos € comportamentais expressos por organismos
vivos sdo ritmicos, e ocorrem com periodicidade de cerca de 24 horas. Tais ritmos
bioldgicos sdo referidos como circadianos. A periodicidade desses ritmos bioldgicos
equivale aos ciclos didrios de claro/escuro (Sheeba et al., 1999; Roenneberg e Merrow,
2002).

Na maioria dos vertebrados, o cortisol possui padrao ritmico didrio de liberacao,
com niveis elevados pela manha, decrescendo até o final do dia, ligado ao ciclo claro-
escuro. Ele tem efeito retroalimentador negativo sobre o hipotilamo e sobre a
adenohipdfise, diminuindo a secrecdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH) e
do hormoénio adrenocorticotrépico (ACTH), respectivamente. Desta forma, atua no
controle e na regulacdo de sua concentracdo circulante (Matteri et al., 2000). O padrao
circadiano, do ciclo noite-dia, ¢ um ritmo biolégico que ajuda a controlar muitos
processos fisiologicos. Niveis basais de glicocorticéides em humanos sdo maximos
durante as primeiras horas da manha antes de acordar (Randall et al., 2000). O “rel6gio
bioldgico” € uma rede neural localizada no nicleo supraquiasmatico do hipotdlamo
basal e € responsdvel pelo ritmo circadiano de secrecdo de hormdnios em mamiferos
(Reuss, 1996). Estudos mostraram que se o sistema nervoso central for afetado, todos os
ritmos circadianos de atividade biolégica normal desaparecem (Zucker, 1980).
Entretanto, em vdérias espécies de peixes, os ritmos enddcrinos sdo alterados e
sincronizados pelo fotoperiodo, hordrio de alimentacdo e atividade do animal (Noeske e
Spiller, 1983; Spiller e Noeske, 1984; Fivizzani et al., 1984; Boujard et al., 1993; Byron
e Benfey, 1994; Pavlidis et al., 1999).

O pintado € um peixe de habito alimentar noturno que, durante o dia, torna-se
quieto no fundo do rio ou dos ambientes de criacdo (Agostinho et al., 2004; Campos,
2005). Estudo anterior mostrou que a espécie tem respostas fisioldgicas ligadas ao
estresse afetadas tanto em condicdes de luz continua quanto na auséncia de luz
(Fagundes e Urbinati, 2008).

No presente estudo, ndo se detectou diferencas significativas entre os valores de
cortisol sérico encontrados, mas observou-se clara diferenca entre o perfil dos valores
encontrados no periodo diurno e noturno. Ao longo do dia, das 6 a 16 horas, as
concentracdes de cortisol foram mais constantes, e das 18 as 4 horas foram observados

dois valores de pico (18 e 4 horas). Estes valores de pico ocorreram em tempos que
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antecedem a instalacdo de condi¢do de escuro e de claridade, sugerindo relacdo com o
ciclo noite-dia. Experimento realizado com Fundulus diaphanus mantido em regime de
12L:12E, por 16 dias, a 5°C, mostrou um padrao bimodal de secrecio com picos de
valores de cortisol na instalacdo da luz e na instalacdo da escuridao (Fivizzani et al.,
1984). Pode-se sugerir também relacdo do padrdao bimodal de secrecido de cortisol do
pintado com o horério de alimentacdo e atividade locomotora do animal. Estudos com
outras espécies de peixes relatam a sincronizacdo de ritmos enddcrinos pelo fotoperiodo
(Carassius auratus, Noeske e Spiller, 1983; Pagrus pagrus, Pavlidis et al., 1999),
hordrio de alimentacdo (Carassius auratus, Spiller e Noeske, 1984; Salvelinus
fontinalis, Byron e Benfey, 1994), atividade locomotora dos peixes (Fundulus
diaphanus, Fivizzani et al., 1984).

Com relagdo ao perfil circadiano da glicemia, ndo houve correlacdo com o perfil
do cortisol. Os niveis de glicose foram mais constantes no periodo noturno, entre 18 e 4
horas, com flutuagdes evidentes no periodo diurno, e os maiores valores foram
registrados as 6, 10, 12 e 16 horas. Variacdes circadianas nas concentracdes séricas de
glicose, bem como de outros metabolitos (lactato, colesterol e triglicerideos) foram
observadas em Pagrus pagrus expostos a escuriddao constante, 8L:16E e 12L:12E.
Todos os componentes do soro apresentaram variacOes periddicas e as variagdes na
amplitude de resposta foram dependentes do fotoperiodo (Pavlidis et al., 1999). Estudo
com truta arco-iris avaliou alteracdes em vdrios indicadores metabdlicos (indice
hepatosomético, concentracdo de glicogénio hepético, glicose plasmética, dcidos graxos
nao-esterificados), no periodo entre duas horas antes do amanhecer e doze horas depois,
em animais que tiveram acesso livre a alimentacao, por trés ou quatro horas, a partir do
amanhecer. Houve um claro efeito do tempo de acesso ao alimento na maioria dos
parametros com uma amplitude de variacdo reduzida, nos peixes que comeram no meio
da fotofase, em relacdo aos que comiam no inicio da fotofase (Byron e Benfey, 1994).
No caso do pintado, as alteracdes observadas na glicemia podem estar ligadas a
presenca de estressores no ambiente de criagdo, considerando que os peixes foram
mantidos em local que ndo era totalmente isolado de barulho e presenca ocasional de
pessoas. Em estudo com a truta Salvelinus fontinalis, Byron e Benfey (1994) associaram
alteracdes na glicemia em resposta a estresse agudo, a despeito da influéncia de um

ritmo diurno.
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Conclusao

O presente trabalho pode observar que os niveis de cortisol sérico apresentam
um padrio bimodal, onde os picos deste hormdnio acontecem na instalacio de
condic¢des de escuro e claridade. Os valores glicémicos, no entando, ndo apresentaram o
mesmo perfil do cortisol, havendo maior flutuagdo no periodo diurno, que pode ser
atribuida a presenca de agentes estressores presentes no ambiente de cultuvo, ja que

estes animais ndo eram mantidos em ambiente totalmente isolados.
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CAPITULO III
Respostas fisioldgicas de estresse no transporte de pintado (Pseudoplatystoma

corruscans).
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Resumo

O transporte de peixes vivos estd entre um dos manejos mais comuns dentro de
um sistema de criagcdo de peixes. Trata-se, porém, de um procedimento bastante
traumatico, responsavel por indmeras reacdes fisiologicas e metabdlicas, devido a uma
sucessao de estimulos adversos, podendo levar a perdas considerdveis. O objetivo deste
experimento foi avaliar respostas fisioldgicas e bioquimicas do estresse de juvenis de
pintado (Pseudoplatystoma corruscans) transportado por 12 horas em sistema fechado.
Foram utilizados 60 peixes (66,6 + 18,3 g; 24,2 + 2,2 cm). As coletas foram realizadas
na chegada (0 hora), 24, 48, 72 e 96 horas ap6s o transporte Os niveis de cortisol ndo
apresentaram diferenga estatistica, mas foi observado um claro perfil de aumento nos
valores do cortisol apds o transporte acompanhado por uma queda progressiva, vindo a
alcancar valores inferiores ao controle com 48, 72 e 96 horas apds a operagdo. A glicose
apresentou valores elevados apds transporte retornando aos valores basais em 72 horas.
Os niveis de lipideo muscular apresentaram aumento apds o transporte retornando a
valores préximos aos normais em 72 horas. Triglicerideos séricos ndo apresentaram
muitas alteracdes, ja colesterol e a proteina tiveram aumento. Entre os indicadores
osmoregulatorios o cloreto teve redugdo apds transporte, bem como o hematdcrito,

namero de células vermelhas e hemoglobima.

Palavra Chave: Transporte, pintado, cortisol, glicose, proteina, lipideos.
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Abstract

Live fish transport is among the most commum procedures in fish farming. It is
a stressful procedure, responsible for several physiological and metabolic responses
caused by a series of stimulus that can lead to significant losses. The aim of this work
was evaluate stress responses of juvenil of pintado (Pseudoplatystoma corruscans)
transported for 12 h in a closed system. A total of 60 fish (66.6 + 18.3 g; 24.2 + 2.2 cm)
were used. Samplings were performed at arrival (0 h), 24, 48, 72 and 96 h after
transport. Blood cortisol levels did not show significant differences but there was a clear
profile of increase after transport and gradual reduction after the procedure, reaching
levels below the control levels at 48, 72 and 96 h. Glucose was elevated after transport
returning to control levels within 72 h. Muscle lipid increased after transport and
returned to control levels within 72h. Serum triglicerid did not alter folowing a clear
profile and cholesterol and protein increased after transport. Regarding ionic indicators,
chloride levels decreased after transport, as well as hematocrit, number of erythrocytes

and hemoglobin.

Key-words: Transport, pintado, cortisol, glucose, protein, lipids.
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Introducao

O transporte de peixes vivos estd entre um dos manejos mais comuns dentro de
um sistema de criacdo e vém crescendo, pelo aumento das atividades de producdo, de
comercializa¢do de peixes e alevinos, nos pesque-pagues, nas instituicdes de pesquisa e
para repovoamentos.

Os peixes s@o transportados de varias maneiras em diferentes veiculos, desde
pequenos tanques ou outros recipientes, no porta-malas de um carro ou até em
caminhdes com tanques especiais (Shepherd e Bromage, 1988), o que redobra a
necessidade de estudos sobre técnicas, densidades e tempos de transporte mais
adequados. O tempo de transporte € o tamanho dos animais transportados variam muito
com a distancia e a finalidade. Algumas vezes estes animais chegam ao destino em
péssimas condi¢des e podem morrer durante o transporte ou algum tempo depois. O
transporte pode reduzir a capacidade dos peixes de tolerar a acdo de um segundo agente
estressor, como uma densidade de estocagem inadequada e prolongada (Specker e
Schreck, 1980; Schreck, 2000). Assim, cuidados durante o procedimento de transporte e
na preparacdo do ambiente de recep¢do dos peixes sdo muito importantes (Urbinati e
Carneiro, 2004; Takahashi et al., 2006).

Ao serem transportados os animais sdo afetados por uma série de agentes
estressores: captura, confinamento, manuseio e o proprio transporte (Urbinati e
Carneiro, 2004). A qualidade da dgua (oxigénio dissolvido, temperatura, pH, amonia,
diéxido de carbono) deve ser adequadamente controlada (Berka, 1986; Ross e Ross,
1999; Emata, 2000). O cuidado com a densidade é de grande importancia (Carneiro e
Urbinati, 2002; Carneiro et al., 2009), e um dos principais precursores do estresse € a
abrasdo mecanica causada pelo inevitdvel contato entre os peixes quando a densidade é
elevada (Ross e Ross, 1999).

Segundo Grottum et al. (1997) e Wedemeyer (1997), o principal fator de sucesso
da operacdo de transporte € utilizar a maior densidade de peixes no menor volume de
agua possivel, sem que haja mortalidade, deterioracdo da qualidade da dgua e estresse
dos animais. A quantificagcdo do estresse ao qual o peixe € submetido durante o
transporte € fundamental para que se estabelecam praticas de manejo adequadas
(Wedemeyer, 1997).

Alguns trabalhos tém sido realizados com objetivo de conhecer melhor as

respostas fisioldgicas e metabdlicas de algumas espécies submetidas ao transporte
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(Carneiro e Urbinati, 1998; Gomes et al., 2003; Fagundes e Urbinati, 2008), assim como
para testar a eficdcia de técnicas de transporte que minimizem os efeitos causados pelo
estresse, como a restricdo alimentar, que visa diminuir o consumo de oxigénio e a
excrecdo de amodnia e gds carbonico (Tucker, 1985; Grottum et al., 1997), diferentes
densidades (Carneiro e Urbinati, 2002, Urbinati et al., 2004; Adamante et al., 2008;
Carneiro et al., 2009) o uso de sal (Carneiro e Urbinati, 2001a; Gomes et al., 2003), uso
de anestésicos (Blasiola, 1977; Mcavoy e Zaepfel, 1997; Carneiro e Urbinati, 2001b;
Urbinati e Carneiro, 2001; Inoue et al., 2005), vitamina C (Okamura et al., 2007) e
sulfato de calcio (Bendhack e Urbinati, 2009).

Por ser considerado um procedimento traumético, o transporte € responsdvel por
inimeras reagdes fisioldgicas e metabdlicas, devido a uma sucessdo de estimulos
adversos, podendo levar a perdas consideraveis ou até mesmo a perda de todo o lote. As
respostas de estresse mais comumente utilizadas para a determinacdo da perda da
homeostasia dos peixes sdo as respostas alteradas da liberacdo de cortisol, alteracdes
metabdlicas, idnicas e hematoldgicas (Wenderlaar Bonga, 1997; Urbinati e Carneiro,
2004).

