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FORMATO DA DISSERTACAO/ TESE

A presente dissertacdo é composta por capitulos. O capitulo 1 apresenta uma
introducao geral, a contextualizagédo do tema, justificativa e os objetivos de estudo. O
capitulo 2 trata-se de artigo cientifico completo, contendo referéncias, e formatado nas
normas da revista Fish Physiology and Biochemistry. O capitulo 3 finaliza esta
dissertacdo com conclusdes gerais e consideragfes finais deste trabalho, além de

sugestdes para estudos futuros.



RESUMO GERAL

No Brasil, aproximadamente quatro milhdes de pessoas estdo envolvidas
direta ou indiretamente com a aquicultura, a qual contribui como fonte de renda e
producao de alimento. Na ultima década, o consumo per capita de pescado no mundo
elevou-se em mais de 100%, ressaltando a preocupacdo quanto ao bem-estar e
reducado do estresse desses animais por parte do consumidor de proteina animal, dos
pesquisadores, dos desenvolvedores de tecnologias ou dos produtores. E sabido que
0 estresse nos peixes desencadeia respostas neuroendocrinas, gerando respostas
primarias, secundarias e/ou terciarias, o que libera catecolaminas e cortisol, prejudicial
para o desenvolvimento, imunidade e reproducdo. Na ultima década, houve certo
avanco em relacao a anestesia aplicada aos teledsteos, destacando-se o aumento do
namero de estudos relacionados ao uso de anestésicos e suas respostas neuro-
fisiol6gicas. Entretanto, as diferencas entre respostas especificas para cada espécie,
qualidade e padrdes da agua, dentre outros fatores, dificultam a pesquisa e 0 uso
pratico dos anestésicos nos peixes, e embora hajam estes limitantes, o uso de
determinados anestésicos se justifica durante o manejo, transporte ou qualquer outra
forma de manipulacgéo, a fim de minimizar o estresse, evitar traumas, morbidades ou
até mesmo a morte dos animais. A carpa capim (Ctenopharyngodon idella) € um peixe
nativo da Asia oriental e foi amplamente distribuida ao redor do mundo como
controlador bioldgico dado seu alto consumo de macréfitas aquéticas, tornando-se
desta forma importante espécie de cultivo também no Brasil. Embora seja muito
utilizada como modelo experimental por ser um animal de facil adaptacéo, ndo ha
protocolos anestésicos definidos para a espécie. Desta forma, o estudo dos efeitos de
anestésicos sobre essa espécie é relevante tanto sob o aspecto cientifico, de bem-
estar, como de de producdo. O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito do
eugenol, benzocaina e gelo sobre o bem-estar de carpas capim adultas durante
processos sedativos, anestésicos e/ou eutanasicos. Foram utilizados 60 peixes
adultos com peso médio de 743,0 (£ 6,2) g. O delineamento experimental foi
inteiramente casualisado e os animais foram divididos em oito grupos, conforme o
tratamento aos quais foram submetidos, sendo: grupo testemunha (GT), controle
(CO), etanol 1,75 ml.Lt (ET), gelo (GE), eugenol 50 mg.L* (E50), eugenol 250 mg.L™?
(E250), benzocaina 100 mg.L* (B100) e benzocaina 300 mg.L* (B300). Todos os

