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Resumo Geral

O presente estudo avaliou 0 uso do anestésico benzocaina e a resposta do estresse no
transporte de juvenis de bijupird Rachycentron canadum. Para determinacdo de
concentracdo Gtima, os peixes (9,4 g) foram expostos a 30, 50 e 70 mg L™ de
benzocaina. Para avaliar parametros sanguineos e de estresse oxidativo, os peixes (16 g)
foram expostos as mesmas concentraces anteriores. Para 30 mg L™ de benzocaina, os
peixes excederam 10 min para alcancar o Gltimo estagio de anestesia, sendo que para 50
e 70 mg L™ este tempo foi de até 3 min. Para recuperagio, os peixes expostos entre 30 e
50 mg L™ retornaram em até 3 min, enquanto aqueles expostos a 70 mg L™ excederam
10 min. Para proteina carbonil e TBARS, os maiores valores foram encontrados no
figado, onde a concentracdo de 30 mg L™ apresentou os maiores niveis (P<0,05) para
protefna carbonil e 50 e 70 mg L™ apresentaram os maiores niveis (P<0,05) para
TBARS. Ainda no tecido hepético, foram encontrados simultaneamente os maiores e 0s
menores valores (P<0,05) de GST e GSH, respectivamente. Também foram realizados
dois experimentos de transporte (8 h). Os peixes foram embalados em sacos de
polietileno e acondicionados em caixas de isopor. No primeiro experimento, foram
avaliados duas concentracBes de benzocaina (2 e 6 mg L™) e um tratamento isento de
anestésico. Para avaliacdo dos pardmetros hematoldgicos, foram coletadas amostras de
sangue dos peixes (30,9 g) antes do transporte (controle), 0, 2, 24 e 48 h ap06s o
transporte. No segundo experimento, os peixes (37,5 g) foram embalados nas
densidades de 10, 20 e 30 g L™ e os pardmetros hematolégicos foram medidos
anteriormente ao transporte (controle), 0, 2 e 24 h depois do transporte. Para ambos 0s
experimentos, foram coletadas amostras de agua para medicdo do pH e concentracdes
de oxigénio dissolvido, amonia e CO,. N&o foi observada mortalidade no experimento
com adicéo de benzocaina. No tempo 0 h, a glicemia foi maior para 6 mg L™ (P<0,05)
de benzocaina, embora em 48 h ja tenha retornado a valores similares ao controle. Foi
observada mortalidade de 39,5% dos peixes na densidade de 30 g L™ . A concentracio
de CO, foi significativamente maior (P<0,05) na densidade de 30 g L™. A glicemia na
densidade de 30 g L™ foi maior (P<0,05) que nos outros tratamentos, retornando a
valores préximos ao controle apenas para 20 e 30 g L™ depois de 24 h. Os resultados
sugerem que para juvenis de bijupird: i) a concentracdo ideal de benzocaina para sua
anestesia é de 50 mg L™; ii) ndo h& vantagem no uso de benzocaina em seu transporte; e

iii) ndo devem ser transportados por 8 h em densidades maiores que 20 g L™.
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Abstract

This study evaluated the use of the anesthetic benzocaine and the stress response during
transportation for juvenile cobia Rachycentron canadum. For determination of optimal
concentration of benzocaine, fish (9.4) were exposed to benzocaine 30, 50 and 70 mg L
! Then, to evaluate hematological parameters and oxidative stress, fish (16 g) were
exposed to the same previously concentrations. At 30 mg L™ benzocaine, fish took more
than 10 min to reach the last anesthesia stage, however fish anesthetized at 50 and 70
mg L™ took less than 3 min. Recovery time for fish exposed between 30 and 50 mg L™
returned in less than 3 min, while fish exposed at 70 mg L™ exceeded 10 min. For
carbonil protein and TBARS, the highest values were in the liver, where 30 mg L™
showed the highest levels (P<0,05) to CP, while 50 and 70 mg L™ showed the highest
levels (P<0,05) to TBARS. Still in liver tissue, the increased GST (P<0,05) activity was
concomitant to the decreases in GSH (P<0,05), indicating a deficiency in the
antioxidant system. Also, two experiments were conducted to evaluate the stress
response during transportation (8 h). Fish were packed in polyethylene bags and placed
in styrofoam boxes. In the first experiment, two benzocaine concentrations (2 and 6 mg
L) were evaluated and a control group without anesthetic. To evaluate hematological
parameters, blood samples were collected from the fish (30.9 g) before transportation
(control), 0 (immediately after transport), 2, 24 and 48 h after transport. In the second
experiment, the fish (35.7 g) were packed at the densities 10, 20 and 30 g L™ and
hematological parameters were measured before transport (control), 0, 2 and 24 h after
transport. For both experiments, water samples were collected to verify pH and
concentrations of oxygen, ammonia and CO,. No mortality was observed in the
experiment with benzocaine. Glucose at 0 h was higher (P<0,05) for 6 mgL™
benzocaine, although at 48 h the level was similar to control. There was 39.5% of
mortality at the density 30 g L™. The CO, was higher (P<0.05) at the density 30 g L™
Glucose at the density of 30 g L™ was higher (P<0,05) than in the other treatments,
returning to the control level just at 20 and 30 g L™ after 24 h. The results suggest that
for juvenile cobia: i) the ideal benzocaine concentration for anesthesia is 50 mg L™; ii)
there is no advantage in using benzocaine for transporting; and iii) should not being

transported for 8 h at densities exceeding 20 g L™.

Vi
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1. Introducéo Geral

1.1.  Bijupird Rachycentron canadum

O bijupird, Rachycentron canadum, é um peixe costeiro, pelagico, migratorio,
unico membro da familia Rachycentridae. Essa espécie estd amplamente distribuida nos
oceanos tropicais e subtropicais, exceto na costa leste do Oceano Pacifico (Shaffer e
Nakamura, 1989) e da costa Atlantica da Europa. Nos Gltimos dez anos, o bijupira tem
recebido uma maior atencdo dos pesquisadores e produtores por ser uma espécie
promissora para aquicultura, sendo comercialmente criada em viveiros, tanques-rede e
em sistemas de recirculacdo de &gua, demonstrando rapido crescimento, elevada
sobrevivéncia na fase de juvenil e engorda, alta eficiéncia alimentar e carne de boa
qualidade (Webb Jr. et al., 2007).

Dessa forma, é importante estabelecer subsidios para o cultivo do bijupira como
uma nova espécie para aquicultura, sendo que mais estudos sdo necessarios para o
desenvolvimento do seu completo potencial econémico (Holt et al., 2007). Além disso,
mais especificamente, ha pouco conhecimento sobre sua adaptacdo as praticas de
manejo em aquicultura, que expde os peixes a condi¢des de estresse agudo, conduzindo

ao desenvolvimento de respostas fisioldgicas adaptativas (Cnaani e McLean, 2009).

1.2.  Respostas fisiologicas de estresse

O manejo de peixes, tanto em seu meio natural como em laboratério, quase
sempre provoca estresse nesses organismos, podendo causar distarbios fisioldgicos e
comportamentais (Ross e Ross, 1999; Iversen et al., 2003).

O estresse é definido como uma condi¢do na qual o equilibrio dinamico dos
organismos, conhecido como homeostase, é perturbado por estimulos intrinsecos ou
extrinsecos, definidos como estressores. As acgBes dos estressores provocam um
conjunto coordenado de comportamento e respostas fisioldgicas, com o intuito
compensatério e/ou adaptativo, permitindo ao animal superar o estimulo estressor
(Iversen et al., 2009). Para uma integracdo das respostas ao estresse em peixes, foi
definida a distin¢do entre respostas primarias, secundarias e terciarias. As respostas
primarias estdo relacionadas a ativacao do eixo hipotalamico-pituitario-interrenal (HPI),
resultando em um aumento no nivel de catecolaminas e cortisol no sangue, que

estimulam a hidrélise das reservas de glicogénio no figado . As respostas secundarias
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séo acOes imediatas ou efeitos desses hormdnios no sangue e tecidos, incluindo aumento
do batimento cardiaco, consumo de oxigénio e mobilizacdo de substratos de energia, o
que acarreta 0o aumento da glicemia e da concentracdo de hemoglobina, aléem de
distdrbio no balanco hidromineral. Ja a resposta terciaria se estende ao organismo ou a
populagédo, pela inibicdo do crescimento, reproducdo, resposta imune e menor
capacidade de tolerar estressores subsequentes (Wendelaar Bonga, 1997; Wagner et al.,
2003; Pali¢ et al., 2006).

A hiperglicemia tem o papel de fornecer energia para peixes em situacdes
adversas. Nessas situacGes de estresse, ha a utilizacdo de reservas de glicogénio no
figado por glicogendlise, disponibilizando energia para o organismo se adaptar as novas
condic¢des ambientais (Wendelaar Bonga, 1997).

Peixes submetidos a um estressor tendem a apresentar um maior percentual de
hematdcrito devido a uma combinacdo de edema dos eritrécitos e contragdes no bago,
que libera eritrocitos na corrente sanguinea (Olsen et al., 2005), podendo ser uma
resposta imediata ao estresse, mediada por catecolaminas (Tort et al., 2002). O aumento
da densidade das hemadcias no sangue pode ser uma estratégia para melhorar a
capacidade no transporte de oxigénio sob condigcfes de estresse (Ortufio et al., 2001;
Caruso et al., 2005; Trenzado et al., 2006).

A liberacdo de cortisol no sangue é uma resposta primaria em peixes e tem como
importancia fisiologica a regulacdo do balango hidromineral e metabolismo energético.
Por isso, mudancas na osmolalidade sdo caracteristicas de respostas secundarias ao
estresse (Wendelaar Bonga, 1997). O cortisol estimula atividade NA*-K*-ATPase nas
branquias, intestino e rim, e a osmolalidade ¢ um indicador atil na avaliacdo da
capacidade de excrecdo desses orgaos (lversen et al., 2009).