As pesquisas sobre os efeitos de estressores na pratica da criagdo de peixes
brasileiros ainda sdo recentes (Carneiro e Urbinati, 1998; Barcellos et al., 1999;
Carneiro e Urbinati, 2001b; Gomes et al., 2003; Urbinati e Carneiro, 2004; Bendhack e
Urbinati, 2009), especialmente com o pintado (Pseudoplatystoma corruscans) (Lima et
al., 2006; Fagundes e Urbinati, 2008), espécie de alto valor econdmico no Brasil. Em
estudo prévio realizado com a espécie, Fagundes e Urbinati (2008) relataram que as
respostas fisioldgicas deste peixe apresentam perfil distinto dos observados na maioria
das espécies durante estresse cronico, refletindo aspectos do metabolismo energético.
Quando o pintado foi exposto a estressores de longa duracdo (transporte de 12 horas e
exposicdo a luz e escuriddo por 24 horas), houve reducio acentuada do cortisol sérico e
glicose plasmatica, além dos valores basais, sugerindo retroagdo negativa prolongada da
secrecdo do cortisol e uso preferencial de outros substratos energéticos que nao a
glicose, para suprir a demanda de energia na correcdo do distirbio homeostatico do
estresse, apontando, desta forma, necessidade de mais estudos para elucidar este

comportamento metabdlico.
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Objetivo
O objetivo deste trabalho foi avaliar respostas fisiologicas e bioquimicas

(hormonal, metabdlicas, i0nicas e hematoldgicas) do pintado quando submetido a

estresse de transporte por um periodo de 12 horas em sistema fechado.
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Material e Método

Um total de 60 exemplares de pintado, com peso médio de 66,6 + 18,3 g e
comprimento médio 24,2 + 2,2 cm, foi distribuido aleatoriamente em 15 caixas pretas
de polietileno de 60L (4 animais por caixa), cobertas com sombrite, com sistema de
renovacdo de dgua e aeracdo constantes e fotoperiodo natural (14L:10E). Os peixes
permaneceram nestas condi¢cdes por um periodo de aproximadamente dois meses
(setembro-outubro de 2007) para adaptagcdo, que foi considerada quando os animais
comecgaram a se alimentar regularmente. A temperatura média da dgua das caixas foi de
28,1 £ 0,16 °C, oxigénio dissolvido 5,89 + 0,17 mg/mL, e pH 8,17+ 0,07. Os animais
foram alimentados com ra¢do comercial (40% de proteina bruta) uma vez ao dia entre as
18:30 e 19 horas.

Depois de aclimatados, os peixes permaneceram sem alimento por 24 horas. O
transporte teve duracdo de 12 horas. Os animais foram embalados em 13 sacos plésticos
de 20 litros com 4L de 4gua (4 animais por embalagem) e adicionado dois terco de
oxigénio e devidamente amarrados e acondicionados em caixas de papeldo protegidos
da luz. A temperatura da dgua de transporte foi de 28,7°C. Um grupo de nove animais
nao foi submetido nenhum manejo e foi utilizado como controle.

No término do transporte foram aferidos os seguintes parametros fisicos e
quimicos da &4gua das embalagens de transporte: temperatura (28,9 + 0,57 °C),
concentracdo de oxigé€nio dissolvido (18,4 + 1,53 ng/mL), pH (6,79 £+ 0,08) e
concentracdo de amonia total (6,03 + 1,84 mg/L). As coletas de material bioldgico
foram realizadas nos tempos zero (chegada), 24, 48, 72 e 96 horas apds a chegada. Na
primeira coleta, foram amostrados nove animais (um animal de cada embalagem), o
restante foi acondicionado em 14 caixas pretas de polietileno de 60 L (trés animais por
caixa), onde permaneceram até as amostragens posteriores, sendo amostrados trés
caixas por coleta (n=9). Os animais que permaneceram nas caixas voltaram a se
alimentar 48 horas apds o transporte. Para coleta do material os peixes foram sedados

com benzocaina 75 mg/L antes de qualquer manipulagdo.

Amostragem e métodos de analise

Os animais tiveram o sangue coletado por pung¢do do vaso caudal. Uma aliquota

foi separada em microtubos contendo 15uL. EDTA e fluoreto de potdssio, para andlise
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de hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM) e contagem de células
vermelhas (RCB) (Celm CC 550). Uma amostra foi centrifugada (3000 rpm por 10 min
a 4°C) para obtencdo de plasma e andlise de glicemia (Kit Labtest). O restante do
sangue foi colocado em outro microtubo e ficou em repouso por duas horas para
separacdo do soro, o qual foi congelado para posterior andlise de cloreto (kit Labtest),
osmolaridade (Vapor Pressure Osmometer WESCOR), proteina total (Kit Labtest),
colesterol (Kit Labtest), triglicerideos (Kit Labtest) e cortisol (Radioimunoensaio — kit
DSL).

Apods coleta do material bioldgico, foi realizada a eutandsia dos animais, os
quais foram pesados, medidos e tiveram fragmento de musculo branco da regido lateral
do corpo removido para posterior andlise de lipideo total (Bligh e Dyer, 1959) e

glicogénio muscular (Moon et al., 1989).

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Os

resultados obtidos foram analisados por ANOVA e as médias comparadas pelo teste de

Duncan, com nivel de 5% de significancia.
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Resultados

Os valores do cortisol sérico ndo apresentaram diferenca estatistica, mas foi
possivel observar um comportamento de aumento na chegada do transporte e declinio
com o passar do tempo, durante a recuperacao dos peixes (20,8; 17,5; 13,58; 10,0 e 7,7
ng/mL a 0, 24, 48, 72 e 96 horas respectivamente), chegando a valores inferiores ao do

controle (16,8 ng/mL) (Figura 1).
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Figura 1: Cortisol sérico (ng/mL) de pintados transportados em sacos plésticos por 12
horas. Controle — sem transporte; 0 hora — logo apés transporte, 24, 48, 72 e 96 horas

apos o transporte. Valores sao médias £ DP (n=5).

Os valores de glicose plasmatica aumentaram significativamente no tempo 0
(chegada - 48,3 mg/mL) em relagdo aos demais valores. O grupo controle apresentou os
valores mais baixos que nao diferiram dos valores obtidos 72 e 96 horas (30,3 e 31,1
mg/mL), sendo que as concentragdes observadas as 96 horas ndo diferiram em relagdo

ao observado as 24 e 48 horas (33,4 e 36,5 mg/mL) (Figura 2).
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Figura 2: Glicose plasmatica (mg/dL) de pintados transportados em sacos plasticos por
12 horas. Controle — sem transporte; 0 hora — logo ap6s transporte, 24, 48, 72 e 96 horas
apo6s o transporte. Valores sao médias £ DP (n=9). Letras diferentes indicam diferengas

entre os tratamentos (P<0,05, teste de Duncan).

Os niveis de cloreto sérico apresentaram valores mais altos no grupo controle
(132,5 mEqg/L), o qual diferiu de todos os outros tratamentos. O menor valor foi
encontrado as 24 horas (116,1 mEg/L), que ndo diferiu dos valores de 72 e 96 horas
(120,5 e 120,9 mEq/L). Estes, por sua vez, nao diferiram do que foi observado as 0 e 48
horas (125,9 e 123,8 mEq/L) (Figura 3).
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Figura 3: Cloreto sérico (mEq/L) de pintados transportados em sacos plasticos por 12
horas. Controle — sem transporte; 0 hora — logo apés transporte, 24, 48, 72 e 96 horas
apo6s o transporte. Valores sao médias £ DP (n=9). Letras diferentes indicam diferengas

entre os tratamentos (P<0,05, teste de Duncan).

A osmolaridade sérica ndo diferiu significativamente entre as diferentes coletas,
ou seja, controle, zero, 24, 48, 72 e 96 horas (251,1; 251,2; 248,1; 231,7; 242,7 e 243,1
mmol/kg, respectivamente), embora seja possivel observar uma reducdo nos valores

registrados as 48 e 72 horas (Figura 4).
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Figura 4: Osmolaridade sérica (mmol/kg) de pintados transportados em sacos plésticos
por 12 horas. Controle — sem transporte; O hora — logo apds transporte, 24, 48, 72 e 96

horas ap0s o transporte. Valores sao médias + DP (n=9).

As concentragdes de proteina total sérica aumentaram nas coletas realizadas as
zero, 24, 48 e 72 horas (3,1; 3,1; 3,0 e 2,9 g/dL, respectivamente), sendo
significativamente menor no grupo controle (2,6 g/dL). Houve uma reducado

significativa as 96 horas (1,4 g/dL) em relacdo a todos os outros grupos (Figura 5).
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Figura 5: Proteina total sérica (g/dL) de pintados transportados em sacos pldsticos por
12 horas. Controle — sem transporte; 0 hora — logo ap6s transporte, 24, 48, 72 e 96 horas
apo6s o transporte. Valores sao médias £ DP (n=9). Letras diferentes indicam diferengas

entre os tratamentos (P<0,05, teste de Duncan).

As concentracdes de colesterol sérico tiveram aumento significativo a zero e 24
horas (115,6 e 108,9 g/dL.), que ndo foram diferentes estatisticamente das registradas as
48 e 72 horas (103,2 e 103,9 g/dL). O menor valor foi observado no grupo controle
(86,4 g/dL), o qual, embora numericamente mais baixo, ndo diferiu do valor registrado
na coleta de 96 horas (92,9 g/dL). Este, por sua vez, foi estatisticamente semelhante as

concentracdes observadas as 48 e 72 horas (Figura 6).
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Figura 6: Colesterol sérico (mg/dL) de pintados transportados em sacos pldsticos por 12
horas. Controle — sem transporte; 0 hora — logo apés transporte, 24, 48, 72 e 96 horas
apo6s o transporte. Valores sao médias £ DP (n=9). Letras diferentes indicam diferengas

entre os tratamentos (P<0,05, teste de Duncan).

As concentracdes de triglicerideos séricos apresentaram valores mais altos nas
coletas feitas as 24 e 72 horas (148,4 e 174,9 mg/dL, respectivamente), enquanto se
observou uma relativa constancia nos valores do grupo controle e nas coletas de zero,

24 e 48 horas (140,9; 128,8; 148,4 e 137,28 mg/dL, respectivamente) (Figura 7).
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Figura 7: Triglicerideos séricos (mg/dL) de pintados transportados em sacos plésticos
por 12 horas. Controle — sem transporte; O hora — logo apds transporte, 24, 48, 72 e 96
horas apds o transporte. Valores sdo médias + DP (n=9). Letras diferentes indicam

diferencas entre os tratamentos (P<0,05, teste de Duncan).

As concentragdes de lipidio total do musculo branco apresentaram aumento
significativo no tempo zero hora (0,6 %), que ndo foi diferente dos valores obtidos nas
coletas de 48, 72 e 96 horas (0,4; 0,4; 0,3 %, respectivamente). O menor valor médio foi
registrado as 24 horas (0,08 %), mas este ndo diferiu do valor do grupo controle (0,1

%), que por sua vez nao diferiu das coletas de 48, 72 e 96 horas (Figura 8).
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Figura 8: Lipideo total muscular (%) de pintados transportados em sacos plésticos por
12 horas. Controle — sem transporte; 0 hora — logo ap6s transporte, 24, 48, 72 e 96 horas
apo6s o transporte. Valores sao médias £ DP (n=9). Letras diferentes indicam diferengas

entre os tratamentos (P<0,05, teste de Duncan).

As concentragdes de glicogénio e lipideo muscular foram muito baixas e
estavam abaixo dos limites de deteccio dos métodos utilizados, ndo sendo possivel
registra-las. As andlises de glicogénio e lipideo hepético ndo puderam ser realizadas por
falta de material.

Dentre os  parametros  hematolégicos, o hematdcrito  aumentou
significativamente 24, 48 e 72 horas apds o transporte (24,4; 23,48 e 22,35 %,
respectivamente). Os valores mais baixos foram registrados no grupo controle, zero e 96

horas (18,6; 17,5 e 17,2 %, respectivamente) (Figura 9).
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Figura 9: Hematdcrito (%) de pintados transportados em sacos plasticos por 12 horas.
Controle — sem transporte; 0 hora — logo apds transporte, 24, 48, 72 e 96 horas apds o
transporte. Valores sdo médias + DP (n=9). Letras diferentes indicam diferencgas entre

os tratamentos (P<0,05, teste de Duncan).