animais passaram por um periodo de aclimatacdo de sete dias no sistema de
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recirculagdo. Os animais de um mesmo aquério foram capturados simultaneamente e
submetidos individualmente aos respectivos desafios nas camaras de anestesia. Os
estagios anestésicos foram subdivididos em 0, 1, 2, 3 e 4 e o tempo para alcancar
cada estagio foi medido. Posteriormente foi realizada coleta do sangue para analises
bioguimicas e em seguida, os animais foram eutanasiados por seccdo medular,
biometrados e parte do figado coletado para andlise de glicogénio hepatico.
Observamos que os peixes do tratamento GE demoraram mais tempo para alcancar
0s estagios 1 e 2 (69s e 316s) quando comparados aos outros tratamentos (B100 —
31s e 58s; E50 — 25s e 55s; B300 — 17s e 35s; E250 19s e 40s respectivamente).
Houve diferenca estatistica entre os grupos (p<0,01) quanto ao tempo exigido para
atingir os estagios anestésicos 3 e 4, contudo, GE foi o que requereu tempo mais
longo (394s e 461s). Comparativamente, animais tratados com as menores doses dos
anestésicos benzocaina e eugenol demandaram tempo mais longo para alcancar 0s
estagios anestésicos 3 e 4 (E50 = 81s e 132s; B100 = 77s e 105s) do que nas
concentracfes mais elevadas (E250 = 43s e 62s; B300 = 42s e 57s). Como agentes
sedativos e anestésicos, a benzocaina na concentracdo de 300 mg.L* proporcionou
a resposta mais rapida, seguida do eugenol 250 mg.L*. Como agentes eutanasicos a
benzocaina e o eugenol se mostraram eficazes. Em relagdo ao bem-estar, o grupo
B100 apresentou as concentracfes mais altas para as analises de glicose (141,8 +
5,3 mg.dL?) e cortisol (187,2 + 6,3 ng.mL?) (p<0,05). Embora a benzocaina na
concentragdo 100 mg.L! seja amplamente utilizada como anestésico em peixes,

nosso estudo demonstrou esta como agente estressor para carpas capim adultas.

Palavras-chave:

Eugenol - Benzocaina - Bem-estar animal - Carpa Capim - Anestesia ° Peixe
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ABSTRACT

In Brazil, approximately four million people are directly or indirectly involved in
aquaculture, which contributes as a source of income and food production. In the last
decade, there has been an increase in the per capita consumption of fish in the world
by more than 100%, generating concern on the welfare and stress reduction of these
animals, part by the animal protein consumer, the researchers, technology developers
and producers. It is known that stress in fish triggers neuroendocrine responses, thus
generating primary, secondary and / or tertiary responses, which releases
catecholamines and cortisol, detrimental to the development, immunity and
reproduction. In the last decade, there has been some progress in relation to
anesthesia applied to teleosts, especially the increase in the number of studies related
to the use of anesthetics and their neurophysiological responses. However, the
differences between species-specific responses, water quality and patterns, among
other factors, make it difficult to research and use anesthetics in fish. Although there
are these limitations, the use of certain anesthetics is justified during handling,
transportation or any other form of manipulation in order to minimize stress, avoid
trauma, morbidities or even death of the animals. Grass carp (Ctenopharyngodon
idella), native to East Asia, has been widely distributed around the world as a biological
controller, given its high consumption of aquatic macrophytes, becoming an important
crop species in Brazil. Although, it is widely used as an experimental model because
itis an easily adapted animal, there are no anesthetic protocols defined for the species.
Thus, the study of the effects of anesthetics on this species is relevant under the
scientific, welfare and production aspects. The aim of this study was to evaluate the
effect of eugenol, benzocaine and water ice on welfare during sedative, anesthetic
and/or euthanasic processes in adult grass carps. Sixty adult fish were used, with a
mean weight of 743.0 (£ 6.2) g. The experimental design was randomized and the
animals were divided into eight groups, according to the treatment to which they were
submitted: witness group (WG), control (CO), ethanol 1.75 ml.L* (ET), water ice (WI)
eugenol 50 mg.L* (E50), eugenol 250 mg.L* (E250), benzocaine 100 mg.L* (B100)
and benzocaine 300 mg.L* (B300). All animals underwent a seven-day acclimation
period in the recirculation system. The animals from the same aquarium were captured
simultaneously and individually submitted to the respective challenges in anesthesia

