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RESUMO. O matrinxa (Brycon amazonicus) é uma espécie de interesse comercial. Porém,
este peixe movimenta-se em excesso durante priticas de manejo, podendo sofrer ferimentos
e perdas de escamas que, muitas vezes, resultam em taxas elevadas de mortalidade. O
cugenol, principal componente do dleo de cravo, tem sido bastante utilizado como um
anestésico alternativo para peixes por ser um produto natural e de baixo custo. Entretanto,
estudos que tratam de respostas metabdlicas, em peixes tropicais expostos a diferentes
anestésicos, sio ainda necessirios. Dentro deste intuito, o presente trabalho avaliou
respostas metabdlicas do Brycon amazonicus ao eugenol, em simula¢des de banhos
anestésicos. A demanda metabdlica do matrinxa foi suprida principalmente pelo catabolismo
de aminodcidos. Respostas tipicas ao estresse foram detectadas por causa do manuseio
imposto aos peixes para a realizacio dos banhos anestésicos. O eugenol nio reduziu
totalmente essas reagdes ao estresse. Por outro lado, esse anestésico nio provocou estresse
adicional em virtude de sua presenga em exposigdes curtas de até 60 mg L™ por 10 min. O
cugenol proporciona seguranga aos trabalhadores durante priticas de manejo, sem maiores
prejuizos ao matrinxa.

Palavras-chave: Brycon amazonicus, metabolismo, eugenol, anestésico.

ABSTRACT. Metabolic responses of matrinxd to eugenol in anesthetic baths.
Matrinxa (Brycon amazonicus) is a commercial fish that presents excessive movements during
handling. This characteristic predisposes the animals to injuries and losses of scales that may
result in high mortality rates. Eugenol, the main component of clove oil, has been reported
as an alternative fish anesthetic because it is a natural product and cheap. However, studies
remain necessary about the metabolic responses of tropical fishes to anesthetics. The
present work evaluated metabolic responses of Brycon amazonicus to eugenol in simulated
anesthetic baths. The fish metabolic demand was supplied mainly by amino acids
catabolism. Typical metabolic stress responses to handling were detected but eugenol could
not totally reduce them. On the other hand, the anesthetic dissolved in the water did not
provoke any extra charge of stress during short-term exposures up to 60 mg L™ for 10 min.
Eugenol provides safety to the workers in handling of matrinxa.

Key words: Brycon amazonicus, metabolism, eugenol, anesthetic.

Introducao

O matrinxa (Brycon amazonicus) é uma espécie de
grande interesse para a piscicultura comercial (Saint-
Paul, 1986). Porém, este peixe movimenta-se em
excesso durante o manejo, o que pode levar a
ferimentos e perdas de escamas. Isso pode resultar
na manifestagio de doengas provocadas por
microrganismos e/ou a morte. Além do mais, os
movimentos bruscos dos animais colocam em risco
também a  seguranga  dos  trabalhadores,
principalmente quando manuseando equipamentos
como: bisturis, agulhas, balancas eletronicas etc. Esse
risco aumenta quando os peixes sio de grande porte.

Assim, o uso de anestésicos é imperativo para fins de
seguranga durante priticas de manejo
biometrias, marcagdes, injegdes etc.

O eugenol, principal componente do dleo de
cravo, tem sido relatado como um anestésico
alternativo para peixes (Munday e Wilson, 1997,
Cho e Heath, 2000; Woody et al., 2002; Inoue ef al.,
2003; Roubach et al., 2005). Até o momento, nio
foram encontrados tragos téxicos deste produto em
animais aquiticos previamente expostos a ele, além
do fato de que outras dreas como: a odontologia, a
inddstria de alimentos e a fabricagio de perfumes
tém vasto uso do produto para humanos, sem a
constatacio de riscos, inclusive ambientais. O

como:
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cugenol é um composto orginico seguro ¢ nio-
mutagénico ¢ totalmente eliminado da corrente
sanguinea ¢ do tecido muscular de peixes em menos
de dois dias ap6s o seu uso (Sladky et al., 2001;
Woody et al., 2002; Kildea et al., 2004). De acordo
com os autores Soto ¢ Burhanuddin (1995), Tort
et al. (2002), Kildea et al. (2004) e Inoue et al. (2005),
o eugenol pode reduzir o estresse em peixes, além de
apresentar efeitos anti-sépticos.