O nimero de células vermelhas (RCB) apresentou aumento significativo 24, 48
e 72 horas apés transporte (2,3; 2,5; 2,5 e 2,4 10%mm’ ), mas que ndo foi diferente do
controle (2,3 10%mm?). Os menores valores foram registrados no 0 e 96 horas (2,0 e

2,010%mm’, respectivamente) (Figura 10).
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Figura 10: Ndmero células vermelhas (10%mm>) de pintados transportados em sacos
plasticos por 12 horas. Controle — sem transporte; 0 hora — logo apds transporte, 24, 48,
72 e 96 horas apds o transporte. Valores sdo médias + DP (n=9). Letras diferentes

indicam diferencas entre os tratamentos (P<0,05, teste de Duncan).

O volume corpuscular médio (VCM) apresentou aumento significativo 24 horas
ap6s o transporte (96,5 p3), e uma reducdo no grupo controle (79,4 p3), mas estes
valores ndo diferiram dos valores obtidos nas amostragens de 0, 48 e 96 horas (84,9;

85,9; 82,4 ¢ 83,5 %) (Figura 11).
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Figura 11: Volume corpuscular médio (p3 ) de pintados transportados em sacos plésticos
por 12 horas. Controle — sem transporte; O hora — logo apds transporte, 24, 48, 72 e 96
horas apds o transporte. Valores sdo médias + DP (n=9). Letras diferentes indicam

diferencas entre os tratamentos (P<0,05, teste de Duncan).

As concentracdes de hemoglobina apresentaram valores mais altos nos tempos
24,48 e 72 horas (7,4; 7,4 e 7,7 g/dL, respectivamente). O menor valor foi registrado as
96 horas (6,1 g/dL), mas este ndo diferiu dos valores do grupo controle e da coleta de

zero hora (6,4 e 6,4 g/dL) (Figura 12).
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Figura 12: Hemoglobina (g/dL) de pintados transportados em sacos pldsticos por 12
horas. Controle — sem transporte; 0 hora — logo apés transporte, 24, 48, 72 e 96 horas
apo6s o transporte. Valores sao médias £ DP (n=9). Letras diferentes indicam diferengas

entre os tratamentos (P<0,05, teste de Duncan).
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Discussao

O presente estudo, assim como estudo anterior sobre transporte de pintado
(Fagundes e Urbinati, 2008), mostrou que este procedimento € um processo estressante
para a espécie, como tem sido para outras (Carneiro e Urbinati, 2001; Gomes et al.,
2003; Urbinati et al., 2004; Takahashi et al., 2006; Abreu et al., 2008; Carneiro et al.,
2009), podendo levar a alteracdes fisioldgicas e metabdlicas cldssicas da respostas de
estresse (Barton e Iwama, 1991; Wendeelar Bonga, 1997).

Os valores de cortisol sanguineo tém sido bastante utilizados para identificar a
intensidade do estresse em peixes (Barton e Iwama, 1991; Wendeelar Bonga, 1997). O
perfil da resposta do cortisol € bastante variado até mesmo para uma mesma espécie
(Urbinati e Carneiro, 2004), do mesmo modo que o tempo de retorno a valores
considerados controle também sdo variados e diferem de espécie para espécie.
Matrinxas submetidos ao transporte em diferentes densidades por quatro horas
apresentaram um aumento nos niveis de cortisol apds o transporte retornando aos
valores do controle em 24 horas (Abreu et al., 2008). Salmdes submetidos ao transporte
apresentaram aumento do cortisol apds transporte, mas ndo retornaram as condicdes
basais em 48 horas (Iversen et al., 1998). Jundids (Rhandia quelen) transportados em
diferentes densidades, por um periodo de quatro horas, apresentaram elevacdo nos
niveis séricos de cortisol apds o transporte, na maior densidade, em relagdo ao controle,
sendo que a recuperacdo ocorreu em 24 horas (Carneiro et al., 2009). No presente
estudo os niveis de cortisol ndo apresentaram diferenca estatistica, mas foi observado
um claro perfil de aumento nos valores do cortisol apds o transporte acompanhado por
uma queda progressiva, vindo a alcangar valores inferiores ao controle com 48, 72 e 96
horas ap6s o manejo. O estudo anterior com transporte de pintado havia mostrado esse
perfil de reducdo até 48 horas, sugerindo exaustdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-
interrenal como resultado da hiperatividade do sistema e incapacidade de compensagdo
nesse periodo. O presente estudo confirma esse perfil que se estende até 96 horas apds o
transporte.

Com relagdo a glicose sanguinea, os peixes do presente estudo apresentaram um
aumento significativo nos niveis de glicose plasmatica logo apds o transporte (zero
hora, chegada), confirmando a resposta metabdlica secundéria do estresse, e a glicose
como fonte de energia para a demanda aumentada dos peixes por acdo direta no figado

(Mazeaud e Mazeaud, 1981; Wendelaar Bonga, 1997; Mommsen et al., 1999), resposta

76



encontrada também em outros estudos sobre transporte de peixes (Carneiro e Urbinati,
2001b; Gomes et al., 2003; Urbinati et al., 2004; Brandao et al., 2006; Takahashi et al.,
2006; Abreu et al., 2008; Carneiro et al., 2009). Os valores de glicemia sé retornaram
aos valores basais 72 horas apds transporte. Para mesma espécie e condigcdo
experimental, Fagundes e Urbinati (2008) encontraram perfil diferente, onde os valores
glicémicos apresentaram uma redu¢do na chegada. Entretanto, comparando os valores
basais de glicemia nos dois experimentos, observa-se que no experimento anterior os
peixes controle tinham glicemia em torno de 140 mg/dL, que poderia caracterizar um
padrdo sazonal ou uma situacao de estresse ja existente. No presente estudo, os valores
controle ndo chegavam a 30 mg/dL e os valores de pico foram de 50 mg/dL. Uma
condicdo semelhante nos dois estudos foi a demora na recuperagao dos valores alterados
da glicemia que poderia ser um indicador do aproveitamento de outras fontes de energia
pelo pintado, tais como lipideos ou proteina, considerando o hébito alimentar carnivoro
da espécie.

Analisando-se os indicadores metabdlicos estudados, observa-se que os estoques
de glicogénio e lipideo do figado eram tao baixos que nao puderam ser registrados pelos
métodos utilizados, enquanto que o lipideo muscular aumentou apds o transporte,
voltando a valores proximos ao controle com 24 horas. O redirecionamento de fonte
energética para uso do musculo pode ser um indicativo de importancia desta fonte para
o pintado. Os niveis de 4cidos graxos poderiam confirmar esse uso, mas o estudo nao
determinou esse metabdlito. Os outros lipideos analisados foram os triglicérideos
séricos que ndo mostraram muita alteracao e cujo aumento a partir de 72 horas pode ser
indicativo da ingestdo de alimento, que foi restabelecida 48 horas apds o transporte. Os
niveis séricos de colesterol aumentaram apds o transporte e pode ser associado ao
aumento do cortisol ji que o colesterol € precursor para a sintese dos hormdnios
esterdides (Wedemeyer, 1970). No caso da proteina sérica, houve um aumento apds o
transporte que se manteve até 72 horas, reduzindo a valores inferiores ao controle em 96
horas. Assim como o colesterol, este aumento pode estar associado ao aumento de
cortisol, visto que este esterdide € transportado na corrente sanguiea por proteinas
especificas (Mommsen et al., 1999).

Distiirbios osmoregulatorios podem ser induzidos pelo estresse e cada espécie de
peixe tem a capacidade de regular as concentragdes internas de seus fluidos dentro de
certos limites, sendo uma caracteristica do estresse a extrapolagdo destes limites

(McDonald e Milligan, 1997). A elevacdo nos niveis de adrenalina induz o aumento da
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permeabilidade do epitélio das branquias a passagem da dgua, levando a mudanga nos
niveis de eletrélitos sanguineos em ambientes hiper ou hipotonicos (Cech, et al. 1996).
Sabe-se que o cortisol tem agdo sobre a regulacdo idnica em teledsteos, juntamente com
outros hormonios, como as catecolaminas e a prolactina (Eddy, 1981).

Os niveis de cloreto sérico estavam reduzidos apds o transporte, a valores que
permaneceram até 96 horas apds transporte, sugerindo perda idnica do sangue para o
meio externo hipotonico, possivelmente por efeito do aumento da perfusdo nas
branquias ocasionada por acdo adrenérgica na circulacdo sanguinea (Eddy, 1981; Cech
et al., 1996; McDonald e Milligan, 1997). Resultados semelhantes de reducdo apods
transporte foram encontrados para mesma espécie (Fagundes e Urbinati, 2008), para
matrinxa (Brycon amazonicus) (Carneiro e Urbinati, 2002; Abreu et al., 2008), para
pacu (Piaractus mesopotamicus). Matrinxa tiveram recuperacao nos niveis de cloreto 24
horas depois da chegada do transporte (Carneiro e Urbinati, 2001ab e Urbinati et al.,
2004).

Segundo Morgan e Iwama (1997), os parametros hematoldgicos também sdo
utilizados como indicadores de estresse em peixes. As mudangas no hematdcrito
durante respostas de estresse indicam hemoconcentracdo ou hemodilui¢cdo devido aos
distirbios osmorregulatdrios. Os animais transportados tiveram aumento do hematdcrito
24, 48 e 72 horas apés o transporte, que foi acompanhado pelo aumento no nimero de
células vermelhas e hemoglobina, sugerindo tentativa do organismo de buscar maior
aporte de oxigénio para maximizar o uso do substrato energético oxidativo. Salmado
Atlantico (Salmo salar L.) submetido ao transporte também apresentaram aumento nos
valores do hematdcrito (Iversen, et al., 1998). Fagundes e Urbinati (2008) ao
submeterem juvenis de pintado ao transporte por 12 horas encontraram aumento no
hematdcrito 12 e 24 horas ap6s transporte que foi acompanhado pela elevagdao no
nimero de células vermelhas e concentragdo de hemoglobina. J4 juvenis de jundia
(Rhamdia quelen) submetidos a estresse cronico apresentaram diminui¢do nos valores

do hematdécrito e do numero de células vermelhas (Barcellos et al., 2004).
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Conclusao

Pode-se verificar que os animais transportados apresentaram alteracdes
metabdlicas, osmoregulatdrias e hematolégicas compativeis com um quadro de estresse,
como ja se era esperado. Os resultados sugerem também, que estd espécie parece
utilizar outra fonte de energia, que ndo a glicose para suprir as necessidades energéticas

em situacdes estressantes.
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CAPITULO IV
O fotoperiodo e sua importancia na fisiologia do pintado (Pseudoplastystoma

COrruscans)
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Resumo

Poucos sao os estudos avaliando o efeito da luminosidade ou do fotoperiodo em
respostas de estresse em peixes nativos. Em geral, esses estudos abordam outros
aspectos da criacdo. O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas fisiologicas do
pintado (Pseudoplatystoma corruscans) quando submetido a luz continua (24L:0E) e a
escuriddo total (OL:24L) por um periodo de 24 horas. Foram utilizados 66 juvenis de
pintado com peso e comprimento médio de 70,15 + 18,2 g e 25,28 + 2,18 cm,
distribuidos em 33 caixas (n=6). As coletas do material biol6gico foram realizadas ao
término das 24 horas de exposicao (0 hora), 24, 48, 72 horas e 1 semana apds. Os niveis
séricos de cortisol ndo foram diferente estatisticamente, embora os valores dos animais
submetidos a luz continua fossem numericamente mais elevados em relagdo aos que
permaneceram em total escuriddo e ambos reduzidos em relacdo ao controle. A
glicemia, ndo apresentou diferenca estatistica embora tenha sido reduzida nos animais
mantidos em ambiente escuro. Nao foi observado alteracio osmorregulatéria e o
hematdcrito, nimero de células vermelhas e concentragdo de hemoglobina mostraram o
mesmo perfil, tendendo ser maiores nos peixes expostos ao ambiente com luz constante.
Os resultados sugerem que o pintado, espécie que apresenta hdbitos noturnos, apresenta

resposta fisiolégica moderada as mudancas do fotoperiodo.