chambers. The anesthetic stages were subdivided into 0, 1, 2, 3 and 4 and the time to
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reach each stage was measured. Blood samples were collected for biochemical
analysis and then the animals were euthanized by the medullary section. They were
biometrically and had part of the liver collected for hepatic glycogen analysis. We
observed that WI group (p <0.01) took longer to reach stages 1 and 2 (69s and 316s)
when compared to the other treatments (B100 - 31s and 58s, E50 - 25s and 55s, B300
- 17s and 35s, E250s 19s and 40s respectively). There was a statistical difference
between the groups (p <0.01) regarding the time required to reach the anesthetic
stages 3 and 4, however, Wl required the longest time (394s and 461s). Comparatively,
animals treated with lower doses of benzocaine and eugenol anesthetics required
longer time to reach anesthetic stages 3 and 4 (E50 = 81s and 132s; B100 = 77s and
105s) than in the higher concentrations (E250 = 43s and 62s; B300 = 42s and 57s).
As sedatives and anesthetics, benzocaine at the concentration of 300 mg.L™* provided
the fastest response, followed by eugenol 250 mg.L*. As euthanasic agents,
benzocaine and eugenol were effective. In relation to welfare, B100 group had the
highest concentrations for glucose (141.8 + 5.3 mg.dL?) and cortisol (187.2 + 6.3
ng.mL?) (p<0.05). Although benzocaine at 100 mg.L! concentration is widely used as
an anesthetic in fish, our study demonstrated this as a stressor agent for adult grass

carps.

Keywords:

Eugenol - Benzocaine - Animal Welfare - Grass Carp ° Fish - Anesthesia
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CAPITULO 1

1 - INTRODUCAO

1.1 - TRAJETORIA DA AQUICULTURA NO BRASIL E NO MUNDO

Atualmente a aquicultura € uma forma alternativa para subsisténcia humana
como fonte de renda e alimentacdo mundial (Tavares-Dias e Mariano, 2015). O
aumento no consumo per capta de pescado no mundo ultrapassou o indice de 100%
entre 1960 (9,9kg) e 2012 (19,2 kg). Esse consumo nao é igual entre 0s paises, nem
mesmo dentro deles e pode variar anualmente de menos de 1 kg para mais de 100
kg. Isso ocorre devido aos habitos culturais, alimentares, sazonalidade, proximidade
com a costa, habitos haliéuticos, recursos econémicos, dentre outros (FAO, 2016).

No Brasil, aproximadamente quatro milhdes de pessoas estdo envolvidas
direta ou indiretamente com o setor, e 0 pais possui uma das maiores bacias
hidrograficas do mundo, além de uma costa marinha de 8.400 km de extensdo. Na
ltima década o crescimento anual da aquicultura foi de 9% no pais, ficando apenas
atrds do Chile na producdo do continente americano. Estima-se que a aquicultura

seja responsavel pelo sustento de 10% a 12% da populacdo no globo (FAO, 2016).

1.2 — A CARPA CAPIM (Ctenopharyngodon idella)

Nativa dos grandes lagos e rios da Asia Oriental, a carpa capim é considerada
uma espécie de clima subtropical e temperado, tolerando temperaturas entre 0 °C e
33 °C (Shireman e Smith, 1983; Cudmore e Mandrak, 2004). Herbivora e de facil
adaptacao, a carpa capim foi amplamente introduzida pelo mundo, com o principal
intuito de controlar macrofitas aquaticas (Cross, 1969; George, 1982), e seu uso
como controlador bioldgico tem se elevado devido a grande capacidade de consumo
de matéria vegetal (Allen e Wattendorf, 1987).

No Brasil, o cultivo das carpas iniciou-se com as colonizacdes alema e
italiana, e teve como principais produtores os estados da Regido Sul (Borghetti et al.
2003). A carpa capim e outras espécies exoticas tém vantagens competitivas quando
comparadas as espécies nativas, pois além de serem rusticas, existem muitas

informacdes sobre suas caracteristicas biologicas (Borghetti et al. 2003). Os



individuos de vida livre vivem entre cinco e 11 anos, porém foram encontrados
animais na natureza com mais de 33 anos (Shireman e Smith, 1983; Cudmore e
Mandrak, 2004). Da familia Cyprinidae, a carpa capim €& um dos maiores
representantes, e a Unica do género, ndo havendo nenhuma subespécie (Shireman
e Smith, 1983; Chilton e Muoneke, 1992).

