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RESUMO

O tambagqui é a principal espécie de peixe cultivado na Amazénia Ocidental. Porém durante o processo produtivo, préticas de
manejo sio necessdrias para 0 monitoramento do crescimento ¢ estado geral da sanidade dos animais. Para isso os animais devem
ser anestesiados para maior seguranga no trabalho. O eugenol, componente majoritdrio do éleo de cravo, tem sido bastante
utilizado como anestésico alternativo para peixes por ser um produto natural e de baixo custo. Entretanto, estudos tratando
de respostas metabdlicas em peixes tropicais expostos a diferentes anestésicos sio ainda necessdrios. Dentro desse intuito, o
presente trabalho avaliou respostas metabdlicas, detectadas por meio de alteragoes de parAmetros sanguineos e plasmdticos
do tambaqui, exposto ao eugenol em banhos anestésicos simulados. Respostas tipicas ao estresse foram detectadas devido ao
manuseio imposto aos peixes durante a realizagio dos banhos anestésicos. O eugenol nao reduziu totalmente essas reagoes ao
estresse. Por outro lado, esse anestésico nao provocou estresse adicional em exposi¢oes curtas de 15 min em concentragdes
préximas a 20 mg L.
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Evaluation of tambaqui metabolic responses to eugenol in anesthetics
baths

ABSTRACT

Tambaqui is the main farmed fish in the Western Amazon. However, in handling this fish has to be anesthetized for safety
purposes, usually when evaluating growth and health conditions. Eugenol, the main component of clove oil, has been reported
as an alternative fish anesthetic, because it is an inexpensive natural product. However, continued studies are necessary about
the metabolic responses of tropical fish to anesthetics. The present work evaluated metabolic responses of tambaqui to eugenol
in simulated anesthetic baths, measuring blood and plasma parameters. Typical metabolic stress responses to handling were
detected, but they were not totally reduced by eugenol. On the other hand, the anesthetic dissolved in water did not provoke
any extra charge of stress during short-term exposures in concentrations of about 20mg L™ for 15 min.
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INTRODUCAO

O tambaqui ¢ a principal espécie de peixe cultivado na
Amazénia Ocidental, devido a sua importancia regional e
demanda crescente nos mercados nortistas do Brasil. E uma
espécie onivora relativamente bem adaptada as condicoes de
cativeiro, aceitando ragdes artificiais e completas com indices
desejéveis de crescimento e conversdo alimentar. Ainda alcanca
precos atrativos nos exigentes mercados das grandes cidades
amazonicas como Manaus, principal pélo consumidor dessa
espécie (Aratjo-Lima e Gomes 2005). Entretanto, durante
o processo produtivo em cativeiro, prdticas de manejo sio
necessdrias para o monitoramento do crescimento e estado
geral da sanidade dos animais. Para isso os peixes devem ser
anestesiados para a maior seguranca dos operadores, pois
movimenta¢io excessiva dos animais durante o manejo,
envolvendo uso de agulhas como na coleta de sangue ou
equipamentos eletronicos como balanga, pode representar
riscos de acidentes, e ainda os préprios animais podem
sofrer ferimentos na superficie do corpo por abrasio, queda
e choques em superficies duras e dsperas, sendo portas para
parasitos oportunistas que podem levar a morte de animais
(Honczaryk e Inoue 2009).

O eugenol é o componente majoritério do 6leo de cravo
da India e vérios outros éleos essenciais extraidos de plantas
da Amazonia. O eugenol tem sido recomendado como um
anestésico alternativo para peixes por ser um produto natural
aparentemente com poucos riscos de intoxica¢io. Em adigio,
seu vasto uso na odontologia, baixo custo, caracteristicas
anti-sépticas e eliminacio relativamente rdpida do organismo
estimulam ainda mais seu uso em peixes (Cho e Heath
2000; Woody er al. 2002; Kildea et al. 2004). Roubach ez
al. (2005) indicam o eugenol como um anestésico seguro
para o tambaqui, sendo observadas ainda por Miranda ez /.
(2009) caracteristicas positivas em banhos para o controle
de parasitas de brinquias dessa espécie. Porém mais estudos
a respeito do uso do eugenol em tambaqui sio necessérios,
pois, dependendo do tempo de exposi¢do ao anestésico
e a concentracio utilizada, o préprio anestésico pode ser
prejudicial aos peixes causando até a morte de animais (Iwama
e Ackerman 1994). O presente trabalho teve por objetivo
avaliar respostas metabdlicas do tambaqui ao eugenol, por
meio do estudo de alteragoes de parAmetros sanguineos e
plasmdticos, em banhos anestésicos simulados, indicando
vantagens ¢ limitagoes do seu uso para a espécie.