Palavras Chave: Pintado, cortisol, fotoperiodo, glicemia, luz, escuro.
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Abstract

Few studies have been evaluating the effect of photoperiod on stress of native
fish. The aim of this study was to assess physiological responses of pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) submited to continuous light (24L:0D) and darkness
(OL:24D) during 24 h. A total of 66 juvenile fish (70.15 + 18.2 g and 25.28 + 2.18 cm)
were distributed in 33 boxes (n=6). Samplings were performed at the completion of the
24h photoperiod exposure (zero hour), 24, 48, 72 horas and one week after. Blood
cortisol did not differ statistically but in fish submitted to continuous light values were
numerically higher compared to those of fish submitted to darkness and both compared
to control. Blood glucose did not show statiscal diference but lower levels had been
seen in fish under darkness. No osmorregulatory disturbance was seen. Hematocrit,
number of red cells and hemoglobin showed the same profile trending to be higher in
fish exposed to continuous light. Results suggest that pintado, nocturnal species,

presents moderate responses to the photoperiod changes.
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Introducao

A aquicultura € uma atividade com maior representatividade na producdo de
proteina de origem animal, que gera receita de milhdes de ddlares para varios paises
(Bezerra et al., 2008). Desde 1970, esta atividade vem crescendo com média de 9,2% ao
ano, superando a producdo de outros animais que cresce apenas 2,8% ao ano (Assad,
2004).

Atualmente o Brasil € considerado o pais com maior potencial para o
desenvolvimento da aquicultura no mundo, pelo clima quente o ano todo, na maior parte
do pais, a abundancia de recursos hidricos, as grandes safras de grdos e a grande
diversidade de espécies com potencial para criagdo, dentre as quais se destaca o pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) e o cachara (Pseudoplatystoma fasciatum) (Rotta e
Gonda, 2004).

O pintado pertence a familia dos Siluriformes e é amplamente conhecido como
surubim. E uma espécie nativa brasileira cujo cultivo encontra-se em franca expansio
(Campos, 2005), embora sua producdo ainda seja baixa, ao redor de 1245,5 toneladas,
concentrada na regido Centro-oeste (IBAMA, 2007). A espécie possui boas
caracteristicas zootécnicas (Gongalves e Carneiro, 2003), atingindo 2,0 kg/ano, tamanho
estabelecido pelo mercado consumidor (Campos, 2005). Sua carne é considerada
produto nobre, tanto pelo sabor como pela auséncia de espinhos intramusculares, sabor
pouco acentuado e baixo teor de gordura (Sato et al., 1997).

O pintado € um peixe de hédbito alimentar noturno (Agostinho et al., 2004), e
durante o dia permanece em repouso no fundo do rio ou dos ambientes de criacdao
(Campos, 2005). Estudo realizado por Fagundes e Urbinati (2008) mostrou que tanto a
exposicao a luz continua quanto a escuridao parecem afetar negativamente a resposta de
estresse no pintado.

Sdo poucos os estudos avaliando o efeito da luminosidade ou do fotoperiodo em
respostas de estresse em peixes. Em geral, esses estudos abordam outros aspectos da
criacdo. Alguns estudos foram realizados com relacdo a intensidade luminosa
(Stefansson et al., 1993; Duray et al., 1996; Pereira, 2001; Freiden et al., 2006), com
cores (Loukashkin e Grant, 1959; Heichenbach-Klinke, 1982; Volpato, 2000; Barcellos
et al., 2009) e fotoperiodo (Reynalte-Tataje et al., 2002; Trotter et al., 2003; Bezerra et

al., 2008) a fim de avaliar possiveis consequéncias na criagao de peixes.
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De acordo com Pereira (2001), muitas espécies eclodem com olhos sem
pigmentacdo, sendo considerados ndo funcionais, tanto histologicamente como
comportamentalmente. Porém, no inicio da alimentagdao exdgena (captura de alimentos
externos), todas as espécies apresentam olhos funcionais, permitindo que a larva
comece a capturar alimento. Embora no inicio da vida a visao seja reduzida, ela melhora
com o crescimento do animal. Segundo o mesmo autor, juntamente com a cor, a
luminosidade interfere diretamente na captura de alimentos, na sobrevivéncia € no
crescimento de larvas. Algumas espécies, no meio ambiente, apresentam picos de
alimentacdo em hordrios como no raiar do sol, indicando a necessidade de uma
moderada intensidade luminosa.

O fotoperiodo € um dos fatores que apresenta maior influéncia sobre o biorritmo
dos animais, afetando o ganho de peso, a ingestdo de alimentos, o gasto de energia, a
atividade de locomocgdo, dentre outros pardmetros fisiolégicos (Biswas e Takeuchi,
2002).

Feiden et al. (2006) relataram que o controle de fatores como luminosidade,
fotoperiodo, turbidez e temperatura da dgua, e utilizacdo de refigios podem contribuir
para a redugdo do canibalismo em larvas e juvenis. J4 ambientes iluminados favorecem
a predagdo (Duray et al., 1996). Larvas de surubim do Iguacu (Steindachneridion sp.)
apresentaram melhor desenvolvimento, maior sobrevivéncia e menor taxa de predagao
em ambientes escuros e sem refugio (Freiden et al., 2006).

Salmdes “chinook” submetidos a simulacdo de transporte e protegidos da luz
apresentaram uma reducdo de 25% na resposta hormonal de estresse, quando
comparados aos nao protegidos (Wedemeyer, 1985). Larvas de bacalhau do Atlantico
(Gadus morhua) tiveram melhor crescimento e sobrevivéncia em ambientes com
elevada intensidade luminosa e em fotoperiodos de 24L:0E (Puvamendran e Brown,
2002), do mesmo modo, larvas de Paralichthys lethostigma (Moustakas et al., 2004) e
juvenis de Melanogrammus aeglefinus (Trippel e Neil, 2002) tiveram melhor
desempenho produtivo quando exposto a 24 horas de luz.

Campagnolo e Nufer (2008) submeteram larvas de pintado a diferentes
fotoperiodos (Luz:Escuro — 0:24, 10:14, 14:10 e 24:0) e observaram que apds cinco dias
de experimento as respostas de crescimento e sobrevivéncia dos animais apresentavam
relacdo inversa ao aumento do fotoperiodo. Ja entre o 5° e 10° dia, houve uma tendéncia
a maior sobrevivéncia nos fotoperiodos intermedidrios, mas foram registrados

sobrevivéncias semelhantes no intervalo entre 0:24 e 14:10 no 10° dia. O maior ganho
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de peso foi observado nos periodos intermedidarios, sugerindo influéncia do fotoperiodo
sobre mudancas durante a criagdo. Luchiari et al. (2009) testaram o efeito da luz
monocromadtica em juvenis de Sander lucioperca e observaram que a presenga de
comprimentos de onda mais longos no ambiente de criagdo pode melhorar a eficiéncia
alimentar e o crescimento de peixes.

Segundo Pereira (2001), tanques com larvas de pintado podem ter fundo branco,
mas devem ser mantidos em baixa luminosidade, sendo coberto por tela. O mesmo autor
também afirma que larvas de tambaqui criadas em tanques de cor verde claro podem
apresentar uma sobrevivéncia sete vezes maior € peso médio 50% maior, do que quando
criadas em tanque marrom escuro, sob condi¢cdes ambientais estressantes.

A maioria dos peixes é sensivel a cor, mas ndo da mesma forma que os humanos
e nem todos percebem a mesma faixa espectral. Alguns tipos de trutas possuem trés
cones (vermelho, verde e azul) semelhantes aos humanos, mas outros peixes como o
Micropterus salmoides, a perca (Perca sp), o “crappie” (Pomoxis sp), o ‘“zander”
(Stizostedion lucioperca), bluegills (Lepomis macrochirus) e o “walleye” (Sander
vitreus) possuem apenas dois cones pigmentados (vermelho e verde), ja carpas
apresentam quatro tipos de cones vermelho, verde e azul além de um para deteccdo da

luz ultravioleta. (Jones, 2006).
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Objetivo

O objetivo deste trabalho foi avaliar algumas respostas fisioldgicas de estresse

do pintado submetido a luz e ao escuro por um periodo de 24 horas.
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Material e Método

Foram utilizados 66 juvenis de pintado (Pseudoplatystoma corruscans) com
peso e comprimento médio de 70,15 + 18,2 g e 25,28 + 2,18 cm, respectivamente. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em 33 caixas pretas de polietileno de 60 L
(dois animais por caixa), sem sombrite, com sistema de circulacdo de dgua constante e
aeracdo. A temperatura média foi de 27,1 £ 0,25 °C, oxigénio dissolvido 6,5 + 0,19
mg/mL. Antes de iniciar o experimento, os animais foram expostos a um regime de 12
horas de luz e 12 horas de escuriddo durante sete dias, nas mesmas unidades
experimentais. Os animais foram alimentados com racdo comercial (40% de proteina
bruta) uma vez ao dia entre as 18:30 e 19 horas, até adaptacdo que foi considerada
quando os animais comegaram a se alimentar regularmente.

Depois de aclimatados, todos os animais permaneceram em jejum de 24 horas
antes da realizacdo do experimento, onde foram expostos as diferentes condi¢des de
luminosidade. Um grupo foi exposto a luz continua (lampadas fluorescentes de 1200
lux, medido com luximetro na superficie das caixas) e outro grupo permaneceu em total
escuriddo por um periodo de 24 horas, enquanto um grupo foi mantido nas mesmas
condi¢Oes da aclimatacdo (12L:12E), sendo considerado o grupo controle. Ao término
das 24 horas todos os animais voltaram a regime de 12L.:12E.

Ap6s o término do periodo de exposicao as diferentes luminosidades, os peixes
foram amostrados as 0 horas (ao findar as 24 horas de exposi¢do) 24, 48, 72 horas e 1
semana depois, sendo coletado trés caixas (n=6). Os animais foram anestesiados com

benzocaina (75 mg/L) para coleta de material biolégico e realizacdo da biometria.

Amostragem e métodos de analise

O sangue dos peixes foi coletado por pun¢do do vaso caudal. Uma aliquota foi
separada em microtubos contendo 15uLL EDTA e fluoreto de potdssio, para andlise de
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM) e contagem de células
vermelhas (RCB) (Celm CC 550). Uma amostra foi centrifugada (3000 rpm por 10 min
a 4°C) para obtencdo de plasma e andlise de glicemia (Kit Labtest). O restante do
sangue foi colocado em outro microtubo e ficou em repouso por um periodo de duas

horas para separac¢do do soro, o qual foi congelado para posterior andlise de cloreto (kit
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Labtest), osmolaridade (Vapor Pressure Osmometer WESCOR) e cortisol
(Radioimunoensaio — kit DSL).
Ap6s coleta do material biolégico, os animais foram pesados e medidos, antes

de retornarem as caixas de recuperacdo até as amostragens seguintes.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x5+1, composto por dois fatores (luz e escuriddo), cinco tempos de
amostragem (0 24, 48, 72 horas e 1 semana) e testemunha. Os resultados obtidos foram
analisados por ANOVA, utilizando-se o programa SAS. As médias foram comparadas

pelo teste de Tukey, com nivel de 5% de significancia.
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Resultados

Na auséncia de diferenca significativa nos parametros analizados entre os

regimes de luz e os tempos de coletas os dados foram agrupados.

Os valores de cortisol sérico ndo apresentaram diferencas estatisticas, embora
haja uma diferenga numérica entre os animais expostos a luz continua (13,6 ng/mL) e os
que permaneceram em total escuriddo (9,6 ng/mL). Nos demais tempos coletados (0,
24, 48, 72, 96 e 1 semana), com exce¢ao de um valor mais alto na coleta de uma
semana, observa-se uma relativa constancia entre as concentracdes de cortisol (10,7;

10,2; 11,8; 10,7; 17,0 e 19,6 ng/mL, respectivamente) (Figural).

30,0 ¢
25,0

20,0

15,0 1

Cortisol sérico (ng/mL)

5,0

0,0

Controle Luz continua  Escuriddo Oh 24h 48h 72h 1 semana
Tempos de amostragem

Figura 1: Cortisol sérico (ng/mL) de pintados submetidos a exposicdo continua de luz e
escuriddo por 24 horas, apds a exposi¢do a diferentes luninosidades (0, 24, 48, 72 horas

e 1 semana depois).. Valores sao médias + DP (n=5).

Os niveis de glicose plasmatica ndo foram estatisticamente diferentes em relagdo
aos niveis registrados em condi¢des de luz continua e escuriddo (35,9 e 33,7 mg/dL) e
os tempos de coletas 0, 24, 48, 72 horas e 1 semana entre si (32,9; 36,6; 32,3, 33,6 ¢
38,1 mg/dL, respectivamente) e em relacio ao controle (33,5 mg/dL) (Figura 2).
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Figura 2: Glicose plasmética (mg/dL) de pintados submetidos a exposi¢do continua de
luz e escuriddo por 24 horas, apés a exposi¢dao ao estressor (0, 24, 48, 72 horas e 1

semana depois). Valores sdo médias + DP (n=6).