Um trabalho ji foi realizado com o matrinxd que
avaliou tempos de indugio 2 anestesia em diferentes
concentragdes de 6leo de cravo (Inoue et al., 2003).
Outro estudo relata efeitos de prevencio ao estresse em
matrinxd submetido ao transporte (Inoue et al., 2005).
Porém, mais dados s3o ainda necessirios a respeito da
utilizacio do eugenol para o matrinx3, especificamente
em banhos anestésicos, pois dependendo da dose e do
tempo de exposi¢io utilizado, o préprio anestésico
pode ser prejudicial aos peixes, com a observacio de
conseqiiéncias desastrosas, como morte instantinea de
animais por superdosagem e¢/ou  recuperagio
inadequada 2 anestesia (Iwama e Ackerman, 1994). O
presente trabalho teve por objetivo avaliar respostas
metabdlicas do matrinxa, simulando-se banhos
anestésicos com eugenol. Os dados fornecem
informagcdes uteis a respeito da viabilidade de uso desse
anestésico durante priticas de manejo, além de dar
informagdes elementares a respeito dos ciclos
bioquimicos mais utilizados pelo matrinxd em banhos
anestésicos.

Material e métodos

Instalagoes

Cento e vinte juvenis de matrinxi (peso de 126,7
+ 1,3 g e comprimento total de 20,8 = 0,01 cm),
doados pela Piscicultura Aguas Claras, Mococa,
Estado de Sao Paulo, foram estocados em 12 caixas
de 250 L, em uma densidade de 10 peixes caixa™, nas
instalagbes do Departamento de Genética e
Evolug¢io, da Universidade Federal de Sio Carlos,
Estado de Sio Paulo. O abastecimento de dgua nos
tanques foi em sistema fechado de circulagio,
munido de filtro de areia e aquecedor central para
manutencio da qualidade da dgua (temperatura 25,7
+ 0,9°C, oxigénio dissolvido 5,7 + 0,07 mg L™, pH
6,8 e condutividade 74,3 £ 4,8 uS cm™). Os peixes
foram alimentados duas vezes ao dia, até perto da
saciedade, com ragio comercial, contento 30% de
proteina bruta. Vinte e quatro horas antes do inicio
do experimento, a alimentacio foi suspensa.

Procedimentos experimentais

Os 12 tanques experimentais foram numerados e
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sorteados para constituir quatro tratamentos com
trés repeti¢des cada: T1 — controle, T2 — banho, T3
— banho e anestesia, T4 — banho e anestesia
profunda. Peixes do grupo-controle (T1) foram
somente amostrados. O procedimento experimental
adotado nos grupos T2, T3 ¢ T4 foram similares. Os
peixes do grupo T2 foram transferidos,
respectivamente, das trés caixas de estocagem inicial
para trés aqudrios de 30 L cada, sem a adigio de
qualquer produto. Esses peixes permaneceram por
10 min em banho simulado, e apds esse periodo,
foram retornados is condig¢des iniciais. Os peixes
dos grupos T3 e¢ T4 sofreram o mesmo mancjo
adotado em T2, exceto pelo fato de que os aquidrios
continham, respectivamente, 15 ¢ 60 mg L7 de
eugenol, previamente diluidos em etanol 1:20. As
concentragdes utilizadas sio conhecidas para a
indug¢io 2 anestesia em matrinxa, caracterizada pela
perda total de equilibrio com incapacidade de
retornar 3 posi¢gio normal de nado, em 10 ¢ 1 min
(Inoue et al., 2003). Doses inferiores somente
tranqiiillizam o matrinx, sendo dteis para o
transporte (Inoue ef al., 2005).

Amostragens de peixes foram realizadas em dois
momentos distintos: 0 e 24 horas, apds os
procedimentos experimentais descritos acima. Essas
amostragens tiveram a finalidade de avaliar o
metabolismo do matrinxa, logo apds a imposi¢io dos
banhos anestésicos e depois de um periodo de
recuperagio de um dia. Em cada amostragem, trés
peixes foram coletados por caixa, e sacrificados de
forma instantdnea por depressio cerebral (CCAC,
2003). O sangue foi coletado por pungio caudal,
utilizando-se seringas previamente heparinizadas.
Aliquotas de sangue foram centrifugadas a 14400 x G
por 3 min para separagio de plasma, ¢ em seguida
foram estocadas em nitrogénio liquido. Pedagos de
figado e musculo branco foram, também, coletados ¢
imediatamente congelados. Peixes remanescentes,
nos tanques experimentais, foram descartados.

Analises bioquimicas

Aliquotas de plasma foram submetidas as
determinagdes colorimétricas de glicose (Trinder, 1969),
lactato (Harrower e Brown, 1972), proteina total
(Kruger, 1994), aménia total (Gentzkow e Mazen, 1942)
e cloreto (Apha, 1980). Concentragdes plasmaticas de
sédio (Na) ¢ potissio (K) foram determinadas em
fotdmetro de chama. Amostras de figado e musculo
branco foram submetidas 3 determinagio do glicogénio,
segundo Bidinotto ef al. (1997).

Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a anilise de variincia
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(“Anova bifatorial”). E, quando o valor de F indicava
significincia (p < 0,05), foi aplicado o teste de
Tukey para comparagio das médias por tratamento,
observadas logo ap6s a imposigio dos banhos
anestésicos aos peixes (0 horas) e, também, depois de
24 horas de recuperacio.

Resultados

Ni3o foi observada mortalidade de peixes durante
o presente trabalho. Os valores plasmiticos de
glicose (F = 4,424; p = 0,0005), lactato (F = 62,701;
p = 0,0001) e amodnia (F = 15,248; P = 0,0001)
apresentaram elevagdes significativas em resposta ao
manuseio imposto aos peixes para a realizagio dos
banhos sem anestésico (T2) e com eugenol (T3 e
T4). Diferengas significativas nio foram observadas
entre os tratamentos T3 e T4 (Figura 1), exceto para
a varidvel da amoénia plasmitica. Vinte e quatro horas
ap6s os procedimentos experimentais, os valores de
glicose, lactato ¢ amdnia plasmdtica apresentaram-se
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recuperados em T2, T3 ¢ T4, sem diferengas dos
valores observados em relagio ao grupo-controle T1.
Os valores de glicogénio permaneceram constantes
0 horas ap6s os procedimentos experimentais. Vinte
e quatro horas depois, foram observadas quedas dos
valores de glicogénio hepitico em T1, T2, T3 ¢ T4,
em relagio a todos os valores observados no comego
do experimento (F = 5,199; p = 0,0001). Os valores
de glicogénio muscular permaneceram constantes (F
= 0,580; p = 0,7693) durante todo o experimento
(Figura 2).

Os valores de sodio (Na*) plasmatico
apresentaram pequena redugio (F = 0,679,
p = 0,7012) de 165,8 mEq L' no grupo-controle T1
para 158,6 mEq L' em T2, T3 e T4. As demais
varidveis relacionadas ao balango eletrolitico dos
peixes permaneceram constantes { CI” = 40,6 mEq L™
(F = 0,620; p = 0,7621); K" = 3,6 mEq L™ (F = 0,495;
p = 0,8031); protefna total = 72 mg mL™! (F = 0,521;
p = 0,7992)}.
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Figura 1. Respostas plasmiticas do matrinxa (Brycon amazonicus) ao eugenol em banhos anestésicos de 10 min. Peixes foram amostrados 0
¢ 24 horas apds os procedimentos experimentais. T1 — tratamento controle de peixes somente amostrados, T2 — peixes transferidos para
aqudrios sem anestésico, T3 — banho anestésico de 15 mg L™, T4 — banho anestésico de 60 mg L.
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Figura 2. Glicogénio hepitico ¢ muscular em matrinxi (Brycon amazonicus) submetido ao eugenol em banhos anestésicos por 10 min.
Peixes foram amostrados 0 e 24 horas apds os procedimentos experimentais. T1 — tratamento controle de peixes somente amostrados, T2
— peixes transferidos para aquédrios sem anestésico, T3 — banho anestésico de 15 mg L™, T4 — banho anestésico de 60 mg L.

Discussao

O manuseio direto de peixes é conhecido como
agente estressor agudo, pois rompe o equilibrio dos
animais com o ambiente de cultivo (homeostase),
iniciando as respostas metabdlicas tipicas ao estresse.
Este, quando em intensidade e duragio excessiva,
pode resultar em manifestacio de doengas em toda a
populacio ¢, também, na morte de animais (Iwama
et al., 2004).

O efeito dos anestésicos, como redutor de estresse
em peixes, ¢ cONtroverso, uma vez que respostas ao
préprio anestésico t¢m também sido observadas em
peixes expostos a Tricaina Metano Sulfonato (MS 222),
Sleo de cravo, metomidato, benzocaina, gis carbonico e
fenoxietanol (Tort et al., 2002; Iversen et al., 2003;
Pirhonen e Schreck, 2003; Wagner et al., 2003). Os
procedimentos experimentais, utilizados no presente
trabalho, tiveram o objetivo de simular as condi¢es em
que o eugenol é utlizado no campo. Assim, a
transferéncia direta dos peixes das caixas de estocagem
inicial para os aqudrios e as respectivas voltas foram
estimulos adversos suficientes para iniciar as respostas
a0 estresse, que ficou evidente ao se observar os
aumentos de glicose, de lactato e aménia do plasma em
T2, 0 horas ap6s os procedimentos experimentais.