Pouco se conhece sobre o estresse em bijupird. As alteracbes dos niveis de
cortisol e glicose em juvenis (300 g) seguem padrdo semelhante ao apresentado por
outras espécies apos sofrerem a acdo de um estressor agudo, atingindo picos de 62 ng
mL™ e 195 mg dL™, respectivamente, quando mantidos a 24,5°C (Cnaani e McLean,
2009). Trushenski et al. (2010) avaliaram a resposta de estresse do bijupird e mostraram
valores de até 232 ng ml™ para cortisol, 184 mg dI”* para glicose e 439 mosmol Kg™*
para osmolaridade em juvenis de 50 g mantidos a 27,5°C. Os peixes do controle
obtiveram valores de 15 ng mL™ para cortisol, 38 mg dL™ para glicose e 358 mosmol

Kg™ para osmolalidade.
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1.3. Benzocaina

Anestésicos sdo comumente utilizados no manejo em pisciculturas durante
procedimentos como triagem, transporte, marcacdo, extrusdo de gametas, biometria,
coleta de sangue, cirurgia, vacinacao, aléem de outros procedimentos experimentais com
0 objetivo de facilitar a manipulagcdo e minimizar a resposta ao estresse dos peixes
(Small, 2003; Holloway et al., 2004; Zahl et al., 2010). Os danos causados por um
manejo mal sucedido implicam em uma maior suscetibilidade dos peixes a patdgenos e
doencas infecciosas (Inoue et al., 2003).

A escolha de um anestésico para manipulacdo de peixes implica em algumas
consideracBes importantes: eficacia do produto, custo, disponibilidade no mercado,
facilidade na manipulacdo e seguranca para 0S peixes, humanos e meio ambiente
(Marking e Meyer, 1985). A eficécia e seguranca de qualquer anestésico variam entre as
espécies, estagios de desenvolvimento e condicdes ambientais (King et al., 2005). E
necessario saber a concentracdo ideal de um anestésico, pois concentracdes
inapropriadas acarretam em efeitos indesejados, podendo eventualmente causar
mortalidades (Roubach et al., 2005).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de anestesia em peixes tem sido discutida quanto
aos aspectos da sua necessidade, suas técnicas e avaliacdo fisioldgica. Estudos
revelaram que realmente ha significativa evidéncia de que peixes sentem dor e medo,
conduzindo-os a um estado de estresse com relevante influéncia em seu metabolismo
(Braithwaite e Boulcott, 2007). Assim, é importante estudar e comparar diferentes
anestésicos em peixes e relacionar esses resultados a parametros fisioldgicos (Guénete
et al., 2007).

Os compostos quimicos mais tradicionais para anestesia em piscicultura sdo a
tricaina metanosulfato (MS-222) e a quinaldina, porém esses produtos podem induzir
problemas olfatérios em peixes, além de serem relativamente caros (Losey e Hugie,
1994; Gomes et al., 2001). A tricaina metanosulfato é o Unico anestésico aprovado pela
Food and Drugs Administration (FDA), 6rgdo governamental dos Estados Unidos
responsavel pelo controle de alimentos e medicamentos (Meinertz e Schreier, 2009). No
entanto, esse anestésico € considerado cancerigeno e necessita de um periodo de espera
de 21 dias para que 0 peixe possa ser destinado ao consumo humano (Pirhonen e
Schreck, 2003).
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A benzocaina (4-aminobenzoato de etila) € um produto que atende as
consideracOes propostas por Marking e Meyer (1985) citadas anteriormente e auxilia na
maioria dos processos que envolvem manipulacdo de peixes (Gomes et al., 2001). Por
sua caracteristica hidrofobica, é necessario diluir a benzocaina em etanol ou acetona
antes de ser utilizada (Iversen et al., 2003). Apds 24 h, o produto é eliminado pelos
peixes (Allen, 1988; Heo e Shin, 2010) e pode ser removido do efluente através de filtro
de carvao ativado (Howe et al., 1990). Segundo Ross e Ross (1999), a benzocaina nédo

interfere no crescimento nem sobre a capacidade reprodutiva dos peixes.

1.4.  Estresse oxidativo

Embora a anestesia em peixes possa reduzir os disturbios bioquimicos e
fisioldgicos durante os processos de manejo, o0 anestésico pode induzir efeitos que
alterem os valores de estresse oxidativo (Velisek et al., 2011).

O estresse oxidativo € definido como o desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes, conduzindo & ocorréncia de danos celulares
oxidativos (Barbosa et al., 2008). Sobretudo, 0 estresse oxidativo ocorrera devido a um
aumento nas espécies reativas de oxigénio (EROs), a uma deficiéncia no sistema
antioxidante, ou a uma insuficiente capacidade de reparacdo aos danos oxidativos.
Danos causados por EROs incluem alteracbes de macromoléculas celulares como
membranas lipidicas, DNA e/ou proteinas. Esta modificacdo pode alterar as funcGes
celulares devido a mudangas no pH ou concentracdo de calcio intracelulares, podendo
levar a morte celular (Swan et al., 1991; Dorval et al., 2005).

A peroxidagdo lipidica (LPO), medida como substancias reativas ao &cido
tiobarbiturico (TBARS), tem sido reportada como a maior responsavel pela perda da
funcdo celular em condicdes de estresse oxidativo, sendo utilizada como biomarcador
em diversos estudos (Roméo et al., 2000; Huang et al., 2003; Barata et al., 2005;
Cattaneo et al., 2011). Peroxidacdo lipidica € um mecanismo de lesdo celular causado
por reacOes de radicais livres de oxigénio nas membranas bioldgicas, ricas em acidos
graxos polinsaturados. Este processo forma hidroperdxidos de lipidios, que decompdem
a ligacdo dupla de &cidos graxos insaturados e destréi a membrana lipidica. Esses
lipidios altamente oxidaveis podem atacar proteinas vizinhas, causando uma formacao

em excesso de proteinas carbonil (Lackner, 1998).
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A formacdo de proteina carbonil pode ocorrer como resultado do estresse
oxidativo. O teor de proteina carbonil é atualmente o indicador mais comum, sendo o
marcador mais utilizado para avaliacdo da oxidacdo protéica. EROs convertem grupos
amino de proteinas e alteram sua estrutura e funcdo. Uma dessas modificacbes é a
formagdo de radicais carbonil em aminodcidos de cadeia lateral. Os radicais s&o
quimicamente estaveis, tornando-os Uteis para processos de deteccdo. Grupos carbonil
podem ser introduzidos em proteinas por diferentes meios: predominantemente pela
oxidacdo catalisada metalica, mas também por aducéo de lipidios oxidados ou acUcares
que contenham carbonil (Berlett e Stadtman, 1997; Requena et al., 2003; Almoroth et
al., 2005).

A enzima acetilcolinesterase (AChE) é conhecida por exibir o maior papel na
neurotransmissao colinérgica, hidrolisando o neurotransmissor acetilcolina nas sinapses
colinérgicas, sendo amplamente encontrada no tecido muscular e nervoso (Sturm et al.,
1999; Stefano et al., 2008). Sua inibicdo esta diretamente ligada a mecanismos de agdo
toxica de pesticidas organofosforados e carbamatos, porém estudos demonstram que a
atividade da AChE pode ser alterada por outros tipos de contaminantes, como por
exemplo metais pesados e pesticidas (Nemcsok et al., 1984; Lionetto et al., 2003).

Com a finalidade de minimizar o dano oxidativo aos componentes celulares, os
organismos desenvolvem sistemas de defesas antioxidantes (Barata et al., 2005). Para
avaliacdo da capacidade antioxidante, determina-se a atividade de enzimas
antioxidantes, dentre elas a catalase (CAT) e a glutationa-S-transferase (GST)
(Monteiro et al., 2006). A CAT é uma das enzimas que esta na primeira linha de defesa
antioxidante, e tem como funcgéo converter o peréxido de oxigénio em agua e oxigénio,
estando localizada em maior abundancia nos peroxissomos (Halliwell, 2001; Ferreira et
al., 2010). A enzima GST catalisa a conjugacdo do tripeptideo glutationa em sua forma
reduzida (GSH) com vérias substancias eletrofilicas, atuando no agrupamento dos
produtos da peroxidacdo lipidica a GSH, prevenindo o dano oxidativo (Barata et al.,
2005).

Assim, 0 GSH é um importante regulador ndo enzimatico da homeostase redox
intracelular, estando presente em todos o0s tipos celulares em uma concentracéo
milimolar (Masella et al., 2005). A glutationa é um tripeptideo encontrado nas formas
reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), sendo importantes para manter a integridade do
ciclo catalitico da glutationa. Apds exposicdo da GSH as espécies reativas, ocorre sua

oxidacdo a GSSG, por meio da glutationa peroxidase (GSH-Px) gerando peroxido de

5
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hidrogénio, sendo um importante integrante do sistema de defesa enzimético contra o
aumento de radicais livres. O excesso de GSSG resulta em ambiente oxidante que
favorece a formacdo de pontes dissulfeto, que acabam por oxidar as proteinas,
danificando suas funcgdes. Esta oxidacdo pode ser revertida pela acdo antioxidante da
GSH. A glutationa redutase (GR) nédo age diretamente na remocéo de radicais livres,
porém é responsavel pela recuperacdo da GSH, na presenca de nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NADPH), impedindo a paralisacdo do ciclo da glutationa. Em
situacGes em que o sistema de Oxido-reducao esta integro, havera recuperacdo da GSH,
porém em condigBes de excesso de agentes oxidante e/ou deficiéncia do sistema
protetor, ocorrerd desequilibrio entre o consumo de GSH e a producdo de GSSG, o que
caracteriza o estresse oxidativo (Halliwell, 2001; Rover et al., 2001; Barbosa et al.,
2008). Portanto, a GSH atua tanto como um antioxidante ndo enzimatico, como um

cofator ou substrato para as enzimas GSH-Px e GST (Barata et al., 2005).

1.5. Transporte

O transporte de peixes juvenis € um dos principais problemas em aquicultura,
pois sua pratica pode causar estresse aos peixes (Gomes et al., 2003). Durante o
transporte, os peixes podem sofrer danos por interagdes fisicas entre eles ou pelo atrito
contra as paredes do tanque (Cooke et al., 2004). Cuidados devem ser tomados em todos
0s estagios do transporte para evitar que ocorram lesdes e remoc¢do da mucosa protetora,
pois ela atua como uma barreira fisica e quimica contra infec¢cdes, também sendo
importante para osmorregulacédo e locomogéo (Conte, 2004).

O transporte € considerado um procedimento traumatico que expde 0s peixes a
uma série de estimulos adversos como captura, manipulacdo, transporte e estocagem
(Iversen et al., 1998). Esses estimulos sdo responsaveis por desencadear uma série de
respostas fisioldgicas, sendo o transporte reconhecido como um estressor fisiolégico
potencial (Urbinati et al., 2004; Chandroo et al., 2005).