Os niveis de cloreto plasmdtico ndo apresentaram diferencas significativas
quando comparados aos niveis obtidos em condi¢des de luz continua e escuridao (120,1
e 120,9 mEg/L). Também nao houve diferenga entre os tempos das coletas de 0, 24, 48,
72 horas e 1 semana ( 115,5; 114,6; 119,8; 125,6, 126,1 mEq/L, respectivamente) e o
grupo controle (109,0 mEq/L) (Figura 3).
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Figura 3: Cloreto sérico (mEqg/L) de pintados submetidos a exposi¢do continua de luz e
escuriddo por 24 horas, apds a exposi¢do ao estressor (0, 24, 48, 72 horas e 1 semana

depois).. Valores sdao médias + DP (n=6).

A osmolaridade sérica ndo apresentou diferenca estatistica quando comparadas
as condi¢des de luz continua e escuro (2449 e 263,7 mmol/kg) e os tempos de coleta 0,
24, 48, 72 horas e 1 semana (271,9; 257,3; 234,5; 256,3 e 255,5 mmol/kg) e controle
(252,2 mmol/kg) (Figura 4).
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Figura 4: Osmolaridade sérica (mmol/kg) de pintados submetidos a exposicao continua
de luz e escuriddo por 24 horas, apds a exposicao ao estressor (0, 24, 48, 72 horas e 1

semana depois).Valores sdo médias + DP (n=6).

Dentre os parametros hematoldgicos, o hematdcrito ndo apresentou diferenga
estatistica quando comparadas as condi¢des de luz continua e escuriddo (28,1 e 25,5%),
independente do tempo de coleta, mas apresentou um aumento significativo quando
comparados os tempos de coleta, independente do tratamento aplicado aos peixes. O
maior valor foi registrado as 24 horas (30,8%) e o menor as 72 horas (23,3%), embora
ambos ndo fossem estatisticamente diferentes dos valores registrados 0, 48 horas e 1
semana depois (24,0; 29,8 e 25,9 %). Nao houve diferenca também em relacdo ao grupo

controle (23,9 %) (Figura 5).
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Figura 5: Hematdcrito (%) de pintados submetidos a exposi¢do continua de luz e
escuriddo por 24 horas, apds a exposi¢ao ao estressor (0, 24, 48, 72 horas e 1 semana
depois). Valores sao médias £ DP (n=6). Letras diferentes indicam diferencas entre os

tratamentos (P<0,05, teste de Tukey).

O ndmero de células vermelhas (RCB) ndo apresentou diferenca entre as
condicdes de luz continua e escuriddao (3,0 e 2,7 106/mm3), mas apresentou aumento
uma semana apds os tratamentos (3,3 106/mm3), que nao foi diferente estatisticamente
dos valores de 24 e 48 horas (3,2 ¢ 3,0 106/mm3). Houve redugdo as 72 horas (2,3
10%/mm® ) em relacdo aos valores obtidos a zero e 48 horas (2,5 e 3,0 106/mm3), sem

diferenca em relacdo ao grupo controle (2,3 10°/mm?) (Figura 6).
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Figura 6: Nimero de células vermelhas (10®/mm®) de pintados submetidos a exposicdo
continua de luz e escuridao por 24 horas, apds a exposicao ao estressor (0, 24, 48, 72
horas e 1 semana depois). Valores sdo médias + DP (n=6). Letras diferentes indicam

diferencas entre os tratamentos (P<0,05, teste de Tukey).

O volume corpuscular médio (VCM) apresentou aumento significativo quando
comparadas as condi¢des de luz continua e escuriddo (94,5 e 97,1p°). J4 em relagio aos
tempos de amostragem, houve um aumento significativo as 72 horas (103,9 p*) com
relacdo a 0, 24 horas (98,2 e 98,6 pS), mas ambos ndo apresentaram diferenca em
relagdo aos valores de 48 horas (100,7 p*). Houve redugdo significativa apés 1 semana
(78,3 1) em relacdo a todas as coletas anteriores. Quando comparados ao grupo
controle (103,1 u*), tanto os dados obtidos ap6s exposicdo 2 luz continua e 2 escuriddo,
como os dados obtidos na coleta de 1 semana (94,5; 97,1 e 78,3 p3, respectivamente)

apresentaram diferencas estatisticas (Figura 7).
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Figura 7: Volume corpuscular médio (p3) de pintados submetidos a exposicao continua
de luz e escuriddo por 24 horas, apds a exposicao ao estressor (0, 24, 48, 72 horas e 1
semana depois). Valores sdao médias + DP (n=6). Letras diferentes indicam diferencas
entre os tratamentos (P<0,05, teste de Tukey). * e ** indicam diferenca significativa em

relacdo a testemunha a 5 e 1 %, respectivamente.

Os valores de hemoglobina nos peixes expostos a luz continua foram maiores
que nos peixes mantidos na escuriddo independente do tempo de coleta (9,5 e 7,9 g/dL,
respectivamente). Em relacdo aos tempos de amostragem, houve flutuagdes, sendo que
os valores registrados a 0 e 72 horas (7,3 e 7,0 g/dL) foram significativamente mais
baixos em relagdo aos valores obtidos apds 1 semana (10,3 g/dL), mas sem significancia
em relacdo a 24 e 48 horas (9,6 e 9,4 g/dL). Nenhum grupo apresentou diferenca quando
comparado ao controle (7,6 g/dL) (Figura 8).
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Figura 8: Hemoglobina (g/dL) de pintados submetidos a exposi¢do continua de luz e
escuriddo por 24 horas, apds a exposi¢ao ao estressor (0, 24, 48, 72 horas e 1 semana

depois). Valores sao médias £ DP (n=6). Letras diferentes indicam diferencas entre os

tratamentos (P<0,05, teste de Tukey).
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Discussao

A maioria dos peixes sdo predadores visuais e precisam de um minimo de
intensidade luminosa para crescer normalmente (Boeuf e Le Bail, 1989). Muitos fatores
afetam a estratégia alimentar dos peixes, sendo a luz um dos mais importantes por
influenciar a periodicidade dos ritmos bioldgicos (Biswas e Takeuchi, 2002), como
acontece com o Salmao do Atlantico (Salmo salar), que apresenta maior consumo de
alimento e crescimento quando exposto a dias longos (Stefansson et al., 1989). Existem,
também, peixes com atividade noturna que se alimentam e crescem melhor em completa
escuriddo como o Salvelinus alpinus (Jorgensen e Jobling, 1989) e a maioria dos bagres
(Burton, 1996). Por outro lado, a luz pode interferir em respostas de estresse
(Wedemeyer, 1985) e no comportamento agressivo dos peixes (Almazdn-Rueda et al.,
2005) e na taxa de canibalismo, como observado para o bagre africano (Pienaar, 1990).

No presente estudo, juvenis de pintado foram expostos por 24 horas a luz
continua e a escuriddo total, mas ndo se observou alteragdo significativa nos niveis
séricos de cortisol, embora os valores nos animais submetidos a luz continua fossem
numericamente mais altos em relacdo aos que permaneceram em total escuriddo e
ambos reduzidos em relagdo aos peixes que passaram pelo ciclo de claro e escuro. Em
estudo anterior (Fagundes e Urbinati, 2008), juvenis da mesma espécie foram
submetidos a esquema de iluminagdo semelhante e os resultados de cortisol tiveram
perfis de secrecdo parecidos, embora, no presente estudo, a exposi¢do foi feita usando
uma fonte de 1200 lux e no estudo anterior 435 lux. Adicionalmente, a avaliacdo pds-
exposi¢ao aos regimes de luz se prolongou por uma semana enquanto no outro estudo
os peixes foram amostrados apenas ao final da exposi¢ao de 24 horas. Neste caso,
observou-se que os niveis séricos do hormonio s voltaram a valores préximos ao
controle, uma semana apds retorno as condi¢des normais de fotoperiodo. Em salmdes,
observou-se uma reducao de 25% da resposta hormonal de estresse quando protegidos
da luz, em comparagdo aos ndao protegidos durante uma simula¢do de transporte
(Wedemeyer, 1985).

No caso do pintado, os valores mais baixos de cortisol sérico foram observados
apos a exposi¢cdo dos peixes ao ambiente sem luz, sugerindo que a auséncia de luz tem
um papel importante no comportamento e no bem estar desta espécie, como também
observado em estudo feito com bagre africano (Clarias gariepinus) que mostrou que, a

medida que as horas de luz aumentavam em um ciclo de 24 horas, os peixes se
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tornavam mais agressivos e estressados, em relagdo a peixes expostos a reducdo do
nimero de horas de luz. Sob periodos mais longos de exposicao a luz, os peixes
apresentavam atividade natatéria mais intensa, maior agressividade e niveis mais
elevados de cortisol. O aumento da luz no ciclo de 24 horas mostrou que os animais
ficavam mais agressivos comparados aos expostos a um nimero reduzido de horas luz.
Os animais expostos ao periodo de O6E:18L apresentaram os maiores valores de cortisol
(Almazan-Rueda et al., 2005). No caso de Pagrus major, a exposi¢ao dos peixes a
quatro diferentes fotoperiodos nao afetou os niveis plasmaticos de cortisol (Biswas et
al., 2006).

No caso da glicemia ndo houve diferenca entre os diferentes tratamentos. No
estudo anterior com pintado, embora nao houvesse significancia na resposta encontrada
para essa varidvel, houve uma redugao nos valores de glicose quando os peixes foram
mantidos em ambiente escuro. O aumento dos niveis de glicose sanguineo é um
indicador de estresse em peixes (Morgan e Iwama, 1997), mas no caso do pintado o uso
deste indicador nao sugeriu condicdo estressante para os peixes.

Os indicadores de distirbios osmoregulatérios utilizados (cloreto e
osmolaridade) também ndo sugeriram condicdo de estresse nos peixes, pois ndo houve
diferencas entre os tratamentos, corroborando resultados j4 relatados para o pintado
(Fagundes e Urbinati, 2008).

Os parametros hematolégicos sao utilizados como indicadores de estresse em
peixes e indicam estado eritropoiético e necessidade tecidual de energia transportada
pelas hemdcias. Alteracdes nas concentracdes de hemoglobina sanguinea, no
hematdcrito € no ndmero de eritrécitos apds o estresse podem indicar uma
hemoconcentragdo ou hemodilui¢do por disfuncdo osmoregulatéria. No presente
experimento ndo se observou alteracdo osmorregulatéria e o hematdcrito, nimero de
células vermelhas e concentracdo de hemoglobina mostraram o mesmo perfil, tendendo
ser maiores nos peixes expostos ao ambiente com luz constante. No estudo anterior com
pintados submetidos a0 mesmo fotoperiodo o aumento do hematdcrio, do nimero de
células vermelhas e da concentracdo de hemoglobina também foram observados, e com
significancia estatistica (Fagundes e Urbinati, 2008). De acordo com Valenzuela et al.
(20006), trutas expostas a dois meses de luz constante tiveram aumento do nimero de
eritrécitos, que desapareceu cinco meses apds voltar ao fotoperiodo natural. Segundo os
autores, o aumento inicial destes parametros poderia ser um indicador de necessidades

metabolicas dos peixes.
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Em Pagrus major exposto a diferentes fotoperiodos ndo se observou alteracao

no hematdcrito (Biswas et al., 2006).
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Conclusao

Os resultados mostram que o pintado apresenta moderadas respostas fisioldgicas
a mudanca de fotoperiodo. Pelo fato dos animais que tiveram restricao de luz apresentar
uma menor resposta ao estresse, sugere-se que esta espécie sente-se mais confortdvel

em ambientes escuros.
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CAPITULO V
Uso de anestésicos para determinacdo de concentracdes apropriadas para anestesia

cirirgica no pintado (Pseudoplastystoma corruscans)
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Resumo

O crescimento da piscicultura faz com que o nimero de animais manejados
diariamente nas fazendas seja grande, porém estes procedimentos podem ser
traumaticos para os animais se realizados inadequadamente. Uma das técnicas utilizadas
para minimizar o estresse na manipulacdo dos peixes tem sido o uso de anestésicos. O
objetivo deste trabalho foi testar a efici€ncia de trés diferentes anestésicos (benzocaina,
2-fenoxietanol e eugenol) para o pintado (Pseudoplatystoma corruscans). Os juvenis de
pintados foram submetidos a banhos de anestésicos nas concentracdes de 25, 50 e 75
mg/L. de benzocaina, 0,2; 0,4; 0,8 mL/L de fenoxietanol e eugenol, até atingirem estigio
de anestesia cirdrgica. Foram avaliados os niveis séricos de cortisol que nao
apresentaram diferenca estatistica para a benzocaina e 2-fenoxietanol, j4 o eugenol
apresentou aumento destes niveis na menor dosagem quando comparada as demais. A
glicose plasmdtica ndo foi estatisticamente diferente na benzocaina, mas no 2-
fenoxietanol e no eugenol apresentaram o mesmo perfil onde os menores valores foram
encontrados na maior dosagem. Nos trés anestésicos testados, o hematdcrito apresentou
os maiores valores nas menores dosagens o que foi acompanhado pelo nimero de
células vermelhas e hemoglobina. Os tempos de inducdo apresentaram o mesmo perfil
para os trés anestésicos, e as menores concentragdes promoveram os maiores tempos. O
tempo de recuperagdo para benzocaina e 2-fenoxietanol ndo apresentaram diferenca
estatistica, mas o eugenol promoveu os maiores tempos nas concentracdes mais altas
caindo progressivamente conforme diminuiu a concentragdo. Todos os anestésicos
testados foram eficientes na inducdo do estdgio de anestesia cirdrgica. As concentracdes
de 75 mg/L de benzocaina e 0,8 mL/L de 2-fenoxietanol e eugenol apresentaram bons
tempos de indugdo e recuperacdo acompanhados dos menores niveis séricos de cortisol

e glicose plasmatica.