As carpas capim possuem escamas e um corpo alongado. A alimentacao é
baseada em matéria vegetal, contudo se adaptam bem a ragéo (Zavala—Camin 1996;
Rodrigues et al. 2013). Nas primeiras semanas de vida ndo sdo herbivoras,
alimentando-se de zooplacton e outros animais microscépicos. Apenas quando se
tornam alevinos € que mudam os habitos alimentares e passam a ingerir algas
filamentosas e caules macios (Vietmeyer, 1976). Como o0s outros ciprinideos, nao
possuem dentes maxilares e mandibulares, mas dentes faringeanos (Figura 1).
Ligados aos ossos da faringe superior e inferior, estes promovem a trituracdo do
alimento e, assim, tornam-se especializados em rasgar e triturar o material vegetal,
promovendo a quebra da parede celular do alimento (Zavala—Camin 1996; Hickling,
2009; Rodrigues et al. 2013).

Fonte: Beatriz Gneiding

Figura 1 — Corte sagital da cabeca de um individuo de
carpa capim (Ctenopharyngodon idella) evidenciando
os dentes faringeanos.



1.3 - SENCIENCIA EM PEIXES TELEOSTEOS E METODOS DE ABATE

Pedrazzani et al. (2007) define senciéncia como a “capacidade de ter
consciéncia de sensagdes, portanto, ter sentimentos subjetivos”. O carater subjetivo
associado ao comportamento e consciéncia indica que talvez ndo sejamos capazes
de compreender em sua plenitude esse fator, contudo, somos impelidos a aceitar sua
existéncia (Nagel, 1974). Em peixes, se pode notar as mesmas estruturas cerebrais
envolvidas no circuito da dor também presentes em outros vertebrados ditos como
superiores (Pedrazzani et al. 2007). Quando comparado aos mamiferos, 0s peixes
ndo possuem néocortex, responsavel pela atribuicdo das cogni¢cdes superiores, e
especialmente nos humanos pela consciéncia (Lent, 2008). Entretanto, a declaracéo
de cambridge sobre consciéncia (Low et al. 2012) afirma que o fato de néo ter
neocértex, aparentemente ndo impede um animal de sentir emocao, pois existem
evidéncias de que animais ndo humanos também possuem substratos neuroldgicos
gue geram consciéncia.

Neste sentido, pesquisas com peixes mostram que estes sao susceptiveis a
dor, uma vez que possuem nociceptores (receptores sensoriais da dor) (Guyton e
Hall, 2006) e fazem a percepcao dos estimulos nocivos, sejam estes sensoriais e/ou
emocionais (Sneddon, 2006). No experimento realizado por Sneddon et al. (2003)
com trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss), foram classificados como nociceptores
22 dos 58 receptores encontrados na cabeca do animal. Além disso, mediante
injecdo de &cido acético na regido dos labios, as trutas arco-iris apresentaram
comportamentos anémalos, como esfregarem-se nas laterais do tanque e contra
cascalhos, sugerindo que tais comportamentos seriam tentativas de minimizar dor e
desconforto.

Desta forma, € importante considerar a nocicepcao frente aos métodos de
abate e cultivo de peixes, pois um dos métodos mais utilizados para abate, o choque
térmico com agua e gelo por periodos entre 10 a 15 minutos, ndo é considerada
humanitaria e nem satisfatoria em decorréncia do tempo necessario e da consciéncia
do animal durante o processo. Ja o choque elétrico, golpe letal na cabeca e seccao
medular sdo meétodos fisicos que geram menos sofrimento para 0S peixes
(Pedrazzani et al. 2009; Viegas et al. 2012). A técnica de choque térmico com agua
e gelo causa uma morte lenta, mostrando ser um método estressante ou até mesmo

ineficaz, dependendo da espécie, aléem disso, muitas vezes pode causar paralisacao,
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mas ndo efetivamente a morte. Como diferentes espécies de peixe apresentam
comportamentos fisiol6gicos distintos, a ado¢do de diversas técnicas de abate pelos
abatedouros € desejavel. Embora existam leis que definam o abate para os demais
animais de interesse zootécnico, 0s peixes ainda ndo se inserem nesse contexto
(portaria n° 47 de 19 de marco de 2013). Desta forma, a maneira com a qual o animal
sera abatido, ir4 se basear apenas em reducdo de tempo e custos (Viegas et al.
2012).