Indicadores biologicos tém sido utilizados para monitorar a sensibilidade
fisiolégica durante procedimentos de transporte (Chandroo et al., 2005). O emprego de
protocolos experimentais de estresse (Trushensky et al., 2010) e a avaliagdo de
parametros sanguineos e hormonios sdo ferramentas Uteis para o monitoramento do
estado fisiologico de peixes (Barton e Iwama, 1991; Bolasina, 2006; Dobsikova et al.,

2009). Um dos indicadores de estresse mais utilizados é a concentragdo de cortisol no
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sangue. Como o nivel de cortisol € normalmente elevado ap6s o transporte, é sugerido
que o peixe esteja recuperado quando os valores de cortisol atinjam os niveis anteriores
ao transporte (Schreck et al., 1995). Individuos de diferentes espécies podem apresentar
diferencas em relacdo as respostas fisioldgicas, na suscetibilidade a manipulacéo,
transporte e ambiente onde serd liberado, sendo necessario estudar as respostas de
estresse para cada espécie (Chandroo et al., 2005).

Entre os meios de transporte de peixes, 0s mais comuns sdo barcos, transporte
rodoviario em caixas de transporte ou ainda transporte aéreo (King, 2009). Para o
transporte de juvenis no Brasil, € comum utilizar transporte rodoviario em sistema
fechado, com sacos de polietileno preenchidos com oxigénio (Golombieski et al., 2003).

Em sistemas fechados, a qualidade da agua é também um precursor efetivo do
estresse e em muitos casos um fator limitante (Emata, 2000). As principais limitacdes
de um sistema fechado sdo o suprimento de oxigénio e o incremento de amonia e
dioxido de carbono produzido durante o transporte (Amend et al., 1982). A toxicidade
da amodnia pode ser considerada um risco a salde dos peixes durante o transporte e
depende da tolerancia da espécie, da concentracdo, pH, temperatura e salinidade. Altas
concentragOes de amonia diminuem a sobrevivéncia, 0 crescimento e a capacidade de
efetuar ajustes fisiologicos (Treasurer, 2010). Juvenis de bijupira (1,74 g) cessam a
alimentacdo quando a concentracdo de amoénia atinge 0,62 mg N-NH; L*, e foi
observada mortalidade de 50% da populacdo em 1,13 mg N-NH; L™ (Rodrigues et al.,
2007). Em relagdo ao pH, o crescimento e a eficiéncia de conversdo alimentar de
juvenis de bijupira criados em sistema de recirculacdo de agua é comprometido quando
0 pH da &gua € reduzido de 7,0 (Sampaio et al., 2008).

Neste contexto, uma variedade de técnicas de transporte € empregada em
aquicultura com o objetivo de minimizar o estresse, por exemplo, a utilizacdo de
anestésicos e controle da densidade de peixes (Gomes et al., 2003; Ashley, 2006;
Iversen et al., 2009).

Além disso, assim como em todos os procedimentos em aquicultura, a
habilidade e o manejo eficaz sdo de grande importancia durante o transporte.
Treinamentos adequados, conhecimento dos sinais de estresse e condi¢Bes apropriadas
de trabalho, séo vitais para o bem estar dos peixes, sendo importante estabelecer um
protocolo de manejo adequado em operagOes estressantes como o transporte (Ashley,
2006; Gomes et al., 2003).
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Colburn et al. (2008) estudaram o transporte de pequenos juvenis de bijupira
(peso de 2-3 g) sob variadas condicOes de temperatura e densidade de estocagem. Eles
recomendam a densidade de 20 Kg/m® para transporte com temperaturas entre 19 e
25°C por até 24 h. Entretanto, Liao et al. (2004) recomendam estocar para engorda em
tanques-rede peixes de 30 g, sendo que estes juvenis sdo de maior tamanho que o0s
avaliados em estudos por Colburn et al. (2008) e menores do que aqueles utilizados por
Cnaani e McLean (2009) e Trushenski et al. (2010).

Sendo assim, hd a necessidade de se conhecer as respostas fisiologicas e
bioguimicas frente a condi¢cBes de estresse, como exposi¢cdo a anestésicos e ao
transporte para juvenis de bijupird R.canadum.



438 2. Objetivos

439

440 2.1. Objetivo geral

441

442 Conhecer o efeito do anestésico benzocaina sobre juvenis de bijupird e avaliar o

443  transporte de juvenis de bijupira sob diferentes concentragdes de benzocaina e
444  densidade de estocagem.

445

446 2.2. Objetivos especificos

447

448 e Determinar a concentracdo ideal de benzocaina para anestesiar juvenis de
449 bijupird, verificando respostas secundérias de estresse (analise hematoldgica) e
450 andlise de estresse oxidativo.

451 e Determinar a concentracdo de benzocaina e a densidade de estocagem adequada
452 para o transporte de bijupira.

453 e Auvaliar a resposta ao estresse a partir da analise de glicose e osmolalidade em
454 diferentes concentracdes de benzocaina e densidades de estocagem.

455 e Estudar o efeito do transporte de bijupira em diferentes concentracGes de
456 benzocaina e densidades de estocagem sobre a qualidade da agua através das
457 concentracfes de oxigénio, amonia, didxido de carbono e pH.

458
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Resumo

Anesteésicos sao importantes em aquicultura por permitirem reduzir o estresse no
manejo e minimizar eventuais mortalidades. O presente estudo avaliou o uso do
anestésico benzocaina para juvenis de bijupira Rachycentron canadum. Para
determinacdo de concentragdo 6tima, os peixes (9,4 g) foram expostos a 30, 50 e 70 mg
L™ de benzocaina (n=6). Um segundo experimento foi feito para avaliar parametros
sanguineos e de estresse oxidativo, onde os peixes (16 g) foram expostos as mesmas
concentragfes de benzocaina. Apos 24 h, foram coletadas amostras de sangue para a
determinacdo de glicose e hematdcrito, além de amostras de tecidos para avaliar a
atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE), os niveis de proteina carbonil,
substancias reativas ao &cido tiobarbitrico (TBARS), glutationa reduzida (GSH),
glutationa-S-transferase (GST) e atividade da catalase (CAT). Anteriormente ao
experimento, nove peixes ndo anestesiados foram coletados (grupo controle) e os
mesmos parametros foram avaliados. Para 30 mg L™ de benzocaina, os peixes
demoraram mais de 10 min para alcancar o ultimo estagio de anestesia, tempo maior
que para anestesiados em 50 e 70 mg L™ (até 3 min). O tempo de recuperacdo para
peixes expostos entre 30 e 50 mg L™ foi menor que 3 min, enquanto aqueles expostos a
70 mg L™ excederam 10 min. N&o ocorreram diferencas para glicemia e hematécrito, e
para 0s biomarcadores CAT e AChE ao longo do tempo. Os niveis de proteina carbonil
diminuiram nas branquias de peixes em todas as concentracfes testadas. A carbonilacdo
também diminuiu em cérebro e masculo (50 e 70 mg/L). No figado, a proteina carbonil
aumentou na concentracdo de 30 mg/L. Peixes mostraram diminuicdo de TBARS nas
branquias (30 e 70 mg/L) e no cérebro. TBARS no figado (50 e 70 mg/L) e no musculo
aumentaram. Os niveis de GSH no figado diminuiram apenas em 30mg/L. Os valores de
GST estavam diminuidos nas brénquias e aumentados no figado (30 e 50 mg/L). O
tecido hepatico apresentou diminui¢do nos valores de GSH e aumento de GST em 30
mg/L de benzocaina, indicando uma possivel deficiéncia no sistema antioxidante.
Assim, a benzocaina parece ser eficaz quando administrada & concentracdo de 50 mg L™
para juvenis de bijupird R. canadum, por apresentar periodos de anestesia e de
recuperacdo considerados ideais, sem alteracdo dos parametros hematoldgicos e

menores alteragdes nos pardmetros de estresse oxidativo.
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Abstract

Anesthetics are important in fish culture to reduce handling stress and possible
mortality. This study evaluated the use of benzocaine as anesthetic for juvenile cobia
Rachycentron canadum. For determination of optimal concentration, fish (9.4 g) were
exposed to benzocaine 30, 50 and 70 mg L™ (n=6). Then, a second experiment was
conducted to evaluate hematological parameters and oxidative stress, where fish (16 g)
were exposed to the same previously benzocaine concentrations. After 24 h, blood
samples were collected to determine glucose and hematocrit, and also tissues samples to
evaluate the enzymatic activity from acetylcholinesterase (AChE), thiobarbituric acid-
reactive substances (TBARS) levels, reduced glutathione (GSH), glutathione-S-
transferase (GST) and catalase activity. Before the experiment, nine fish no anesthetized
were collected (control group) and the same parameters were evaluated. At 30 mg L™
benzocaine, fish took more than 10 min to reach the last anesthesia stage, longer time
than fish anesthetized at 50 and 70 mg L™ (until 3 min). Recovery time for fish exposed
between 30 and 50 mg L™ was less than 3 min, while fish exposed at 70 mg L™
exceeded 10 min. There were no differences in the hematological parameters glucose
and hematocrit, nor in the biomarkers CAT and AChE levels over time. CP levels
decreased in gills in all tested concentrations. The carbonylation also decreased in brain
and muscle (50 and 70 mg L™). The carbonyl protein increased in liver at 30 mg L™.
TBARS was reduced in gills (30 and 70 mg L™) and brain. TBARS increased in liver
(50 and 70 mg L™) and muscle. GSH levels in liver decreased at 30 mg L™. GST values
were lower in gills and higher in the liver (30 and 70 mg L™). The hepatic tissue showed
decrease in GSH values and increase in GSR at 30 mg L™, indicating a deficiency in the
antioxidant system. Thus, benzocaine appears to be effective when administered at a
concentration of 50 mg L™ for juvenile bijupira R. canadum, by presenting periods of
anesthesia and recovery considered ideal, not altered hematological parameters and

minor changes in the oxidative stress parameters.
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1. Introducgéo

Anestésicos sdao comumente utilizados no manejo em pisciculturas durante
procedimentos como triagem, transporte, marcacdo, extrusdo de gametas, biometria,
coleta de sangue, cirurgia, vacinacdo, além de outros procedimentos experimentais com
0 objetivo de facilitar a manipulagcdo e minimizar a resposta ao estresse dos peixes
(Small, 2003; Holloway et al., 2004; Zahl et al., 2010). Os danos causados por um
manejo mal sucedido implicam em uma maior suscetibilidade dos peixes a patdgenos e
doencas infecciosas (Inoue et al., 2003).