Palavra chave: Pintado (Pseudoplatystoma corruscans), benzocaina, 2-fenoxietanol,

eugenol, cortisol, anestesia peixes.
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Abstract

With the growth of aquaculture, a gretaer number of fish is handled in the
stations, but the farming practice can be traumatic to animals IF it were not done with
the appropriate handling. One of the techniques utilized to minimize the fish stress is the
use of anesthetics. The aim of this work was to test the efficience of three anesthetics
(benzocaine, phenoxyethanol and cloeve oil) in pintado (Pseudoplatystoma corruscans).
Fish were exposed to three anesthetic (25, 50 and 75 mg/L benzocaine; 0.2, 0.4 and 0.8
mL/L of phenoxyethanol and clove oil). Blood cortisol levels reduced as the eugenol
concentration increased, and the same profile was observed with phenoyethanol. No
difference was observed regarding benzocaine. Similarly, glucose reduced with the
anesthetics increased, being the lower levels found in the lower concentrations of both
anesthetics. Similar profile of reduction was seen regarding to benzocaine and eugenol
in hematocrit, number of red cells and hemoglobin. In all three anesthetics, the lowest
concentrations promoted the higher time of anesthetic induction. The recovery time did
not differ between benzocaine and phenoethanol, but colve oil showed the highest times
at the highest concentrations. All anesthetics tested induced surgical state of anesthesia
and concentrations of 75mg/L benzocaine and 0.8 mL/L 2-phenoxyethanol and clove oil
presented appropriate times of anesthetic induction and recovery at the same time of the

lowest blood levels of cortisol and glucose.

Key words: Pintado (Pseudoplatystoma corruscans), benzocaine, 2-phenoxyethanol,

clove oil, cortisol, anesthesia, fish
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Introducao

A piscicultura é uma atividade em franca expansdo no Brasil. O nimero de
animais manejados diariamente nas fazendas € bastante grande, porém nem sempre sao
empregadas as técnicas de manejo mais adequadas (Inoue e Moraes, 2007). Uma das
técnicas usadas para minimizar o estresse dos peixes durante a manipulagdo € o uso de
anestésicos (Ross e Ross, 1999; Griffiths, 2000; Carneiro e Urbinati, 2001b; Urbinati e
Carneiro, 2001; Small, 2003; Iversen et al., 2009). Varias s@o as drogas utilizadas como
anestésicos para peixes, entre elas a tricaina metanosulfato (MS-222), a quinaldina, 2-
fenoxietanol (Mgbenka e Ejiofor, 1998; Ross e Ross, 1999; Hovda e Linley, 2000), a
benzocaina (Gomes et al., 2001; Urbinati e Carneiro, 2001b) e o eugenol (Inoue e
Moraes, 2007).

A anestesia € um procedimento reversivel que provoca a perda de sensagdes em
todo ou em parte do corpo, e que resulta da depressdao da fun¢ao nervosa, causada por
um farmaco. Os anestésicos sdao agentes fisicos ou quimicos que, com o aumento da
exposicdo ou concentragcdo, primeiro acalmam (sedam), e depois causam a perda de
mobilidade, equilibrio, consciéncia e, finalmente, das agdes reflexas, por evitarem a
iniciacdo e condu¢do do impulso nervoso (Summerfelt e Smith, 1990).

A administrac@o dos anestésicos pode ser realizada de duas formas: por inalacao
e por via injetdvel, sendo a primeira a forma mais utilizada no Brasil (Roubach e
Gomes, 2001). A droga entra no sistema circulatério dos peixes através das branquias,
via sistema respiratério, podendo causar a perda da capacidade natatéria, ou seja,
imobilizacdo, com ou sem perda de consciéncia. Esta perda de consci€ncia dos peixes
implica na auséncia de resposta a estimulos, o que usualmente significa, também, a
perda de algumas acdes reflexas especificas (Summerfelt e Smith, 1990). Estudo recente
avaliou a viabilidade do eugenol como anestésico para o pirarucu por aspersdo direta
nas branquias, considerando que, por ser um animal de grande porte, a realizacdo de
banhos anestésicos, muitas vezes, ndo € possivel devido ao tamanho do animal e devido
ao risco de afogamento do peixe pulmonado. Além disso, € comum o relato de acidentes
envolvendo pancadas violentas em técnicos durante o manejo. O eugenol borrifado nas
branquias (30 a 60 mg/L) mostrou-se vidvel como anestésico para o pirarucu
(Honczaryk e Inoue, 2009).

Os procedimentos anestésicos devem ser realizados da forma mais eficiente
possivel, tanto do ponto de vista biolégico, anestesiando os peixes sem causar nenhum
problema no crescimento e na reprodugdo, como a utilizagdo de uma dose correta,
evitando desperdicios ou a morte dos animais por elevada concentracdo (Roubach e

Gomes, 2001).
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Sado considerados efeitos positivos do uso de anestésico a redugdo da atividade,
do estimulo visual, do consumo de oxigénio e da excre¢do de amonia (Wurts, 1995). Ja
como pontos negativos observa-se a perda de muco, irritacdo das branquias, danos na
cornea (Inoue et al., 2003), a reducdo da protecdo do peixe contra patdgenos
oportunistas e aumento da resposta de estresse (Carneiro e Urbinati, 2002).

Alguns fatores bioldgicos e ambientais podem influenciar a anestesia nos peixes.
Entre os fatores bioldgicos devem-se considerar as diferencas entre as espécies, como o
formato do corpo e tamanho da drea branquial, e as diferencas entre os peixes de uma
mesma espécie, tais como tamanho, variagdo na taxa metabdlica e quantidade de
gordura corporal. Entre os fatores ambientais de maior importancia na anestesia dos
peixes de dgua doce, destacam-se a temperatura e o pH. A temperatura determina a taxa
metabdlica do peixe; quanto mais alta, maior a taxa metabdlica e, consequentemente,
mais rdpida a inducdo. J4 o pH da 4gua estd diretamente ligado a eficiéncia de certos
anestésicos como quinaldina e com a reacdo estressante dos peixes a baixo pH quando
expostos ao MS-222 e 2-fenoxietanol (Roubach e Gomes, 2001; Zuccarelli e
Ingermann, 2005). Segundo Ross e Ross (1999), a anestesia pode também ser realizada
por hipotermia representando um método de anestesia sem utilizacdo de produtos
quimicos.

Cada anestésico vai exigir uma concentragdo diferente de acordo com o estagio
de sedacdo desejado e um tempo de exposi¢ao considerado adequado. Os estdgios vao
desde uma sedacdo leve até uma sobredose (Tabela 1), devendo estes serem
identificados pelo operador. O estdgio normalmente utilizado para biometria, manuseio
dos peixes e reprodutores € a anestesia profunda e este estdgio deve ser atingido entre
um e trés minutos. Para avalia¢des da sanidade e intervengdes cirdrgicas o estdgio € o de
anestesia cirurgica e este deve ser alcancado entre trés e cinco minutos. A recuperagcao
dos animais deve ser rdpida, e tempo inferior a cinco minutos € considerado adequado
(Roubach e Gomes, 2001). Sabe-se que a resisténcia e a tolerancia aos anestésicos
variam de individuo para individuo e que mesmo espécies afins podem diferir muito a
esse respeito (Hikasa et al., 1986).

No Brasil, o anestésico mais utilizado € a benzocaina (Gomes et al., 2001). A
benzocaina, em mamiferos, € um anestésico de uso local, mas em peixes € usado como
anestésico geral aplicado por imersao (Meinertz, 1999). Tem sido utilizada para
tranquilizacdo, analgesia e anestesia de peixes de vdrias espécies, tendo sido observada
margem de seguranga muito pequena entre a dose eficaz e a dose letal (Olfert et al.,
1993). Sabe-se também que os parametros farmacocinéticos da benzocaina aumentam
com a elevacdo da temperatura da 4gua (Meinertz, 1999), mas sua eficdcia ndo é afetada
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pela dureza nem pelo pH da dgua (Iversen et al., 2003). Segundo Ross e Ross (1999), a
exposicao a este formaco ndo implica em reducdo de crescimento e na atividade
reprodutiva do peixe. A benzocaina nao apresenta riscos ao manipulador (Roubach e
Gomes, 2001) e atende aos critérios estabelecidos por Ross e Ross (1999) como sendo
um anestésico ideal para peixes. De acordo com a literatura, a dosagem de benzocaina
indicada para tildpia € 25-100 mg/L (Coyle et al., 2004), para tambaqui (Colossoma
macropomum) 100-150 mg/L (Gomes et al., 2001), carpas 50 a 100 mg/mL, bacalhau
40 mg/L, salmao 25 a 45 mg/L e Morone saxatilis 55 a 80 mg/L (Olfert et al., 1993) e
lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) 100 mg/L (Gimbo et al., 2008).
Pampos (Trachinotus marginatus) foram expostos a 25, 50, 75, 100 e 150 ppm de
benzocaina e 25; 37,5; 50; 62,5 e 75 ppm de eugenol e concluiu-se que 50 ppm de
ambos qualificam tais substincias como bons anestésicos (Okamoto et al., 2009).
Antunes et al. (2008) testaram diferentes dosagens de benzocaina (100, 140, 180 e 220
mg/L) para carpas (Cyprinus carpio) e todas se mostraram seguras e eficientes. O
mesmo estudo afirma que partindo de uma dose minima de 125,79 mg/mL e peso
corporal de 147,45 g, um aumento no peso da carpa em 1 g, corresponde a um aumento
de 0,158 mg/L de benzocaina para se obter anestesia.

O ¢6leo de cravo € resultado da destilacao das folhas, flores (incluindo talo) da
arvore de cravo (Eugenia armotica) sendo a substancia ativa o eugenol (Keene et al.,
1998). O eugenol vem sendo utilizado como anestésico de peixes em vdrios paises, com
vantagens econdmicas e sem propriedades toxicas aparentes (Soto e Burhanuddin, 1995;
Inoue e Moraes, 2007).

O mecanismo exato de acdo do eugenol ainda nao foi completamente elucidado.
Porém, estudos in vitro indicam interacdo da droga com neurotransmissores envolvidos
na sensacao de dor, com efeito agonista sobre o dcido gama-aminobutirico (GABA) e
antagonista sobre o glutamato, que atua sobre os receptores N-metil-d-aspartato
(NMDA), ambos com grande importancia na transmissao da dor (Aoshima e
Hamamoto, 1999; Yang et al., 2003).