MATERIAL E METODOS

Tambaquis jovens com peso de 407,9+182,3 g ¢
comprimento de 28,3+4,2 cm foram estocados por um més em
12 gaiolas de 1 m?, numa densidade de 12 peixes por gaiola,
montadas em um agude de 4 ha, numa propriedade particular
nas imediacoes de Manaus, AM. ParAmetros da qualidade da
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dgua foram monitorados duas vezes por semana no inicio do
periodo da manha (temperatura 29,0 °C, pH 7,14, oxigénio
6,6 mg L', dureza 8,3 mg L, alcalinidade 12,7 mg L, aménia
0,03 mg L!). Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia
com ragao comercial contento 30% de proteina bruta durante
dois meses até a saciedade aparente. Vinte e quatro horas antes
do inicio do experimento a alimentacio foi suspensa.

As 12 gajolas foram numeradas e sorteadas para constituir
quatro tratamentos com trés repetigoes cada: Cont., T1, T2
e T3. Peixes do grupo Cont. foram somente amostrados. O
procedimento experimental adotado nos grupos T1, T2 ¢ T3
foram similares. Os peixes do grupo T1 foram transferidos
respectivamente das trés gaiolas de estocagem inicial para
trés caixas de isopor, acomodadas em uma canoa que podia
chegar ao lado de cada gaiola, com 20 L de 4gua cada, sem
a adi¢do de qualquer produto. Esses peixes ai permaneceram
por 15 min em banho simulado, e apés esse periodo foram
respectivamente retornados as gaiolas iniciais. Os peixes
dos grupos T2 e T3 sofreram o mesmo manejo adotado em
T1, exceto pelo fato de que as caixas de isopor continham
respectivamente 20 mg L' e 60mg L' de eugenol na 4gua,
previamente diluido em etanol (1:20). Amostragens de
peixes foram realizadas em dois momentos distintos: 0 h e
24 h apds os procedimentos experimentais descritos. Em
cada amostragem, trés peixes foram coletados por gaiola para
biometria e coleta de sangue por pun¢io caudal, utilizando-
se seringas previamente heparinizadas, apés o que o animal
era descartado do grupo de peixes utilizados no trabalho. Os
animais remanescentes nas gaiolas permaneceram nas mesmas
condigbes iniciais para observagio de sobrevivéncia por mais
um més, sendo ao final desse periodo retirados, contados e
descartados.

Foram feitas determinagoes sanguineas de hematdcrito
(Goldenfarb ez al. 1971), hemoglobina (Drabkin 1948) e
contagem do nimero de células vermelhas (Lima ez a/. 1969).
A partir desses valores sanguineos foram calculados (Lima ez
al. 1969): volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragio de hemoglobina
corpuscular média (CHCM). Aliquotas de sangue foram
centrifugadas a 14400 g por 3 min para separagio de plasma,
utilizada para determinagées de glicose (Trinder 1969),
amonia (Gentzkow e Masen 1942) e lactato (Harrower e
Brown 1972).

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (“Anova
two-way”). E quando o valor de F indicava significAncia
(P<0,05), foi aplicado o teste de Tukey para comparagio das
médias Oh apés os procedimentos experimentais e recuperacio

de 24h.
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RESULTADOS

Nio foi observada mortalidade de peixes durante todo
o presente trabalho. Os valores sanguineos de hematdcrito
apresentaram aumento significativo somente em T3, 0 h apés
os estimulos experimentais. Vinte e quatro horas depois os
valores de hematrocrito em T3 apresentaram-se semelhantes
aos observados no grupo Cont. Os valores de hemoglobina,
nimero de células vermelhas (RBC), volume corpuscular
médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentragio de hemoglobina corpuscular média (CHCM)
nao apresentaram diferencas significativas em resposta aos
tratamentos utilizados (Tabela 1).

Os valores de glicose ¢ amoénia do plasma apresentaram
elevagbes em resposta a0 manuseio imposto aos peixes em
T2. Com relagio ao eugenol, o tambaqui apresentou resposta
glicémica e da amonia plasmdtica de maneira adicional, ou
seja, devido ao anestésico, no tratamento T3 Oh apds estimulos.
Os valores de lactato nio mostraram aumento em relagao aos
estimulos experimentais e sim devido ao eugenol em ambos os
tratamentos, T2 e T3. Vinte e quatro horas depois da imposicao
dos estimulos experimentais, os valores plasmdticos de glicose,
amonia e lactato apresentaram-se semelhantes entre todos os
tratamentos: Cont., T1, T2 e T3 (Figura 1).