A escolha de um anestésico para manipulacdo de peixes implica em algumas
consideracBes importantes: eficacia do produto, custo, disponibilidade no mercado,
facilidade na manipulacdo e seguranca para 0S peixes, humanos e meio ambiente
(Marking & Meyer, 1985). A eficacia e seguranca de qualquer anestésico variam entre
as espécies, estagios de desenvolvimento e condi¢Ges ambientais (King et al., 2005). E
necessario saber a concentracdo ideal de um anestésico, pois concentracfes
inapropriadas acarretam em efeitos indesejados, podendo eventualmente causar
mortalidades (Roubach et al., 2005). A benzocaina (4-aminobenzoato de etila) é um
composto que atende as consideragdes propostas por Marking & Meyer (1985) e auxilia
na maioria dos processos que envolvem manipulacdo de peixes (Gomes et al., 2001).

Embora a anestesia possa auxiliar nas praticas de aquicultura reduzindo o0s
disturbios bioquimicos e fisiolégicos, o anestésico pode implicar em efeitos que alteram
tanto pardmetros hematoldgicos como valores de estresse oxidativo (Bolasina, 2006;
Velisek et al., 2011).

Peixes expostos a estressores desencadeiam respostas de estresse, que podem ser
crbnicas ou agudas, dependendo da intensidade e duracdo. Dentre essas respostas, ha
mudancas em horménios do plasma, no metabolismo energético e no balanco
hidromineral. Estes efeitos provocam respostas secundarias relacionadas a requerimento
energético, como o aumento da glicemia no sangue (Wandelaar Bonga, 1997; Bolasina,
2006).

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a formagéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e o sistema de defesa antioxidante em favor de
ERQOS (Sturve et al., 2008). Duas perturbacdes resultantes do estresse oxidativo sdo a
peroxidacdo lipidica e a formacdo de proteina carbonil. A peroxidagéo lipidica, medida

como substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), tem seus produtos
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formados a partir da retirada de um &atomo de hidrogénio de um &cido graxo
polinsaturado (Almroth et al., 2005; Oru¢ e Usta, 2007). A formacdo de proteina
carbonil ocorre como resultado do estresse oxidativo, onde EROs promovem alteracdes
em proteinas do grupo amino, modificando sua estrutura e funcdo (Dalle-Donne et al.,
2003; Requena et al., 2003).

Para avaliacdo da capacidade antioxidante, é determinada a atividade de enzimas
antioxidantes, dentre elas a catalase (CAT) e a glutationa-S-transferase (GST)
(Monteiro et al., 2006). A CAT tem como funcdo converter o peroxido de hidrogénio
em agua e oxigénio, estando localizada em maior abundancia nos peroxissomos
(Halliwell, 2001). A GST catalisa a conjugacédo do tripeptideo glutationa em sua forma
reduzida (GSH) com varias substancias eletrofilicas, atuando no agrupamento dos
produtos da peroxidacao lipidica a GSH, prevenindo o dano oxidativo (Barata et al.,
2005). O GSH é o maior regulador ndo enzimatico da homeostase redox intracelular,
estando presente em todos os tipos celulares em uma concentragdo milimolar (Masella
et al., 2005).

A enzima acetilcolinesterase (AChE) é conhecida por exibir o maior papel na
neurotransmissdo colinérgica, hidrolisando o neurotransmissor acetilcolina nas sinapses
colinérgicas, sendo amplamente encontrada nos tecidos muscular e nervoso (Sturm et
al., 1999; Stefano et al., 2008). Sua inibicdo esta diretamente ligada a mecanismos de
acao toxica de pesticidas organofosforados e carbamatos, porém estudos demonstram
que a atividade da AChE pode ser alterada por outros tipos de contaminantes (Nemcsok
et al., 1984; Lionetto et al., 2003).

O bijupird Rachycentron canadum é considerada uma espécie promissora para a
aquicultura, pois demonstra rapido crescimento, elevada sobrevivéncia na fase de
juvenil e engorda, alta eficiéncia alimentar e carne de boa qualidade (Webb Jr. et al.,
2007). Experimentos com juvenis de bijupira R. canadum, recomendam o uso de 20 mg
L™ do anestésico eugenol para procedimentos que requeiram imobilizacdo de até 10
min, e 40 mg L™ de tricaina metano sulfonato (MS222) para procedimentos com
duracdo de até 20 min (Gullian e Vilanueva, 2009). Entretanto no Brasil, a literatura
referente a respostas de estresse oxidativo (em diferentes tecidos) com o uso de
benzocaina de bijupira € escassa. Atualmente, para o bijupird ha pouco conhecimento
disponivel sobre os efeitos apds 0 uso dos anestésicos, ndo ha protocolos experimentais

de anestesia com a benzocaina e faltam estudos que abordem estratégias para reduzir o
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estresse nas praticas de manejo para esta espécie (Holt et al., 2007; Cnaani e McLean
2009; Trushenski et al., 2010).

Assim, o presente estudo teve como objetivo verificar a utilizacdo do anestésico
benzocaina para juvenis de bijupira R.canadum, determinando sua concentragdo ideal e

avaliando respostas hematolégicas e bioquimicas.

2. Material e Métodos

2.1. Experimento 1: Avaliac@o dos estagios de anestesia e de recuperagdo de juvenis de

bijupira expostos a benzocaina

Para avaliar a eficacia da benzocaina como anestésico, trés concentragdes foram
testadas: 30, 50 e 70 mg L™. A solucéo estoque foi preparada a partir da diluicdo da
benzocaina (Henrifarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos LTDA) em alcool
comercial (96%), na proporgdo 1:9 (p:v). Os testes foram realizados em dois aquérios de
vidro com volume de 30 L, na temperatura de 27,5°C e salinidade 30, que foram
mantidos constantes ao longo do experimento. Em um aquario foi adicionado o
anestésico para a inducdo da anestesia e no outro aquario, isento de benzocaina, foi
avaliada a recuperacdo dos peixes. A agua foi totalmente trocada e os aquéarios foram
lavados a cada teste.

Os peixes foram mantidos em jejum durante 18 h antes dos testes em um tanque
circular de 250 L e foram rapidamente transferidos de forma aleatéria para o aquario
com anestésico. A exposicdo ao anestésico ocorreu de maneira individual e foram
registrados os tempos em que 0s peixes atingiram os diferentes estagios de anestesia.
Ao atingirem o Ultimo estagio de anestesia, 0s peixes foram medidos e pesados, e
imediatamente transferidos para o aquario sem anestésico, onde foram observados e
registrados os diferentes estagios de recuperacdo. Para cada concentracdo foram
utilizados seis peixes (9,4 £ 2,1 g; 12,3 = 1,0 cm) e a duracdo de cada estagio foi
monitorada com crondmetro digital. Os estagios de anestesia e de recuperacao utilizados

foram baseados no trabalho de Park et al. (2008) e estdo dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1: Estagios de anestesia e de recuperacdo de juvenis de bijupird Rachycentron

canadum expostos a benzocaina.

Estagios Caracteristica comportamental
Anestesia

Al Perda de equilibrio

A2 Fim da natacao

A3 Batimento opercular irregular
Recuperagéo

R1 Batimento opercular normal
R2 Inicio da natacédo

R3 Recuperacéo do equilibrio

Modificado de Park et al., 2008.

Para verificar se houve interferéncia do alcool utilizado na diluicdo do anestésico
nos resultados, trés peixes foram monitorados em um aquario semelhante ao utilizado
nos testes, onde foram adicionados 21 ml de &lcool (volume referente a maior
concentracdo de anestésico testada).

Apds os testes, os peixes foram transferidos para tanques de 250 L e

monitorados por 24 h para verificacdo de possivel mortalidade.

2.2. Experimento 2: Hematologia e estresse oxidativo

Juvenis de bijupira foram submetidos individualmente as concentragdes 30, 50 e
70 mg L™ de benzocaina e foram observados até atingirem o estagio A3 de anestesia.
Para fins de comparacdo, ainda realizou-se um tratamento controle, sem adicdo de
benzocaina (0 mg L™). O experimento foi realizado com trés repeticdes, sendo utilizados
no total nove peixes (16,0 + 58 g; 14,8 + 1,9 cm) para cada concentracdo.
Posteriormente, os peixes foram transferidos para tanques de 250 L onde foram
monitorados por 24 h. Anteriormente a exposicdo, foram amostrados nove peixes
diretamente dos tanques de manutencdo para coleta de sangue. O sangue foi coletado
junto ao peddnculo caudal, com auxilio de seringa heparinizada de 1 ml e agulha
hipodérmica de 26G '%”.
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Apo6s 24 h de observacdo, os peixes foram anestesiados em suas respectivas
concentracdes e em seguida foram coletadas amostras de sangue. Uma parcela do
sangue foi imediatamente analisada, foi medida a glicemia com o glicosimetro Accu
Cheek Advantage. Para analise do hematdcrito, foi utilizada a centrifuga micro-
hematocrito Micro Spin por 10 minutos. O restante do sangue foi congelado em
ultrafreezer (-86°C).

Posteriormente a coleta de sangue, os peixes foram sacrificados por meio de
ruptura da medula espinhal e os tecidos figado, branquias, cérebro e musculo branco
foram removidos e imediatamente congelados em ultrafreezer (-86°C) para as anélises
em laboratdrio.

A atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE), EC 3.1.1.7, foi realizada
de acordo com Ellman et al. (1961), modificado por Miron et al. (2005). Foi
determinado os niveis de proteina carbonil de acordo Parvez e Raisuddin (2005). A
determinacdo de TBARS, foi medida pelo método de Ohkawa et al. (1979). A atividade
da glutationa-S-transferase (GST) foi dosada de acordo com Habig et al. (1974), e a
concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada pela reacdo com o0 DTNB
em espectrofotometro a 412 nm (Elmann et al., 1959). A atividade da catalase (CAT)
foi dosada de acordo com Nelson e Kiesow (1972).

2.3. Andlise Estatistica

Todos os resultados foram analisados por Analise de Variancia (uma via). Foi
utilizado o Teste de Tukey quando encontradas diferencas significativas e todas as
analises foram feitas com nivel de significancia 95% (Sokal & Rohlf, 1995).