Estudo realizado com juvenis de matrinxas submetidos a 50, 62,5, 75, 100, 125,
150, 175 e 200 mg/L de eugenol mostrou que a droga € eficiente para a anestesia
profunda, sendo a concentracdo de 50 mg/L suficiente para indugdo (Vidal et al.,
2007a). Com tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus) exposta a diferentes concentragoes
de eugenol (50, 75, 100, 150, 200 e 250 mg/L) observou-se que 75 mg/L foram
suficientes para uma rdpida inducao (Vidal et al., 2008). Segundo Coyle et al. (2004), as
doses recomendadas para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) sao 10-120 mg/L e
carpa comum (Cyprinus carpio) 40-100 mg/L. Ja para juvenis de pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) e pacu (Piaractus mesopotamicus) sao recomendadas
50 mg/L (Vidal et al., 2006 e Gongalves et al., 2008), para bagre do canal (Ictalurus
punctatus) 100 mg/L (Coyle et al., 2004 ), para robalo flecha (Centropomus
undecimalis) 40 mg/L (Souza Junior e Alves Junior, 2006), para juvenil de lambari
(Astyanax altiparanae) 50 mg/L (Pereira-da-Silva et al, 2009), para juvenis de piavugu
(Leporinus macrocephalus) 37,5 mg/L (Vidal et al., 2007b) e para juvenis de dourado
(Salminus brasiliensis) 40 a 60 mg/L (Hisano, 2007). Vidal et al. (2007c) observaram
que nao houve influéncia do peso de juvenis de matrinxa (Brycon cephalus) e tambaqui
(Colossoma macropomum) sobre o tempo de indugdo e recuperacdo da anestesia, mas
houve diferenca entre as espécies, e o tambaqui apresentou maior tempo de inducao, e
de recuperacgdo do anestésico. O eugenol € um anestésico alternativo para peixes
bastante divulgado nos ultimos tempos por ser um produto natural (Honczaryk e Inoue,
2009), e pelo tempo de eliminacdo da corrente sanguinea dos peixes, que € de cerca de
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48 horas, sem a necessidade de um periodo de caréncia para consumo ou liberagao de
peixes previamente anestesiados no ambiente (Inoue e Moraes, 2007). Ja Kildea et al.
(2004) relataram que a eliminag@o do anestésico do tecido comestivel em peixes pré-
expostos ocorre em torno de 12 horas. Além de ser um anestésico seguro, de baixo
custo, grande eficdcia, ampla margem de seguranca para o peixe e auséncia de
toxicidade para o operador nas doses utilizadas para peixes, o 6leo de cravo apresenta
curto tempo de indugio e alto tempo de recuperagdo anestésica, ideais para
procedimentos mais demorados, comparado com o MS-222, nas mesmas concentracdes
(Keene et al., 1998).

O 2-fenoxietanol também tém sido usados para sedacdo de peixes, apesar de sua
baixa disponibilidade no mercado e alto custo. Sua solucdo € bactericida e fungicida e
por estas propriedades € indicado para procedimentos cirdrgicos. A indugdo € rdpida e a
recuperacdo muitas vezes € abrupta. Possui uma margem de seguranga adequada, pois
doses até duas vezes maior que a ideal ndo causam mortalidade (Roubach e Gomes,
2001), variando de 100 a 600 mg/L. As concentracdes de 300 a 400 mg/L sdo indicadas
para procedimentos curtos, € concentracoes mais baixas entre 100 a 200 mg/L sdo
seguras para sedacdes prolongadas, como em operagdes de transporte (Coyle et al.,
2004). O 2-fenoxietanol também pode ser usado em reprodutores, pois sua utilizacdo
nao causou problemas de mortalidade dos espermatozéides (Roubach e Gomes, 2001).
Seu mecanismo de a¢do ainda ndo é conhecido, mas envolve a expansdo da membrana
das células neuronais, sendo assim considerado um anestésico geral (Burka et al., 1997).
Inoue et al. (2004) avaliaram o tempo de indu¢@o em juvenis de matrinxa (Brycon
cephalus) submetidos a oito diferentes concentracdes e observaram que o tempo
diminuiu em func¢do das concentracdes do anestésico testadas no intervalo de 250 a 600
mg/L, sugerindo que o fenoxietanol é um anestésico seguro para juvenis dessa espécie
mesmo em elevadas concentracdes, como a de 600 mg/L.

Os critérios de escolha de um anestésico tém sido usualmente a disponibilidade e
o preco (Iwama e Ackerman, 1994). O anestésico ideal ndo deve ser toxico para peixes
e nem para manipuladores. Outro cuidado que se deve ter na utilizacdo dos anestésicos é
o tempo de eliminacdo do produto quando o peixe é destinado ao consumo.

Tabela 1: Estagios de anestesia e recuperacao (Ross e Ross, 1999).

Estagio Plano Descricao Descricao de comportamento
I 1 Sedagao Leve Responsivo a estimulos, mas reduz
movimento e ventilacdo diminuida.

2 Sedagdo profunda Como acima, algumas anestesias,
somente sio receptivas a estimulacao
bruta.

II 1 Anestesia leve Perda parcial de equilibrio. Boa
anestesia.

2 Anestesia profunda Perda total de tonus muscular, perda
total de equilibrio e ventilagdo quase
ausente.

I Anestesia Cirdrgica Como acima perda total de reacdo aos
estimulos, mesmo macigos.
v Colapso medular Ventilagdo cessa, parada cardiaca,

morte eventual. Sobredosagem
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Objetivo
O objetivo deste trabalho foi testar a eficiéncia de trés diferentes anestésicos

(benzocaina, 2-fenoxietanol e eugenol) para o pintado, visando atingir o estigio de

anestesia cirdrgica.

118



Material e Método

Para realizacdo deste experimento foram utilizados 72 juvenis de pintado
provenientes do Projeto Pacu (Campo Grande, MS) e adaptados as condicoes
experimentais por aproximadamente trinta dias, no Biotério do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias,
UNESP, Jaboticabal. Os animais foram alimentados com racdo comercial (40% de
proteina bruta) uma vez ao dia entre as 18:30 e 19 horas e foram considerados
adaptados quando comecaram a se alimentar regularmente.

O experimento foi dividido em trés partes, onde foram testados trés anestésicos,
benzocaina, 2-fenoxietanol e eugenol, sendo cada um deles testado em trés diferentes
concentracoes.

Foram utilizados 24 juvenis de pintado para cada anestésico, distribuidos
aleatoriamente em 12 caixas pretas de 40 L (dois animais por caixa), com sombrite e
providas de renovacgao de dgua e aeracao.

Na primeira parte experimental, os animais apresentavam peso € comprimento
médios de 42,33 + 16,14 g e 20,80 + 2,11 cm, a temperatura média da dgua foi de 28,2
+ 0,3 °C e oxigénio dissolvido 6,72 + 0,35 mg/mL, e os peixes foram expostos a trés
diferentes concentracdes de benzocaina 25, 50 e 75 mg/L. Na segunda parte
experimental, os animais tinham peso e comprimento médios de 40,76 + 9,92 g e 20,79
+ 1,63 cm, a temperatura média da dgua das caixas permaneceu em 28,8 + 0,5 °C e a
concentracdo de oxigénio dissolvido 6,59 + 0,23 mg/mL e os peixes foram expostos a
trés diferentes concentragdes de 2-fenoxietanol 0,2; 0,4; 0,8 mL/L. Na terceira parte
experimental, os animais apresentavam peso e comprimento médios de 42,6 £ 183 ge
20,9 + 2,12 cm, a temperatura média foi de 28,6 + 0,6 °C e oxigénio dissolvido 6,58 +
0,17 mg/mL, e os peixes foram expostos a trés diferentes concentra¢des de eugenol (0,2;
0,4 e 0,8 mL/L). Foram amostrados peixes de quatro caixas (dois animais por caixa)
para cada dose (n=8). Depois de anestesiados, foi realizada uma biometria e a coleta de
material biolégico, retornando os peixes as caixas de recuperacao (de mesmo tamanho e
condic¢des das caixas de estoque) onde permaneceram até total recuperacao. Durante o
experimento foram aferidos os tempos de indugdo necessdria para que o animal
alcancasse os estado de anestesia cirdrgica (Ross e Ross, 1999) e o periodo necessario

para retornar ao estado normal.
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Amostragem e métodos de analise

Os animais amostrados tiveram o sangue coletado por pun¢do do vaso caudal.
Uma parte foi colocada em microtubos contendo 15 uLL. de EDTA e fluoreto de potassio,
sendo uma aliquota usada para a andlise de hemoglobina, hematdcrito, volume
corpuscular médio (VCM), contagem de células vermelhas (RCB) (Celm CC 550). O
restante foi centrifugado (a 3000 rpm por 10 min a 4°C) para separacdo de plasma e
andlise de glicose (Kit Labtest). Parte do sangue foi colocada em outro microtubo, onde
permaneceu em repouso por 2 horas, a temperatura ambiente, para separacao de soro. O
sangue foi centrifugado (a 3000 rpm por 10 min a 4°C) e o soro extraido e congelado
para posterior andlise de cortisol (Radioimunoensaio — kit DPC).

Ap6s coleta do material biolégico, os animais foram pesados e medidos, antes

de retornarem as caixas de recuperacdo para aferir o tempo e recuperacgao.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Os

resultados obtidos foram analisados por ANOVA. As médias foram comparadas pelo

teste de Duncan, com nivel de 5% de significancia.
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Resultados

Os niveis de cortisol sérico no teste da benzocaina nao diferiram estatisticamente
(P>0,5), embora a concentragdo de 50 mg/L (68,7 ng/mL) tenha induzido aumento das
concentracdes de cortisol sérico em relacdo as concentragdes de 25 e 75 mg/L (55,8 e
52,1 ng/mL) (Figura 1). No teste do 2-fenoxietanol, os niveis séricos do hormonio nao
diferiram estatisticamente, mas tenha ocorrido uma reducdo das concentracdes
conforme aumentaram as concentragdes testadas (62,3; 38,8 e 24,9 ng/mL nas
concentracdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L, respectivamente) (Figura 1). No teste do eugenol,
os niveis de cortisol reduziram gradualmente a medida que as concentra¢des do eugenol
aumentaram (41,1; 21,0 e 14,9 ng/mL nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L,
respectivamente) (Figura 1). A diferenca foi significativa no tratamento 0,2 mL/L de

eugenol.
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Figura 1: Cortisol sérico (ng/mL) de pintados anestesiados com benzocaina nas
concentracdes de 25; 50 e 75 mg/L, 2-fenoxietanol nas concentracdes de 0,2; 0,4 e 0,8
mL/L e eugenol nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L. Valores sdao médias + DP

(n=8). Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Duncan (5 %).
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Os niveis de glicose plasmdtica ndo diferiram estatisticamente entre as
concentracdes de benzocaina testadas (95,1; 76,5 e 77,3 mg/dL nas concentragdes de 25,
50 e 75 mL/L, respectivamente) (Figura 2). No teste do 2-fenoxietanol, a glicose
plasmatica apresentou aumento significativo nas dosagens de 0,2 e 0,4 mL/L (92,4 e
85,6 mg/dL) em relacdo a de 0,8 mL/L (64,3 mg/dL) (Figura 2). No teste do eugenol, o
perfil de resposta de glicose plasmadtica nos peixes anestesiados apresentou 0 mesmo
perfil dos tratados com fenoxietanol. Glicemias mais elevadas foram observadas nas
menores concentragdes do anestésico (0,2 e 0,4 mL/L) (79,7 e 77,11 mg/dL) diferentes

estatisticamente de 0,8 mL/L (56,5 mg/dL) (Figura 2).
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Figura 2: Glicose plasmdtica (mg/dL) de pintados anestesiados com benzocaina nas
concentracdes de 25, 50 e 75 mg/L, 2-fenoxietanol nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8
mL/L e eugenol nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L. Valores sdao médias + DP

(n=8). Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Duncan (5 %).
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Dentre os parametros hematoldgicos, no teste da benzocaina, o hematdcrito
apresentou os maiores valores nas concentragdes de 25 e 50 mg/L (17,2 e 16,6 %)
diferentes estatisticamente da concentragao de 75 mg/L (14,5 %) (Figura 3). No teste do
2-fenoxietanol, o hematdcrito ndo foi estatisticamente diferente nos peixes expostos as
dosagens de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L (17,6; 16,4 e 16,7 %, respectivamente) (Figura 3). No
teste do eugenol, foi possivel observar reducdo do hematdcrito com relagdo ao aumento
das concentracdes do anestésico, sendo os maiores valores observados na dose de 0,2
mL/L (18,4 %) diferentes estatisticamente das doses de 0,4 ¢ 0,8 mL/L (16,6 e 15,4 %)
(Figura 3).
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Figura 3: Hematdcrito (%) de pintados anestesiados com benzocaina nas concentragdes
de 25, 50 e 75 mg/L, 2-fenoxietanol nas concentracdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L e eugenol
nas concentragcdoes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L. Valores sao médias + DP (n=8). Letras

diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Duncan (5 %).
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O numero de células vermelhas (RCB) apresentou aumento significativo na dose
de 25 mg/L (2,14 106/mm3) em relacdo a 75 mg/L (1,85 106/mm3), mas ambas nao
foram diferentes da dose de 50 mg/L (2,06 106/mm3) (Figura 4). O 2-fenoxietanol, ndao
houve diferenga estatistica quando comparadas as diferentes concentragdes testadas
0,2; 0,4 e 0,8 mL/L - 2,28; 2,19 e 2,14 106/mm3, respectivamente) (Figura 4). No
eugenol o numero células vermelhas teve o mesmo perfil da benzocaina, diminuindo
conforme aumentava a concentragdo de eugenol. O maior valor foi na dose de 0,2 mL/L
(2,25 106/mm3) que foi diferente estatisticamente das doses de 0,4 e 0,8 mL/L (2,03 e
1,99 106/mm3) (Figura 4).
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Figura 4: Nimero de células vermelhas (10°%mm’) de pintados anestesiados com
benzocaina nas concentracoes de 25, 50 e 75 mg/L, 2-fenoxietanol nas concentragdes de
0,2; 0,4 e 0,8 mL/L e eugenol nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L. Valores sdao
médias = DP (n=8). Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de