DISCUSSOES

Préticas de manejo podem ser agentes estressores agudos
da piscicultura, pois rompem o equilibrio dos animais com o
ambiente (homeostase), iniciando o estresse, que é o conjunto
das reacdes metabdlicas em resposta a um ou mais estimulos
adversos do ambiente ou imposto pelo produtor rural com
fins de operacionalizagio dos sistemas de producao. O estresse,
quando em intensidade e duragio excessiva, pode resultar em
conseqiiéncias indesejdveis no cultivo como a manifestagao de
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doencas em toda a populacio e também na morte de animais
(Twama et al. 2004).

O efeito de anestésicos como redutores de estresse em
peixes durante o manejo algumas vezes é contraditério, pois
reagoes aos proprios anestésicos tém também sido observadas
em peixes expostos a tricaina metano sulfonato (MS 222),
6leo de cravo, metomidato, benzocaina, gds carbonico e
fenoxietanol (Ivervsen et 2/ 2003; Pirhonen e Schreck 2003;
Wagner er al. 2003; Tort er al. 2002). Os procedimentos
experimentais aplicados neste trabalho tiveram o objetivo
de simular as condicdes em que anestésicos sio utilizados no
campo. Dessa forma, a transferéncia dos peixes das gaiolas
de estocagem inicial respectivamente para as caixas de isopor
com volume reduzido de dgua e as respectivas voltas as gaiolas
foram estimulos adversos suficientes para iniciar as respostas
metabdlicas ao estresse, que ficou evidente observando-se
os aumentos da glicose, amonia e lactato do plasma. Esses
aumentos sio interpretados de forma que to logo o cérebro
detecte um ou mais estimulos adversos, dois eixos metabdlicos
sao ativados: CPI (cérebro-pituitdria-inter renais) e CSC
(cérebro, células simpdticas de cromafina).

Cortisol e catecolaminas sao liberados na corrente
sanguinea, iniciando os processos metabélicos para a produgio
de energia extra, para que o animal fuja ou se adapte as novas
condicoes (Iwama er al. 2004). As respostas plasmdticas
observadas neste trabalho nio puderam ser reduzidas pelo
eugenol. Por outro lado, os resultados observados em T2
mostram que o anestésico testado nio provocou resposta
metabdlica extra nesse tratamento. Em T3, no entanto,
observou-se resposta metabdlica aumentada devido ao
eugenol. Ou seja, concentragdes do anestésico testado acima
de 60 mg L' num tempo de exposi¢do de 15 min sdo mais
estressantes ao tambaqui que a auséncia de qualquer produto,
tal como observado em T'1 versus T3.

Tabela 1 - Respostas sanguineas do tambaqui ao eugenol utilizado em banhos anestésicos. Cont. peixes somente amostrados nas gaiolas de estocagem.
T1 peixes respectivamente transferidos das gaiolas para caixas de isopor com 20 L de agua sem a adico de anestésico por 15 min; apos foram retornados
as gaiolas. T2 e T3 sofreram 0 mesmo manejo aplicado em T1, porém as caixas continham respectivamente eugenol em concentracoes de 20 e 60 mg L.

Amostragem de peixes 0 h ap6s estimulos experimentais

Tratamento Hematocrito (%) Hemoglobina (g/dL) RBC milhoes/ul VCM 1L HCM (pg/cel)  CHCM (g/dL)
Cont. 26,5+0,9a 10,1+0,6 3,9+0,1 68,4+2,2 26,3+2,2 38,9+3,5
T 29,2+1,7a 9,3+0,5 41=0,1 72,0+4,2 22,9+1.2 32,1%1,0
T2 30,6+0,9a 9,7+0,7 3,9+0,1 78,0+3,1 24,7+1,8 31,6+2,0
T3 33,6+1,2b 11,0+£0,4 3,9+0,1 85,2+2,7 27,9+12 33,0+1,8
Amostragem de peixes 24 h apds estimulos experimentais
Tratamento Hematacrito (%) Hemoglobina (g/dL) RBC milhdes/ul VCM fL HCM (pg/cel) CHCM (g/dL)
Cont. 26,8+1,1a 10,0+0,4 3,2+0,1 84,3+5,3 31,2+15 37,6+1,8
T1 27,2+1,1a 10,3+0,4 3,4+0,1 82,4+51 31,4+21 38,1+11
T2 24,7+19a 11,1+0,8 3,4+0,1 72,8+5,8 32,7+2,3 46,8+4,3
T3 24,0+0,92a 10,5+0,7 3,4+0,1 72,3+2,8 BIFSEE2A 43,8+2,9