3. Resultados

3.1. Experimento 1: Avaliacdo dos estadgios de anestesia e recuperacdo de

juvenis de bijupira expostos a benzocaina
Todos os peixes passaram sucessivamente pelos trés estagios de anestesia e se

recuperaram, atingindo o estagio R3 (Figuras 1 e 2). Os peixes expostos apenas ao

alcool foram monitorados durante 30 minutos e ndo apresentaram mudangas de
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comportamento, suportando a ideia de que os resultados a seguir s@o consequéncia
apenas dos anestésicos testados.
A concentracdo de 30 mg L™ resultou em um maior tempo (P<0,05) para atingir
0 estagio A3 (>10 min.) que a concentragdo de 70 mg L™ (1°30>*). A concentragio 50
mg L™ alcancou o estagio A3 em 2°30”", sendo semelhante a 30 ¢ 70 mg L™ (P>0,05).
As concentracdes de 30 e 50 mg L™ demoraram 2’30’ para alcancarem o
estagio R3, enquanto que 70 mg L™ obteve um tempo (>10 min.) significativamente

maior (P<0,05) que as demais concentragdes.
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Estagios de Anestesia

Figura 1: Tempo (média + DP) em que juvenis de bijupira Rachycentron canadum
atingiram os diferentes estagios de anestesia com o uso de benzocaina. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (P<0,05) para cada estagio de anestesia.
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Figura 2: Tempo (média + DP) em que juvenis de bijupira Rachycentron canadum
atingiram os diferentes estagios de recuperacdo com o uso de benzocaina. Letras

diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05) para cada estagio de recuperacao.
3.2.  Experimento 2: Hematologia e estresse oxidativo

Apbs 24 h da exposicdo as concentragdes 0, 30, 50 e 70 mg L™ de benzocaina,
ndo foram encontradas diferencas estatisticas (P>0,05) para glicemia e hematdcrito
(Tab. 2).

Em relacdo a formacdo de proteina carbonil (Fig. 5), nas branquias foram
observados valores significativamente maiores (P<0,05) para a concentra¢do de O mg L
! sendo que para 30 mg L™ os valores foram significativamente maiores (P<0,05) que
para 50 e 70 mg L™, que foram iguais entre si (P>0,05). J4 para o figado, a concentrago
de 30 mg L™ demonstrou valores significativamente maiores (P<0,05) que 0s outros
tratamentos. Para o cérebro, a formacédo de proteina carbonil foi significamente maior
(P<0,05) para 0 e 30 mg L™ de benzocaina, sendo que para 50 e 70 mg L™ os valores

ndo diferiram entre si (P>0,05). No musculo, a formacdo de proteina carbonil foi maior
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(P<0,05) para 0 mg L™, porém n#o diferiu de 30 mg L™. Para a concentracéo de 50 mg

LY, os valores ndo diferiram (P>0,05) de 30 mg L' no entanto foram

significativamente maiores (P<0,05) que 70 mg L™.

Tabela 2: Niveis de glicemia e porcentagem de hematocrito (média £ DP) no sangue de

juvenis de bijupird Rachycentron canadum submetidos a trés concentracGes de

benzocaina.

Glicemia Hematdcrito
Benzocaina (mg L™) (mg dL™) (%)
0 39,9+19,6 28,7+10,9
30 46 +125 32,2+35
50 44,3 +10,3 30+£5,5
70 56,4 9,0 32,937

Também ndo foram observadas

diferencas estatisticas (p>0,05) entre o0s

tratamentos para a atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE) nos tecidos

cerebro e musculo (Tab. 3).

Tabela 3: Atividade de AChE (umol AcSCh min? mg?) (média + DP) nos tecidos

cérebro e mdsculo em bijupira Rachycentron canadum submetidos a diferentes

concentracfes de benzocaina.

Benzocaina (mg L)
Cérebro
0

30

50

70
Musculo
0

30

50

70

AChE

0,37 +£0,05
0,37 +£0,05
0,37 +£0,04
0,38 +0,04

0,20 +£0,02
0,22 + 0,04
0,23+ 0,04
0,21+0,02
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Figura 5: Niveis de proteinas carbonil nos tecidos de bijupira Rachycentron canadum
submetidos a trés concentracfes do anestésico benzocaina. Letras diferentes indicam

diferenca significativa (P<0,05).

Os valores encontrados para a determinacdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) nos tecidos se encontram na Figura 6. Nas branquias os valores
foram significativamente maiores (P<0,05) para 0 mg L™, ndo diferindo apenas de 50
mg L™, que néo diferiu de 30 e 70 mg L™. Para o figado, os valores observados para 70
mg L™ foram significativamente maiores (P<0,05), sendo que 0 e 30 mg L™ néo
diferiram entre si (P>0,05). No cérebro, todos os tratamentos diferiram entre si
(P<0,05), sendo que o maior valor foi observado para 0 mg L. O menor valor
encontrado para o musculo foi no tratamento 0 mg L™, significativamente diferente dos

outros tratamentos, que néo diferiram entre si (P>0,05).
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Figura 6: Niveis de TBARS nos tecidos de bijupira Rachycentron canadum submetidos
a trés concentracGes do anestésico Benzocaina. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (P<0,05).

Os valores encontrados para a concentracdo de glutationa reduzida (GSH) e
atividade das enzimas glutationa-S-transferase (GST) e catalase (CAT) estdo dispostos
na Tabela 4. Ndo foram observadas diferencas na concentracdo de GSH no cérebro,
porém sua concentragdo no figado foi significativamente menor (P<0,05) para 30 mg L
! de benzocaina. A atividade enzimética de GST no cérebro foi significativamente maior
(P>0,05) para o tratamento 0 mg L. J4 no figado, a atividade foi maior (P<0,05) para o
tratamento 30 mg L™, sendo ainda observado que na concentracdo de 50 mg L™, a
atividade foi maior (P<0,05) que para 0 e 70 mg L™ de benzocaina, que foram iguais
entre si (P>0,05). Nao foram observadas diferencas (P>0,05) entre os tratamentos para

atividade da enzima catalase.
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Tabela 4: Atividade da glutationa reduzida (GSH), glutationa-S-transferase (GST) e da
catalase (CAT) nos tecidos branquia e figado em bijupira Rachycentron canadum
submetidos a diferentes concentracdes de benzocaina. Letras diferentes indicam

diferenca significativa (P<0,05).

Benzocaina (mg L™) GSH GST CAT
Branquia

0 0,024+0,007 1,650+0,29 a 1,61+0,45
30 0,019+0,004 0,552+0,13 b 1,59+0,3
50 0,018+0,005 0,657+0,17 b 1,62+0,5
70 0,021+0,003 0,628+00,12 b 1,60+0,58
Figado

0 0,386+0,09 a 0,493+0,12 a 1,10+0,6
30 0,177+0,10 b 1,287+0,31 b 1,11+0,45
50 0,343+0,07 a 0,787+0,20 ¢ 1,09+0,55
70 0,348+0,14a  0,383+0,106 a 1,09+0,54

GSH e GST: umol GS-DNB min mg™ PTN; CAT: pmol mg™ proteina min™. Dados
representam a média + DP.

4. Discussao

4.1. Experimento 1: Avaliacdo dos estagios de anestesia e recuperacdo de juvenis de

bijupira expostos a benzocaina

Marking e Meyer (1985) recomendaram que a anestesia profunda em peixes
deva ser atingida em até 3 min. e a recuperacdo nao deva ultrapassar 5 min. O presente
estudo demonstrou que a 50 mg L™ de benzocaina, juvenis de bijupira sdo anestesiados
e se recuperam dentro desses periodos.

Fatores como espécie, peso e temperatura podem afetar o processo de anestesia
(Olsen et al., 1995; Tsantilas et al., 2006). Okamoto et al. (2009) observaram que a 50
mg L™ de benzocaina foi eficaz para anestesiar juvenis de Trachinotus marginatus (51
g), quando administrados a 19°C. Para Salmo salar (45 g), a concentracdo de 30 mg L™
de benzocaina, a 5°C, mostrou-se eficiente (Iversen et al., 2003), enquanto que para
juvenis de Colossoma macropomum (9 g), doses mais elevadas de benzocaina sdo
consideradas ideais (100 — 150 ppm) a 24°C (Gomes et al., 2001). Para juvenis de

bijupira R. canadum, Gullian e Vilanueva (2009) recomendam o uso de 20 mg L™ do
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anestésico eugenol para procedimentos que requeiram imobiliza¢do de até 10 min, e 40
mg L™ de tricaina metano sulfonato (MS222) para procedimentos com duracéo de até

20 min.

4.2. Experimento 2: Hematologia e Estresse oxidativo

indices bioquimicos e hematoldgicos sdo utilizados para avaliar o efeito de
estressores em peixes. Um dos mais utilizados sdo concentracdo de glicemia e
hematocrito (Svobodova et al., 1999). Gomes et al. (2001) verificaram niveis de
glicemia entre 58 e 68 mg dL™ em juvenis de C. macropomum anestesiados em
concentracdes de benzocaina consideradas seguras, porém em concentracdes acima de
200 mg L™ estes niveis aumentaram, indicando que altas concentracdes de benzocaina
sdo estressantes para estes peixes. Trushenski et al. (2010) avaliaram a resposta de
estresse de juvenis de bijupira R. canadum e encontraram valores de até 189 mg dI*
para glicemia apds 1 h da exposi¢do a um estressor, retornando aos niveis basais apds
24h. No presente trabalho, os valores de glicemia ndo apresentaram alteracdes 24 h apds
exposicdo a benzocaina. Bolasina (2006) observou um percentual de 29% no
hematdcrito em juvenis de Urophycis brasiliensis recém-anestesiados com 40 mg L™ de
benzocaina e de 27% em peixes que ndo foram anestesiados, ndo havendo diferenca
entre os tratamentos, assim como ocorreu no presente trabalho.

O estresse oxidativo causa o desequilibrio de oxidantes e antioxidantes,
conduzindo a ocorréncia de danos celulares oxidativos (Barbosa et al., 2008).
Anestésicos entram pelas branquias dos peixes, principal local de transferéncia de
xenobidticos, seguido pela distribuicdo por todo o organismo, com potencial efeito
deletério aos demais érgdos (Valisek et al., 2011).

Quando a atividade de AChE é inibida, ha bloqueio na transmisséo de impulsos
nervosos, paralisando as funcbes vitais (Stenesh, 1998). No presente trabalho, a
atividade de AChE parece ndo ter sido alterada pela exposicdo ao anestésico
benzocaina, fato que pode ser um indicativo da auséncia de distlrbios no sistema
colinérgico dos peixes.