Esses aumentos plasmiticos sio interpretados tio
logo o cérebro detecte um ou mais estimulos
adversos, dois eixos fisiolégicos sio ativados: CPI
(cérebro-pituitdria-inter renais) ¢ CSC (cérebro,
células simpdticas de cromafina). Cortisol e
catecolaminas sio liberados na corrente sanguinea,
iniciando os processos metabdlicos para a produgio
de energia extra, para o peixe fugir ou adaptar-se is
novas condigdes (Iwama et al., 2004). As respostas
plasmdticas observadas no presente trabalho nio
puderam ser reduzidas pelo eugenol. Por outro lado,

os resultados de T3 e T4 indicam que o anestésico
testado nio provocou resposta metabdlica ao estresse
de maneira adicional.

Hiperglicemia plasmitica em peixes é ferramenta
importante para os estudos de estresse em condigbes
de campo, similares is do presente trabalho
(Hattingh, 1976). Assim, o aumento da glicose em
relacio ao grupo-controle sem estresse € indicador
seguro de resposta metabdlica aumentada, mediada
pelo cortisol, sendo esse fato extensivamente
descrito na literatura (Mommsen et al., 1999; Iwama
et al., 2004). Entretanto, a dosagem do cortisol
plasmitico, em peixes no Brasil, é muitas vezes
economicamente invidvel. Roubach et al. (2001)
detectaram aumento adicional da glicemia em
matrinxi, quando submetido a banho anestésico
com MS 222 em concentragdes acima de 150 mg L.
A benzocaina proporcionou, na mesma espécie,
redugio da  hiperglicemia  durante  banhos
anestésicos, em concentragdes de até 60 mg L' por
10 min (Inoue et al., 2004).

A movimentagio excessiva dos animais durante o
manejo induz a maior demanda por energia. Dessa
maneira, o metabolismo aerdbico sozinho nio é
capaz de sustentar todas as necessidades do
organismo. As reacdes metabdlicas anaerdbicas e seu
principal produto ficaram evidenciados, quando
observados os aumentos do lactato plasmitico em
T2, T3 e T4, 0 horas apds os procedimentos
experimentais (Hochachka, 1980). Inoue ef al. (2004)
observaram, em  matrinxd, diminuicio das
concentragbes de lactato durante o manejo, ao
utilizar a benzocaina ou o fenoxietanol em banhos
de até 60 e 600 mg L', respectivamente. No
presente trabalho, o eugenol também proporcionou
teores menores de lactato, entretanto, as diferengas
nio foram significativas.
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Era esperado que a glicogendlise fosse a principal
via de suprimento de energia a0 matrinxi durante os
procedimentos experimentais. Entretanto, quedas
nos valores de glicogénio foram somente observadas
24 horas ap6s. Isso leva a supor que o metabolismo
de carboidratos foi mais utilizado pelo matrinxi para
tolerar o periodo de jejum durante as 48 horas
correspondentes 2 tltima alimentagio e o fim do
experimento. Em adi¢gdo, o aumento da aménia
plasmadtica é, também, conhecido como indicador de
metabolismo de proteinas alterado por mediagio do
cortisol, que estimula as taxas de transaminagdes,
resultando em maior liberagio desse metabdlito no
plasma. Porém, outro fator pode estar contribuindo
para o aumento dos niveis de amdnia plasmitica
durante os procedimentos experimentais. Peixes em
condicoes de estresse sofrem alteragdes dos
parimetros respiratérios e cardiacos. Assim, ¢
esperado que as taxas de passagem de dgua e sangue
pelas brinquias fiquem alteradas, podendo dificultar
a excre¢iao de compostos nitrogenados.

De igual maneira, o equilibrio de sais no plasma
pode ser alterado em resposta as mudangas da
quantidade de 4dgua e sangue que passam pelas
branquias, alterando, também, as trocas de fons entre
os meios interno e externo (McDonald e Milligan,
1997). No presente estudo, as concentragdes de

s6dio, cloreto, potissio e proteina plasmdtica
mantiveram-se praticamente constantes, 0 que
indica que os procedimentos experimentais

aparentemente nio tiveram intensidade nem
duracio suficientes para induzir alteragdes no
balango eletrolitico do matrinxd. A pritica de
transporte provoca alteracdes 1dnicas marcantes em
matrinxd (Urbinati et al., 2004; Inoue e Moraes,
2006). Na maioria dos casos, o transporte é um
estimulo adverso mais severo ¢ longo que a

realizagio de banhos anestésicos.

Conclusao

Dentro das condi¢bes do presente trabalho, é
possivel concluir que o eugenol é um anestésico
adequado para o matrinxi. Este produto proporciona
seguranga para os trabalhadores durante a
implementagio de priticas de manejo (biometria,
inje¢des, marcagdes etc), sem a observacio de
estresse adicional nos peixes por sua presenga, em
concentragdes de até 60 mg L' por 10 min. Além
disso, os peixes apresentaram-se recuperados em 24
horas ap6s os procedimentos experimentais.
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