Valores expressos como média mais ou menos erro padrao da média.
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Figura 1 - Respostas plasmaticas do tambaqui ao eugenol utilizado em banhos
anestésicos. Cont. peixes somente amostrados nas gaiolas de estocagem, T1
peixes respectivamente transferidos das gaiolas para caixas de isopor com
20 L de agua sem a adigdo de anestésico por 15min; apds foram retornados
as gaiolas de origem. T2 e T3 sofreram 0 mesmo manejo aplicado em T1,
porém as caixas continham respectivamente eugenol em concentragoes de 20
e 60 mg L. Amostragens de animais foram feitas Oh e 24 h apos estimulos
experimentais descritos.
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Hiperglicemia plasmdtica em peixes ¢ uma ferramenta
importante para os estudos de estresse em condi¢des de campo
(Hattingh 1976). Assim, os aumentos da glicose em relagao ao
grupo Controle, nao submetido ao estresse, ¢ um indicador
seguro de resposta metabélica aumentada neste trabalho,
mediada pelo cortisol, sendo ainda esse fato extensivamente
abordado na literatura (Mommsen et 2/ 1999; Iwama et al.
2004). Entretanto, a andlise do cortisol plasmdtico em peixes
nas condicoes brasileiras é muitas vezes economicamente
pouco vidvel. Roubach ez 4/ (2001) detectaram aumento
adicional de glicemia em matrinxa, quando submetido a banho
anestésico com MS 222 em concentragoes acima de 150 mg
L por 10 min. Em outro estudo, a benzocaina proporcionou
reducio da hiperglicemia plasmdtica em matrinxa durante
banhos anestésicos em concentragées de até 60 mg L por
10 min (Inoue e# al. 2004). Deriggi et al. (2006) e Barbosa
et al. (2007) encontraram alguns efeitos redutores de estresse
do eugenol em tildpia e matrinxi, respectivamente, em
concentragdes de 80 mg L' e 60mg L por 10 min. Roubach
etal. (2005) nao observaram diminuigio de estresse em juvenis
de tambaqui pelo eugenol em concentragoes de até 135 mg
L por 10 min. Porém nesses trés trabalhos com eugenol,
estresse adicional, exclusivamente devido ao anestésico, nao
foi observado.

Aumento da amonia plasmdtica é também conhecido
como indicador de metabolismo de proteinas alterado por
mediagio do cortisol, que estimula as taxas de transaminacoes,
resultando em maior liberacao desse metabélito no plasma.
Porém, outro fato pode ter contribuido para o aumento da
amonia plasmdtica em T3, 0 h ap6s estimulos experimentais.
Peixes em banhos anestésicos sofrem alteracoes dos batimentos
cardfacos e operculares. Assim, as taxas de passagem de dgua
e sangue pelas brinquias ficam alteradas, podendo dificultar
a excregio de compostos nitrogenados como o observado
em T3, 0 h apés estimulos. De igual maneira, o equilibrio
da quantidade de 4gua no sangue pode ter sido alterado em
resposta aos estimulos adversos aplicados nesse trabalho,
induzindo maior hidrata¢do das hemdcias como observado
nos valores mais elevados de hematdcrito em T3, 0 h apés
estimulos experimentais. O ndmero de hemdcias (RBC)
e os demais parimetros sanguineos (hemoglobina, VCM,
HCM e CHCM) permaneceram constantes durante todo
o experimento, reforcando a idéia da maior hidratagio do
sangue, aumentando o volume das células e consequentemente
os maiores valores de hematdcrito observados em T3 (Mc

Donald e Milligan 1997).

As reacdes metabélicas anaerdbicas e seu principal produto
ficaram evidenciados, quando observado os aumentos do
lactato plasmdtico em T2 e T3, 0 h apds os procedimentos
experimentais (Hochachka 1980). Inoue ez 2/ (2004)
observaram em matrinxa diminuicio das concentracoes de
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lactato durante o manejo, quando utilizaram a benzocaina
e o fenoxietanol em banhos de até 60 mg L' ¢ 600 mg
L, respectivamente, por 10 min. Entretanto, o eugenol
proporcionou aumento do lactato em tambaqui, possivelmente
devido alguma deficiéncia respiratéria provocada pelo uso
deste anestésico, j4 que em T1 nao foi observado aumento
do lactato plasmdtico. Ou ainda, o tempo de exposi¢io ao
eugenol utilizado nesse trabalho pode ter sido maior ao que
o tambaqui pode tolerar em dificuldade respiratéria induzida
por um anestésico. Tempos de exposicao inferiores a 15 min
provavelmente devem ser utilizados.

O eugenol apresentou-se um anestésico satisfatério para
o tambaqui, embora nao tenham sido observados efeitos
metabdlicos claros como redutor de estresse nas condigoes
proporcionadas. Mortalidade de peixes nio foi observada
mesmo um més apds a imposi¢ao dos estimulos experimentais.
O eugenol proporciona seguranga aos trabalhadores para a
realizagdo de préticas de manejo do tambaqui possivelmente
com minimo estresse em concentragdes proximas a 20 mg
L' e tempo de exposicio de no mdximo 15 min. Estresse
adicional a0 banho anestésico com eugenol nao foi observado
nessa concentragio e tempo de exposicao.
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