A carbonilacdo de proteinas é o resultado da oxidacdo proteica que diminui a
atividade catalitica nas enzimas, sendo a proteina carbonil o biomarcador mais
amplamente aceito para avaliar os danos oxidativos as moléculas de proteina (Shacter et

al., 1994; Almroth et al., 2008). No presente trabalho, os niveis de proteina carbonil
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foram maiores para a concentracdo de 30 mg L™ no figado, indicando provével
alteracdo oxidativa, interferindo na estrutura e funcdo das proteinas (Sturve et al., 2008).
Ao expor juvenis de truta arco-iris Oncorhynchus mykiss a quatro anestésicos (6leo de
cravo, propiscina, 2-fenoxietanol e MS222), Velisek et al. (2011) avaliaram
biomarcadores de estresse oxidativo, observando aumento nos niveis de proteina
carbonil para o cérebro apos 24 h de exposicao.

O processo de peroxidacdo lipidica € uma sequéncia de reacbes bioquimicas
definidas como deterioracdo oxidativa de acidos graxos polinsaturados. A peroxidagédo
lipidica em peixes & medida como substancias reativas ao A&cido tiobarbitdrico
(TBARS), e tem sido utilizado como biomarcador em vérios estudos (Roméo et al.,
2005; Almroth et al., 2005; Barata et al., 2005). Para juvenis de bijupird, quando
comparamos ao tratamento 0 mg L™, se observa maiores niveis de TBARS para todas as
concentracdes no musculo, e para 50 e 70 mg L™ no figado. O figado é um érgdo
metabolicamente ativo com grande poder antioxidante, explicando os maiores niveis de
TBARS nesse tecido (Velisek et al., 2011).

O sistema de defesa antioxidante inclui enzimas como catalase (CAT),
glutathione S-transferase (GST) e o tripeptideo glutationa reduzida (GSH) (Monteiro et
al., 2006). Estudos mostram que quando a atividade dessas enzimas se encontra alterada
em peixes, pode ser um indicativo de alteracdes nas defesas antioxidantes a poluentes
aquaticos (Cattaneo et al., 2010; Ferreira et al., 2010). No presente estudo, 0s niveis de
atividade CAT néo foram alterados nos tecidos analisados.

No figado, os niveis de GSH diminuiram para peixes expostos a 30 mg L™,
enquanto que para GST houve um aumento para 30 e 50 mg L™. A enzima GST foi
mais ativa no tecido hepatico que nas branquias, indicando o papel efetivo desse tecido
na detoxificacdo (Basha e Rani, 2003). O aumento na atividade de GST no figado
ocorreu simultaneamente ao declinio de GSH para 30 mg L™. O GSH possui importante
papel na detoxificacdo de eletréfilos e prevencdo do estresse oxidativo celular
(Sies,1999). A reducdo de GSH durante a exposicdo & benzocaina 30 mg L™ se deve
provavelmente a um aumento da utilizacdo de GSH, que pode ser convertida a
glutationa oxidada (GSSG), ndo ocorrendo regeneracdo de GSH pela glutationa redutase
(GR). O GSH é uma das primeiras linhas de defesa contra o0 estresse oxidativo, e seus
niveis podem aumentar devido a um mecanismo adaptativo que eleva sua sintese
guando exposto a um estresse oxidativo moderado. No entanto, um estresse oxidativo

elevado pode suprimir os niveis de GSH devido a uma perda nos mecanismos
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adaptativos e a oxidacdo de GSH a GSSG (Zhang et al., 2004). A diminui¢&o nos niveis
de GSH pode reduzir a habilidade celular de destruir radicais livres e EROs,
aumentando assim o potencial oxidativo nas células (Elia et al., 2003). As células
tentam remover 0s xenobioticos por conjugacdo direta com GSH ou utilizando GST, o
que diminui os niveis de GSH. A enzima GST utiliza GSH para detoxificacdo, portanto
a diminuigdo nos seus niveis provavelmente indica seu esgotamento pelo aumento na
atividade da enzima GST. A relagdo entre as mudancas na atividade de GST e a reducéo
nos niveis de GSH, indica que ha uma restricdo da atividade de GST pela
indisponibilidade de GSH (Monteiro et al., 2006). Os niveis de GST também
aumentam para 50 mg L™, porém os niveis de GSH permanecem semelhantes ao
controle. Provavelmente o sistema antioxidante glutationa foi capaz de suportar a

atividade da enzima GST, através da regeneracdo de GSH pela GR.
5. Conclustes

A ocorréncia de periodos de anestesia e de recuperacdo considerados ideais, a
ndo alteracdo de pardmetros hematologicos e as menores alteragbes de estresse
oxidativo indicam o anestésico benzocaina como eficiente para juvenis de bijupird R.
canadum, quando administrado & concentracdo de 50 mg L™. Porém sdo necessarias
maiores investigacdes sobre os mecanismos de estresse oxidativo, ja que todas as

concentragOes mostraram alteragdes nos biomarcadores utilizados para sua avaliagéo.
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Resumo

Foram realizados dois experimentos para avaliar a resposta do estresse no transporte de
juvenis de bijupird Rachycentron canadum. Os peixes foram embalados em sacos de
polietileno de 60 L, contendo 10 L de &gua do mar e 30 L de oxigénio. Os sacos foram
acondicionados em caixas de isopor e todos tratamentos foram realizados com trés
repeticdes, com duracdo de 8 h. O primeiro experimento (peixes com peso médio de
30,9 g, densidade de 10 g L) avaliou o efeito da benzocaina durante o transporte. Trés
peixes foram embalados em cada saco. Foram avaliadas duas concentractes de
benzocaina, 2 e 6 mg L™, e mais um tratamento isento do anestésico. Para avaliagio dos
parametros hematoldgicos (glicose e hematocrito), foram coletadas amostras de sangue
antes da embalagem (controle), 0 (imediatamente apds o transporte), 2, 24 e 48 h depois
do transporte. No segundo experimento, os peixes (37,5 g) foram embalados nas
densidades de 10, 20 e 30 g L™ e os parametros hematolégicos (glicose, hematécrito e
osmolalidade) foram medidos anteriormente ao transporte (controle), 0, 2 e 24 h ap6s o
final do transporte. Para ambos os experimentos, foram coletadas amostras de agua para
medicdo do pH e concentragfes de oxigénio dissolvido, amonia e CO,. Néao foi
observada mortalidade no experimento com adi¢do de benzocaina. No tempo 0 h, a
glicemia foi maior para 6 mg L™ (P<0,05) de benzocaina, embora em 48 h j& tenha
retornado a valores similares ao controle. Foi observada mortalidade de 39,5% dos
peixes na densidade de 30 g L™. A concentracdo de CO, foi significativamente maior
(P<0,05) na densidade de 30 g L™ (61 + 10,5 mg CO, L) queem 10e 20 g L™ (19 +
3,7e35+4,9mg CO, L™). A glicemia na densidade de 30 g L™ foi maior (P<0,05) que
nos outros tratamentos. No entanto, retornou a valores proximos ao controle apenas para
20 e 30 g L depois de 24 h. Os resultados sugerem que: i) ndo ha vantagem no uso de
benzocaina no transporte de juvenis de bijupird; e ii) juvenis de bijupird ndo devem ser

transportados por 8 h em densidades maiores que 20 g L™
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Abstract

Two experiments were conducted to evaluate the stress response during transportation
of juvenile cobia Rachycentron canadum. The fish were packed in polyethylene bags
with 10 L of salt water and 30 L of oxygen. The bags were packed in styrofoam boxes
and all treatments were conducted in triplicate and lasted for 8 h. The first experiment
(average weight of 30.9 g, density 10 g L™) evaluated the benzocain effect during
transportation. Three fish were packed in which bag. Two concentrations were
evaluated, 2 and 6 mg L™, and a control group without anesthetic. To evaluate
hematological parameters (glucose and hematocrit), blood samples were collected from
the fish before transportation, 0 (immediately after transport), 2, 24 and 48 h after
transport. In the second experiment, the fish (35.7 g) were packed at the densities 10, 20
and 30 g L™ and hematological parameters (glucose, hematocrit and osmolality) were
measured before transport (controle), 0, 2 and 24 h after the end of transportation. For
both experiments, water samples were collected to verify oxygen, pH, ammonia and
CO,. No mortality was observed in the experiment with benzocaine. Glucose at 0 h was
higher (P<0,05) for 6 mgL™ benzocaine, although at 48 h the level was similar to
control. Mortality of 39.5% was observed at the density 30 g L™. The CO, was
significantly higher (P<0.05) at the density 30 g L-1 (61 + 10.5 mg CO, L™) than at 10
and 20 g L™ (19 + 3.7 and 35 + 4.9 mg CO, L™). Glucose at the density of 30 g L™ was
higher (P<0,05) than in the other treatments. Nevertheless, the glucose returned to the
control level just at 20 and 30 g L™ after 24 h. The results suggest that: i) there is no
advantage in using benzocaine for transporting juvenile cobia; and ii) juvenile cobia

should not be transported for 8 h at densities exceeding 20 g L™,
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1. Introdugéo

A aquicultura é uma atividade que envolve estresse em peixes. Mangjo,
transporte, quedas na qualidade da agua e alta densidade de estocagem sdo alguns
fatores estressantes comuns na piscicultura, podendo ter como consequéncias, baixo
desempenho no crescimento, patologias e até mesmo mortalidades (Paterson et al.,
2003; Small, 2003; Ashley, 2006; Sulikowski et al., 2006).

O transporte de peixes € um dos principais problemas em aquicultura (Amend et
al., 1982; Schreck et al., 1995; Azambuja et al., 2011). Considerado um procedimento
que exp0de 0s peixes a uma série de estimulos adversos, é responsavel por desencadear
uma série de respostas fisioldgicas, sendo reconhecido como um estressor fisiologico
potencial (Iversen et al., 1998; Cooke et al., 2004; Urbinati et al., 2004; Chandroo et al.,
2005). Como resposta fisioldgica, ocorre a ativacdo do eixo hipotalamico-pituitario-
interrenal (HPI), resultando em um aumento no nivel de catecolaminas e cortisol no
sangue, 0 que provoca 0 aumento da glicemia e da concentracdo de hemoglobina no
sangue, além de distarbio no balanco hidromineral, entre outros fatores (Barton, 1991;
Wandelaar Bonga, 1997).

Alguns trabalhos mostram que o estresse dos peixes, causado pelo transporte,
pode ser minimizado com a utilizacdo de anestésicos, assim como 0 emprego de uma
densidade de estocagem adequada (Carneiro et al., 2002; Gomes et al., 2003; Ross et
al., 2007; Colburn et al., 2008; Iversen et al., 2009).