Inseridos na tematica do bem-estar, o abate humanitario de animais, incluindo
0 de peixes, vem se tornando objeto de crescente preocupacao, seja por parte do
consumidor de proteina animal, de pesquisadores, de desenvolvedores de
tecnologias e de produtores (Oliveira e Galhardo, 2006). Pesquisas objetivando a
diminuicdo do estresse e sofrimento dos animais sdo essenciais para se definirem

técnicas adequadas de abate (Viegas et al. 2012).

1.4 — BASES NEUROENDOCRINAS DO ESTRESSE EM TELEOSTEOS

A sobrevivéncia dos peixes teledGsteos estd intimamente ligada a
manutencdo do equilibrio ou homeostase, a qual deve ser constantemente
reestabelecida para garantir a adaptacdo do animal ao seu ambiente (Chrousos e
Gold, 1992). Quando ha uma alteracdo nesta condicdo de homeostase, pode-se
considerar que o animal esta sob uma situacao de estresse (Barton e lwama, 1991),
0 que desencadeia uma resposta enddcrina (Farrell, 2011). A percepcao da
circunstancia de ameaca pelo peixe é o fator que gera a resposta neuroenddcrina
(Evans et al. 2014). Dada a condicdo de estresse, ocorre o0 estimulo no hipotalamo,
gue por sua vez incita o sistema neuroenddécrino, desencadeando uma cascata

metabdlica (Martinez—Porchas et al. 2009; Rudneva, 2014).

1.4.1 - O sistema nervoso central e o estresse em peixes

Os peixes possuem um cérebro rudimentar (Figura 2), contudo, apresentam
caracteristicas conspicuas em seu sistema neuroenddcrino. Dentre elas, longas
células neurossecretoras, que vao do hipotalamo a adenoipo6fise e que séo
responsaveis pela liberacdo hormonal, ndo estando presente o sistema porta-

hipotalamo-hipofisario, como nos mamiferos (Baldisserotto, 2013). Com excecédo de
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alguns grupos de teledsteos, geralmente ndo possuem glandula adrenal (Roberts,
2012), contudo esta funcdo é desempenhada por dois grupos celulares, as células
cromafins e as inter-renais (Gallo e Civinini, 2003; Baldisserotto, 2013).

As células cromafins geralmente estdo em contato com o tecido inter-renal,
mas podem ser encontradas em outras regides, como amontoados entre o rim e a
coluna vertebral por exemplo (Roberts, 2012) sendo responsaveis pela producdo das
catecolaminas (CAs) adrenalina e noradrenalina (Baldisserotto, 2013). As células
inter-renais sdo um grupo de células eosinofilicas com formato cubdide, localizadas
no rim, geralmente associadas a vasos sanguineos (Roberts, 2012), e responsaveis
pela producao de cortisol (Baldisserotto, 2013).

Fonte: Roberts, (2012) com modificagdes.

Figura 2 — Cérebro de salméo do Atlantico
T —telencéfalo; N =nervo dptico; O —lobos 6pticos; C — cerebelo;
M — medula espinal.

A hipéfise tem forma variavel de acordo com a espécie, localiza-se na base
do cérebro, ligada ao hipotdlamo (Papoutsoglou, 2012). O sistema neurossecretor
caudal esté situado no final da medula espinhal (Craig et al. 2005), formado por
células neurossecretoras, possuem uma estrutura de armazenamento denominada
uréfise, (correspondente a neuroipéfise dos mamiferos). Esse sistema é responsavel
pela producdo de urotensinas (Ul e Ull), vasocitocina e isocitocina (Baldisserotto,
2013).

1.4.2 — Respostas primarias ao estresse

O estressor, ao estimular o sistema nervoso central (SNC) faz com que este

libere horménios primarios do estresse na corrente sanguinea (lwama, 1998;



Martinez-Porchas et al. 2009; Farrell, 2011). Essa liberacéo ocorre por meio de duas
vias principais, o eixo cérebro simpético cromafins (CSC) e o eixo hipotdlamo
pituitaria inter-renal (HPI) (Farrell, 2011; Evans et al. 2014) com intuito de

disponibilizar energia para os 6rgao e tecidos (Weerd e Komen, 1998).

e Eixo cérebro simpatico cromafins - CSC

Similar ao eixo simpatico adrenal medular nos mamiferos, o eixo CSC é
responsavel pelo aumento imediato das catecolaminas (adrenalina e noradrenalina)
na corrente sanguinea e tem como precursor a tirosina (Papoutsoglou, 2012). As
catecolaminas sdo produzidas e liberadas pelas células cromafins do rim cranial
(Evans et al. 2014), e os responsaveis pelo controle desta liberacdo sdo basicamente
fibras colinérgicas (Pankhurst, 2011) pré-ganglionares de nervos simpdaticos (Farrell,
2011).