Duncan (5 %).
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Os valores de volume corpuscular médio (VCM) dos peixes ndo diferiram
significativamente entre si, embora tenham apresentado uma diminui¢do progressiva
com o aumento da concentragdo de benzocaina 25, 50 e 75 mg/L (80,7; 79,9 e 79,2 p3,
respectivamente) (Figura 5). No teste do 2-fenoxietanol, houve diferenca significativa
entre as concentracdes testadas, sendo que os maiores valores foram encontrados na
concentracao de 0,4 mL/L (81,8 p3 ) seguidos pela concentracao de 0,8 mL/L (78,2 p3 )e
0,2 mL/L (74,9 u?) (Figura 5). No teste do eugenol o VCM dos peixes ndo diferiu
significativamente, embora tenha apresentado maior valor na concentracao de 0,2 mL/L

de eugenol (81,6 pS) em relacdo a 0,4 e 0,8 mL/L (78,6 ¢ 78,4 p3) (Figura 5).
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Figura 5: Volume corpuscular médio (u*) de pintados anestesiados com benzocaina nas
concentracdes de 25, 50 e 75 mg/L, 2-fenoxietanol nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8
mL/L e eugenol nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L. Valores sdo médias + DP

(n=8). Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Duncan (5 %).
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A concentracdo de hemoglobina aumentou na concentragdo de 25 mg/L de
benzocaina (5,98 g/dL) em relacdo as concentracdes de 50 e 75 mg/L (5,42 e 5,35 g/dL)
(Figura 6). No teste do fenoxietanol ndo houve diferenca estatistica entre as
concentracdes testadas de 2-fenoxietanol (6,47; 6,18 e 6,05 g/dL. nas concentragdes de
0,2; 0,4 e 0,8 mL/L, respectivamente) (Figura 6). Os maiores valores foram registrados
na concentracdo de 0,2 mL/L de eugenol (6,38 g/dL) em relacdo a 0,8 mL/L (5,77
g/dL), e os valores de ambas as concentracdes nao foram diferentes estatisticamente dos

valores da concentracdo de 0,4 mL/L (5,93 g/dL) (Figura 6).
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Figura 6: Hemoglobina (g/dL) de pintados anestesiados com benzocaina nas
concentracdes de 25, 50 e 75 mg/L, 2-fenoxietanol nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8
mL/L e eugenol nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L. Valores sdao médias + DP

(n=8). Letras diferentes indicam diferenca significativa pelo teste de Duncan (5 %).

Os peixes expostos a concentracdo de 25 mg/L de benzocaina apresentaram
maior tempo de indugdo anestésica (11,1 min.) em relagdo as concentragdes de 50 e 75

mg/LL (3,4 e 2,7 min.). J4 os tempos de recuperacio ndo foram diferentes
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estatisticamente entre as diferentes concentracdes (3,8; 4,0 e 3,9 nas concentragdes de

25; 50 e 75 mg/L, respectivamente) (Tabela 2).

Tabela 2: Tempos de indugdo e recuperagao do pintados anestesiados com benzocaina

nas concentracgdes de 25, 50 e 75 mg/L.

Benzocaina Tempos de inducdo (min.) Tempos de recupera¢do (min.)
25mg/L 11,1 £333 A 3,8 £0,73A
50mg/L 34+0,82B 4,0 +£0,76A
75mg/L 2,7+0,54 B 3,9+ 1,03A

Valores sao médias + DP (n=8). Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam

diferenca significativa pelo teste de Duncan (5%).

Os tempos de indugdo foram significativamente maiores na concentragdo de 0,2
mL/L de 2-fenoxietanol (10,3 min.) em relagdo a 0,4 e 0,8 mL/L (3,2 e 1,2 min.), mas
nao houve diferenca estatistica nos tempos de recuperacdo entre as trés concentracoes
(2,7; 2,4 e 2,7 min. nas concentracdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L, respectivamente) (Tabela

3).

Tabela 3: Tempos de indug¢do e recuperagdo do pintados anestesiados com 2-

fenoxietanol nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L.

2-fenoxietanol Tempos de indu¢do (min)  Tempos de recuperagdo (min.)
0,2 mL/L 10,3 +£3,56 A 2,7+ 0,95A
0,4 mL/L 32+1,06 B 2,4 +0,87A
0,8 mL/L 1,2+£041B 2,7+0,87A

Valores sao médias = DP (n=8). Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam

diferenca significativa pelo teste de Duncan (5%).

O maior tempo de inducdo anestésica foi observado nos peixes expostos a
concentracdo de 0,2 mL/L de eugenol (2,4 min.) diferenciando-se estatisticamente das
demais 0,4 e 0,8 mL/L (1,1 e 0,8 min., respectivamente). J4 o tempo de recuperagao
apresentou um aumento significativo com o aumento das concentracdes do anestésico

(2,8; 3,8 e 4,8 nas concentragdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L, respectivamente) (Tabela 4).
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Tabela 4: Tempos de inducdo e recuperaciao do pintados anestesiados com eugenol nas

concentracdes de 0,2; 0,4 e 0,8 mL/L.

Eugenol Tempos de inducao (min.) Tempos de recuperacao (min.)
0,2 mL/L 24+0,39 A 2,8+0,55C
0,4 mL/L 1,1£0,28 B 3,8+0,77B
0,8 mL/L 0,8+0,18B 4,8 +£0,89 A

Valores sao médias + DP (n=8). Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam
diferenca significativa pelo teste de Duncan (5%).
Apods o experimento 0s animais expostos aos trés anestésicos testados foram

monitorados durante uma semana e nao houve mortalidade e nem presencga de doengas.
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Discussao

Nos trés anestésicos testados (benzocaina, 2-fenoxietanol e eugenol) foi
alcancado o estigio anestésico proposto, que corresponde ao estdgio relativo a
procedimento de anestesia cirtirgica. Este estdgio deve ser alcancado entre trés e cinco
minutos € a recuperagdo deve ser rapida, inferior a cinco minutos (Roubach e Gomes,
2001). Entre os anestésicos e as dosagens testadas a benzocaina na concentracdo de 25
mg/L. e 2-fenoxietanol na concentracdo de 0,2 mL/L € que ndo ficaram dentro dos
tempos de inducdo indicados. Os tempos de inducdo nos trés experimentos
apresentaram o mesmo perfil, onde os maiores tempos foram nas menores doses.
Resultados similares foram encontrados por Weber et al. (2009) ao comparar 2-
fenoxietanol, MS-222, 6leo de cravo e metomidate.

Os tempos de recuperacao foram semelhantes para benzocaina e 2-fenoxietanol,
podendo ser justificado tempos de indu¢@o mais rdpidos relacionados a doses mais altas
pelo fato do animal permanecer menos tempo em contato com o anestésico (Mylonas et
al., 2005). Os resultados obtidos para tempos de recuperagdo com a utilizacdo do
eugenol aumentaram conforme aumentaram as concentracdes. Resultados semelhantes
foram relatados por Vidal et al. (2006).

Na benzocaina, os melhores tempos de inducdo e recuperacao foram observados
nas dosagens de 50 e 75 mg/L, embora a concentragao de 50 mg/L tenha apresentado os
maiores niveis séricos de cortisol. Para pampo (7. marginatus) o melhor tempo de
inducdo e recuperagdo foi na concentracdo de 50 ppm de benzocaina (Okamoto et al.,
2009). Resultados satisfatérios para anestesia profunda em matrinxa foram alcancados
com concentracdo de 60 mg/L (Inoue et al., 2004). Antunes et al. (2008), testaram a
melhor dose de cloridrato de benzocaina relacionando ao peso, e concluiu que partindo
de uma dose minima de 125,79 mg/mL e peso de 147,45 g, um aumento de peso da
carpa (Cyprinus carpio) de 1 g, corresponde a um aumento de 0,158 mg/L na dose de
cloridrato de benzocaina. ‘Office Animal Resources Anesthetic’ (2005) e ‘Droug
Dosages for Fish’ (2005) indicam as doses de 25-50 mg/L de benzocaina para anestesiar
peixes. Segundo Balasina (2006), a benzocaina provoca uma resposta aguda ao estresse,
com elevagdo nos niveis de cortisol, mas que € revertida rapidamente.

No teste do 2-fenoxietanol os melhores tempos de inducdo foi observado na
dosagem de 0,8 mL/L, onde também apresentou as menores concentragdes de cortisol

sérico. Woynarowich e Horvat (1980) relataram 0,3 mL/L de 2-fenoxietanol ¢ uma
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concentracdo segura para a anestesia de bagre do canal (Ictalurus punctatus). Para
linguado senegalés (Solea senegalemsis), a dose eficaz foi 600 mg/L (Weber et al.,
2009). O uso repetido de 2-fenoxietanol aumenta a tolerancia dos peixes a anestesia
(Weyl et al., 1996).

No teste do eugenol, os tempos de indu¢do mais rdpidos foram observados na
dosagem de 0,8 mL/L, mas o de recuperagcdo foi menor na de 0,2 mL/L. Os niveis de
cortisol sérico foram maiores na menor dosagem (0,2 mL/L) e menores na mais alta (0,8
mL/L), embora esta ndo tenha sido diferente estatisticamente da dosagem intermediaria
(0,4 mL/L). Para matrinxa, lambari e pintado a dose de 50 mg/L ja foi suficiente para
indugcdo (Vidal et al., 2007a; Pereira-da-Silva, et al., 2009 e Vidal et al., 2006).
Trabalhos realizados por Waterstrat (1999) e Vidal et al. (2006) observaram que a dose
de 25 mg/L de eugenol nao foi suficiente para anestesia profunda em alevinos de bagre
do canal e pintado. Em juvenis de piavucu (Leporinus macrocephalus) a concentracdao
de 37,5 mg/L é capaz de induzir a anestesia. Exemplares de Epinephelus bruneus
submetidos a anestesia com 6leo de cravo na concentragdo de 150 mg/L e temperatura
de 22 °C demoraram 3 dias para que os niveis de cortisol e glicose plasmatica
retornassem aos niveis observados antes da exposi¢do (Park et al., 2008). Segundo
Iversen et al. (2003), o eugenol ndo impediu a elevacdo do cortisol em salmio do
Atlantico (Salmo solar L.).

Os niveis de glicose plasmética podem ser alterados em situacdo de estresse para
gerar energia numa reacdo conhecida como “luta e fuga” (Wedemeyer et al., 1990),
quando os animais tentam se adaptar a condi¢@o estressora, sendo atribuido primeiro a
acdo das catecolaminas (Mazeaud e Mazeaud, 1981; Wendelaar Bonga, 1997), que
atuam diretamente no figado e musculo esquelético provocando a quebra do glicogénio
que, secundariamente, ¢ mantida por acdo do cortisol, por efeito gliconeogénico
(Mommsen et al., 1999). A benzocaina induziu oscilacdes na glicose plasmética entre as
dosagens, mas nao foram significativas. J4 com o fenoxietanol, a glicemia foi mais alta
nas concentragdes de 0,2 e 0,4 mL/L quando comparadas a dosagem de 0,8mL/L. O
mesmo perfil foi encontrado para o eugenol, onde os maiores valores foram nas
concentracdes de 0,2 e 0,4 mL/L quando comparado a concentracao de 0,8mL/L.

Os parametros sanguineos de peixes teledsteos podem ser afetados por estresse
agudo ou cronico, como revisto por Barton e Iwama (1991) e Wendelaar Bonga (1997).
Os parametros hematolégicos sdo utilizados como indicadores de estresse em peixes

(Fabbri et al., 1998). Nos trés anestésicos testados, o hematdcrito apresentou os maiores
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valores nas menores dosagens. Este perfil foi acompanhado pelo niimero de células
vermelhas e concentracdo de hemoglobina, sugerindo uma hemodilui¢do, causada pela
perda eletrolitica e reducdo da osmolaridade. Segundo Morgan e Iwama (1997), as
mudancas no hematdcrito durante respostas de estresse indicam hemoconcentracdo ou

hemodilui¢@o devido aos disturbios osmorregulatdrios.
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Conclusao

Todos os anestésico avaliados foram eficientes para anestesia cirtirgica
em juvenis de pintado, sendo a concentra¢do de 75 mg/mL de benzocaina, 0,8 mL/L de
fenoxietanol e eugenol as que apresentaram bons tempos de indugdo e recuperacdo

acompanhado dos menores niveis séricos de cortisol e glicose plasmatica.
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