O bijupira, Rachycentron canadum, é um peixe costeiro, pelagico, migratorio,
unico membro da familia Rachycentridae. Essa espécie estd amplamente distribuida nos
oceanos tropicais e subtropicais, exceto na costa leste do Oceano Pacifico (Shaffer e
Nakamura, 1989) e na costa Atlantica da Europa. Considerada uma espécie promissora
para a aquicultura, o bijupira demonstra rapido crescimento, elevada sobrevivéncia na
fase de juvenil e engorda, alta eficiéncia alimentar e carne de boa qualidade (Webb Jr. et
al., 2007). Devido ao recente interesse em sua cria¢do, ainda ha pouco conhecimento
sobre sua adaptacdo as praticas de manejo em aquicultura (Holt et al., 2007; Cnaani e
McLean 2009).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o estresse causado pelo transporte em
juvenis de bijupird submetidos a diferentes concentracdes do anestésico benzocaina e a

diferentes densidades de estocagem.
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2. Material e Métodos

2.1. Experimento 1: Uso de benzocaina no transporte de bijupira

Para a realizacdo deste experimento, foram utilizados 114 juvenis de bijupira
(30,9 £ 9,3 g; 17,3 £ 2,0 cm) provenientes da fazenda comercial Redemar Alevinos,
Ilhabela, Séo Paulo, Brasil. Os juvenis foram criados durante sete semanas em sistema
de recirculacdo de agua no Laboratorio de Piscicultura Estuarina e Marinha — FURG,
em tanques de 300 L. A temperatura da 4gua permaneceu em 26,5 °C e a salinidade em
30,0. Durante esse periodo, os peixes foram alimentados 3 vezes ao dia com ragdo
comercial INVE (57% Proteina bruta) e 18 h antes do transporte, os peixes foram
mantidos em jejum.

O transporte foi feito em sacos plasticos com volume de 60 L, sendo um terco do
seu volume preenchido com &gua e o restante com oxigénio. Os sacos foram colocados
em caixas de isopor (cinco sacos por caixa) para manutencdo da temperatura. A
estocagem nos sacos plasticos teve duracdo de 8 h, sendo que pelo periodo de 1:30 h, as
caixas de isopor foram efetivamente transportadas em uma caminhonete.

As concentracdes de benzocaina utilizadas no transporte foram de 2 e 6 mg L™, A
solucdo estoque de benzocaina (Henrifarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos
LTDA) foi preparada a partir da diluicdo em alcool comercial (96%), na propor¢édo 1:9
(p:v). Também foram avaliados peixes transportados em sacos isentos do anestésico (0
mg L ™).

Anteriormente ao transporte, foram amostrados nove peixes diretamente dos tanques
de criacdo para coleta de sangue, denominado tratamento Controle. O sangue foi
coletado junto ao pedunculo caudal, com auxilio de seringa heparinizada de 1 ml e
agulha hipodérmica de 26G '2”. As amostras de sangue foram utilizadas para
verificagdo de glicose (glicosimetro Accu Cheek Advantage) e hematdcrito (centrifuga
micro-hematocrito Micro Spin, 10 min., 12000 rpm).

Foram utilizados trés sacos por tempo e por tratamento, contendo trés peixes em
cada saco, alem de trés sacos adicionais sem peixes para o controle de qualidade da
agua. Apenas para o controle 48 h o experimento foi realizado em duplicata. Ao final
das 8h de transporte, foi coletado sangue dos peixes de trés sacos de cada tratamento
(tempo 0 h). Os peixes dos sacos restantes foram desembalados e mantidos em tanques

de 50 L (foi utilizado um tanque para cada saco) para coleta de sangue 2, 24 e 48 h ap6s
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o transporte. Também ao final do transporte, foram coletadas amostras de agua para
verificacdo dos niveis de oxigénio, didéxido de carbono (CO,), ambnia e pH (Controle

Agua). A sobrevivéncia dos peixes foi observada durante todo o periodo experimental.
2.2. Experimento 2: efeito da densidade de estocagem no transporte de bijupira

Para realizacdo desse experimento, foram utilizados 162 juvenis de bijupira
(357 + 75 ¢; 19,2 = 2,8 cm) provenientes de fazenda comercial Aquatec,
Canguaretama, Rio Grande do Norte, Brasil. Os peixes foram criados no Laboratorio de
Piscicultura Estuarina e Marinha — FURG durante seis semanas, como descrito no
Experimento 1.

As etapas de embalagem, tempo de transporte e coleta de sangue foram
realizadas como descrito anteriormente. As densidades de estocagem avaliadas foram de
10, 20 e 30 g L™ (3, 6 e 9 peixes por saco, respectivamente), sendo utilizados nove

sacos por tratamento.
2.3. Andlise estatistica

A analise estatistica dos parametros de qualidade de agua foi feita por Analise de
Variancia (ANOVA) uma via. Para os parametros hematol6gicos, também foi feita
Anélise de Variancia (uma via), em relacdo aos tempos e aos tratamentos. Foi utilizado
o0 Teste de Tukey quando encontradas diferencas significativas e todas as analises foram
feitas com nivel de significancia de 95%. Foi empregado o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis quando as exigéncias para a realizacdo da ANOVA néo foram supridas
(Sokal e Rohlf, 1995).

3. Resultados
3.1. Uso de benzocaina no transporte de bijupira

N&o houve mortalidade durante e ap6s o transporte.
Os valores encontrados para 0s parametros de qualidade da agua ap6s as 8h de
transporte encontram-se na Tabela 1. Os niveis de oxigénio dissolvido nos tratamentos

0, 2 e 6 mg L™ foram significativamente menores (P<0,05) que no Controle Agua. No
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tratamento com 6 mg L™, o nivel de OD foi superior ao tratamento com 2 mg L™
(P<0,05), porém ambos ndo diferiram significativamente do tratamento sem anestésico
(P>0,05).

Apenas no tratamento com 2 mg L™ o pH baixou significativamente (P<0,05)
em relacdo ao controle, ndo havendo diferenca significativa (P>0,05) entre os demais
tratamentos.

As concentracdes de CO, foram maiores no tratamento com 2 mg L™* de
benzocaina, quando comparadas com o tratamento sem anestésico (P<0,05). Em ambos
os tratamentos, ndo houve diferencga significativa (P>0,05) na concentracdo de CO,, em
comparagao ao tratamento com 6 mg L. Todos os tratamentos apresentaram valores de
CO, superiores ao Controle (P<0,05).

Em relacio as concentragdes de amonia total, o tratamento 2 mg L™ resultou em
maiores valores, sendo significativamente maior (P<0,05) que os tratamentos 0 e 6 mg
L, que ndo diferiram entre si. Para amo6nia gasosa, ndo foi encontrada diferenca entre
0s tratamentos.

Os valores encontrados para glicemia e hematdcrito apos as 8h de transporte
estdo na Tabela 2. Para glicemia (Fig. 1), imediatamente ap6s o transporte foi observado
maiores valores no tratamento 6 mg L™ (P<0,05), enquanto n&o houve diferenca
significativa entre os tratamentos 0 e 2 mg L™ (P>0,05). Ap6s 2 h da chegada do
transporte, os valores no tratamento 6 mg L™ permaneceram maiores que no tratamento
0 mg L' (P<0,05), porém em ambos ndo diferiram dos valores observados no
tratamento 2 mg L™, Até 2 h ap6s o transporte todos 0s peixes apresentaram glicemia
superior aos peixes que nao foram transportados (Controle) (P<0,05). Passadas 24 h
houve uma reducdo na glicemia em todos os tratamentos (P<0,05), porém ndo houve
diferenca significativa entre eles (P>0,05) e todos ainda permaneceram superiores ao
Controle (P<0,05). Apo6s 48h, a glicemia em todos os tratamentos permaneceu
semelhante (P>0,05), porém apenas o tratamento 6 mg L™ atingiu 0s mesmos niveis do
Controle (P>0,05).

Tabela 1: Pardmetros de qualidade da agua medidos imediatamente ap6s 8h de
transporte (média + DP) de juvenis de bijupira Rachycentron canadum nos grupos
Controle Agua, 0 mg L™ (isento de anestésico) e anestesiados com 2 e 6 mg L™ de

benzocaina. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).
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Parametros Benzocaina (mg L™)
antrole 0 2 6
Agua
OD (mg L™ 244+043a  17,57+315hc 17,33+3b 20,37+ 1,96 ¢
pH 8,31+0,06 a 7,19+0,19a 6,92+ 0,08 b 7,03+ 0,08 ab
CO, (mg L™ 0+0,58a 7+377b 13+244¢ 10,5 + 1,98 bc
TAN (mg LY 0,08 +0,02 a 0,96 £ 0,88 ab 2,46 +0,42b 1,28 +0,63a
NH3-N (mgL™*) 0,006 +0,001a 0,007+0,005a 0,008+0,001a 0,006 0,002a

Tabela 2: Niveis de glicemia e hematocrito (média + DP) no sangue de juvenis de

bijupira Rachycentron canadum apds o transporte em diferentes concentragbes de

benzocaina. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05) entre

os diferentes tratamentos em cada intervalo de tempo e letras maiusculas diferentes

indicam diferenca significativa (P<0,05) do mesmo tratamento em diferentes intervalos

de tempo.
Benzocaina  Antes do
(mg L'l) Transporte Tempo apoés o transporte (h)
Controle 0 2 24 48
Glicemia 0 229+46 425+10,1 66,7+37,4 38,2+3,8 38,6 +17,6
aA bB bB bAB bAB
(mgdL™) 2 631+192 912+315 369+41 348+68
bB bcC bD bD
6 98,4 +439 113,7 + 33,4+64 27, 7+72
cB 27,7 cB bA abA
Hematocrito 0 291+75 30,6 +4,7 275+54 287+4,1 31,2+6,8
(%) 2 291+25 24421 276+36 30649
6 26,1+3,3 25,8+3,7 28,1+3,3 295+6,8

N&o foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para os valores de

porcentagem de hematdcrito entre 0s tempos ou entre os tratamentos.
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Figura 1: Resposta de glicemia (mg dL™) de juvenis de Rachycentron canadum apés 8 h

de transporte em diferentes concentragdes de benzocaina.
3.3.  Efeito da densidade de estocagem no transporte de bijupira

A sobrevivéncia nas densidades de 10 e 20 g L™ foi de 100%, enquanto que na
densidade de 30 g L™ a sobrevivéncia foi de 60,5%, significativamente menor (P<0,05)
gue nas outras densidades.

Os valores encontrados para os parametros de qualidade da agua apds 8h de
transporte estdo na Tabela 3. As concentracfes de oxigénio dissolvido e CO, foram
significativamente diferentes (P<0,05) nas trés densidades utilizadas. Enquanto a
concentracdo de OD diminuiu com o aumento da densidade, o contrario ocorreu com a
concentracdo de CO,. Os valores de pH foram significativamente diferentes (P<0,05)
entre todos os tratamentos, diminuindo conforme foi aumentando a concentracdo de
CO..

Em relagéo as concentragdes de amonia total, ndo houve diferenca significativa
nas densidades de 20 e 30 g L™ (P>0,05) e em ambas resultaram valores superiores &

densidade de 10 g L™ (P<0,05). Nas trés densidades as concentracdes de TAN foram
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superiores ao Controle (P<0,05). Para amonia gasosa, em todas as densidades foram
significativamente menores que o controle (P<0,05) e ndo diferiram entre si (P>0,05).

Tabela 3: Parametros de qualidade da &gua medidos apds 8h de transporte (média £ DP)
de juvenis de bijupird Rachycentron canadum em diferentes densidades. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).

Parametros Densidade (g L™)

Controle 10 20 30
Agua

OD(mgL?)  22,38+152a  1577+228b  9,94+183c 6,48 +1,85d

pH 8,06 +0,03a 6,93+0,09b 6,63 + 0,06 C 6,38 +0,00 d
CO, (mg LY 1+0a 19+377b 35+495¢ 61+10,48d
TAN (mgL?)  018+004a 1,02+0,67a 3,00+1,30 b 4,14+081b

NH3-N (mgL™) 0,007+0,001a 0,003+0,001b 0,004+0,002b 0,004 +0,001b

Os valores encontrados para os parametros hematoldgicos glicemia, hematocrito e
osmolalidade ap0s as 8h de transporte encontram-se na Tabela 4. Para glicemia (Fig. 2),
imediatamente apds a chegada do transporte, foram observados os maiores valores para
a densidade de 30 g L, sendo significativamente maiores (P<0,05) que o Controle
(coletados antes do transporte) e ndo diferindo de 10 e 20 g L™ (P>0,05). Duas horas
ap6s a chegada, a densidade de 30 g L™ continuou com valores elevados e
significativamente maiores que no Controle (P<0,05), n&o diferindo apenas de 20 g L™
(P>0,05). Passadas 24 h do retorno, apenas na densidade de 10 g L™ a glicemia era
superior a do Controle (P<0,05).

Tabela 4: Niveis de glicemia e hematocrito (média + DP) no sangue de juvenis de
bijupird Rachycentron canadum apds o transporte em diferentes concentracbes de
benzocaina. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05) entre

os diferentes tratamentos em cada intervalo de tempo e letras maiusculas diferentes
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indicam diferenca significativa (P<0,05) do mesmo tratamento em diferentes intervalos

de tempo.
Densidade Antes do Tempo apds o transporte (h)
(gL Transporte
Controle 0 2 24
Glicemia 30,1+4,3
aA
(mgdL™ 10 44,7+ 12,3 35,1410, 36,6+7,2
abB abAB bAB
20 449+11,1 67,8+ 36,1 31,6 +5,6
abAB bcB abA
30 102,9 +£48,2 1155+61,9 253+2,1
bB cB aA
Hematdcrito 312+41a
(%) 10 342+88a 355+38b 30,8+80a
20 276+58a 278+52a 30,0+42a
30 35,1+9,7a 314+54ab 276+30a
Osmolalidade 338,3+10,6
aA
(mmol kg™ 10 3554 + 6,4 339,9+ 14,6 359,2+9,1
bB aA bB
20 348,1+29 338,8+119 355,6 + 13,7
bAB aA bB
30 387,5+ 28,3 340,3+8,5 306,2 + 10,8
bB aA cB

Para o hematocrito (Fig. 3), foi observdo um aumento em sua porcentagem 2 h
ap6s o retorno do transporte para 10 g L™, que foi significativamente diferente do
Controle e 20 g L™ (P<0,05). Ap6s 24 h de transporte n&o foi observado diferenca entre
os tratamentos e o Controle (P>0,05).

Para osmolalidade (Fig. 4), logo apds o transporte, foram observados valores
superiores ao Controle em todas as densidades (P<0,05). Porém apds duas horas, esses
valores ja se apresentaram semelhantes ao do Controle (P>0,05). Apds 24 h, os peixes
nas densidades 10 e 20 g L™ apresentaram osmolalidade significativamente maior
(P<0,05) que a observada no Controle, mas uma reducdo significativa foi observada

para os peixes que foram transportados na densidade 30 g L™ (P<0,05).
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1562  Figura 3: Resposta do hematdcrito (%) de juvenis de Rachycentron canadum apés 8 h
1563  de transporte em diferentes densidades de estocagem.
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1566  Figura 4: Resposta de osmolalidade (mmol kg™) de juvenis de Rachycentron canadum
1567  apds 8 h de transporte em diferentes densidades de estocagem.

1568

1569 4. Discussao

1570

1571 4.1. Uso de benzocaina no transporte de bijupira

1572

1573 ApOs exposicdo a agentes estressores, 0s peixes podem apresentar reducdo na
1574  taxa de crescimento, na capacidade reprodutiva e alteracdo comportamental (Wendelaar
1575  Bonga, 1997). Foi observado para algumas espécies de peixes que a utilizacdo de
1576  anestésicos reduz a agitacdo e o estresse durante o transporte (Sandodden et al., 2001;
1577  lversen et al., 2009; Park et al., 2009).

1578 Uma das principais respostas fisiologicas dos vertebrados ap0s exposicdo a
1579  situacdo de estresse é o aumento nos niveis de cortisol e glicose no sangue, sendo sua

1580  quantificacdo considerada um dos métodos mais confiaveis para a quantificacdo do
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estresse sofrido (Barton, 1991; Ortuno 2001). No presente trabalho, peixes expostos a
concentracdo de 6 mg L™ de benzocaina apresentaram valores elevados de glicemia até
2h apés o transporte, com pico de 150 mg dL™. Apés 48h, a glicemia dos peixes
transportados nas concentragdes de 0 e 6 mg L™ ja era semelhante aos niveis iniciais.
Para adultos de matrinxd Brycon cephalus (1 kg) transportados com 5 mg L™ de
benzocaina, foram observados valores de glicemia elevados imediatamente ap6s o
transporte, retornando a seus niveis iniciais ap6s 24h (Carneiro et al., 2002). Em
transporte realizado com 1 mg L™ do anestésico metomidato, juvenis de salméo do
Atlantico Salmo salar apresentaram valores de glicemia elevados, mesmo ap6s 48h
(Sandodden et al., 2001).

A liberacdo de catecolaminas promove a dilatacdo de eritrécitos e aumenta o
numero de células vermelhas circundantes, aumentando a concentracdo de hemoglobina
no sangue (Wandelaar Bonga, 1997). No presente trabalho, os valores de hematdcrito
demonstraram leves variacfes, ndo diferindo entre os tratamentos. Para adultos de
matrinxa B. cephalus também ndo ocorreu diferenca nos valores de hematocrito de

individuos transportados com 5, 10 e 20 mg L™ de benzocaina (Carneiro et al., 2002).

4.3. Efeito da densidade de estocagem no transporte de bijupira

Para juvenis de bijupird, logo apds 8h de transporte, os niveis de glicemia foram
elevados para individuos transportados na maior densidade (30 g L™), porém apés 24h
0s niveis retornaram para valores proximos ao controle. Juvenis de tambaqui Colossoma
macropomum (52 g) transportados por 10 h em densidades entre 78 e 312 g L™, também
apresentaram valores de glicemia elevados ap6s a chegada do transporte nas maiores
densidades, retornando a valores similares aos niveis basais ap6s 24 h (Gomes et al.,
2003).

A liberacdo de cortisol no sangue é uma resposta primaria em peixes e tem como
importancia fisiologica a regulacdo do balanco hidromineral e metabolismo energético.
Por isso, mudancas na osmolalidade sdo caracteristicas de respostas secundarias ao
estresse (Wendelaar Bonga, 1997). Peixes em meios hipertbnicos tipicamente
apresentam um aumento na osmolalidade quando expostos a um agente estressor
(Davis, 2006), o que foi observado no presente trabalho com o término do transporte.
Apbs 24h do retorno, foi observado um pequeno aumento da osmolalidade nas

densidades 10 e 20 g L™ e uma reducéo dos valores de osmolalidade na maior
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densidade. As variagbes ocorridas apés 24h, provavelmente se devem a nao
estabilizacdo dos niveis de osmolalidade no tempo amostrado.

A qualidade da &gua é um fator determinante na sobrevivéncia de peixes
transportados em sistemas fechados, onde o processo de degradacdo é iniciado na
primeira hora apds a embalagem dos sacos (Paterson et al., 2003). Em transporte
fechado, os baixos valores de pH favorecem a ionizagdo da amonia, considerada a
forma menos toxica para peixes (Singh et al., 2004). O aumento da concentracdo de
CO;, na agua pode resultar em hipercapnia, diminuindo a capacidade de transporte de
oxigénio pela hemoglobina devido ao efeito de Bohr. O transporte de oxigénio aos
tecidos é reduzido em ambientes onde os niveis de CO, sdo maiores que 40 mg L™
(Wedemeyer, 1996). A mortalidade de 39,5% observada para o transporte na densidade
de 30 g L, provavelmente esta relacionada aos altos valores de CO,, alcangando 67 mg

L para esta densidade.

5. Conclusodes

De acordo com os resultados apresentados no trabalho, é recomendado que ndo
seja utilizado o anestésico benzocaina para o transporte de juvenis de bijupird. Também

ndo é recomendavel utilizar densidades de estocagem acima de 20 g L™.
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Conclusotes Gerais

A ocorréncia de periodos de anestesia e de recuperacao considerados ideais,
a ndo alteracdo de pardmetros hematolégicos e as menores alteracdes de
estresse oxidativo indicam o anestésico benzocaina como eficiente para
juvenis de bijupird R. canadum, quando administrado a concentracdo de 50

mg L™

N&o é recomendado o uso do anestésico benzocaina para o transporte de
juvenis de bijupird, ja que a glicemia foi elevada quando o anestésico foi
adicionado ao transporte.

Também ndo é recomendavel utilizar densidades de estocagem acima de 20

g L, devido a verificacdo de mortalidade de até 40% na densidade de 30 g
L™
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