Alguns segundos apds o estimulo estressor, as células cromafins liberam
catecolaminas na corrente sanguinea. O armazenamento desses hormoénios em
vesiculas dentro das células permitem que essa liberacdo ocorra de forma rapida. O
nivel plasméatico basal pode aumentar em até 50 vezes em situacdes de estresse, no
entanto, sua vida plasmatica é curta, de aproximadamente 10 minutos. No caso de
estresse cronico, 0s niveis plasmaticos podem permanecer aumentados por longos

periodos (Evans et al. 2014).

e Eixo hipotalamo pituitaria inter-renal - HPI

Correspondente ao eixo hipotdlamo hipéfise adrenal nos mamiferos, o eixo
HPI nos peixes é responsavel pela liberacdo do cortisol. Apos a sintese e liberacao
do hormoénio liberador de corticotrofina (CRH) e urotensina | (IU) pelo hipotalamo,
ocorre o estimulo da pituitaria para a liberagcdo de hormdnio adrenocorticotropico
(ACTH), que ira incitar as células inter-renais na producao e liberacdo do cortisol,
sendo este o principal corticosteroide em peixes teleosteos (Evans et al. 2014,
Jeffrey, 2014).

Por ser hidrofébico, o cortisol é incapaz de ser armazenado em vesiculas,

sendo sintetizado sob demanda (Evans et al. 2014). Posteriormente ao estimulo
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estressor, a elevacao dos niveis plasmaticos de cortisol se inicia, aproximadamente,
apos 5 minutos (Farrell, 2011) e pode ser mensurado na corrente sanguinea apoés 10
minutos (Baldisserotto, 2013). Por esta razéo, esse processo € 0 parametro mais

utilizado para avaliacdo de estresse em peixes (Evans et al. 2014).

1.4.3 — Respostas secundérias ao estresse

Apos liberados, os hormoénios estimulam vias metabdlicas, resultando em
alteraces bioquimicas e fisioldgicas (lwama, 1998; Martinez—Porchas et al. 2009;
Papoutsoglou, 2012). Isso ocorre de maneira a proporcionar ao animal energia
suficiente para responder as condi¢des de luta ou fuga geradas pelo sinal de perigo
(Weerd e Komen, 1998), que sdo acionadas pelo estressor (Rottmann et al.1992).

A catecolamina adrenalina € a primeira a atuar, com acdo fundamental e
imediata, sendo responsavel pelo estimulo da glicogendlise (Farrell, 2011). O
aumento da disponibilidade de glicose € importante, pois servira como fonte de
energia para musculos e tecidos (lwama et al, 1999, Rudneva, 2014). A elevacao da
frequéncia cardiaca aumenta o fluxo sanguineo, principalmente para o cérebro,
musculos e branquias. Ocorre assim, o aumento das trocas gasosas e a oxigenacao
€ otimizada pela acdo da noradrenalina, a qual potencializa a afinidade da

hemoglobina pelo o oxigénio (Pankhurst, 2011; Farrell, 2011; Jeffrey, 2014).

1.5 — USO DE ANESTESICOS EM TELEOSTEOS

Do grego anaisthésia, anestesia significa segundo o dicionario Michaelis
(Walter, 2017), “perda parcial ou total da sensibilidade, induzida por uma substancia
anestésica, a fim de evitar a dor em um procedimento cirdrgico [...]”. E utilizada
também como facilitadora para o0 manejo do peixe, diminuindo riscos e evitando picos
elevados de estresse (Longley et al. 2008; Fabiani et al. 2013; Bernardes Junior et
al. 2013).

Na ultima década, houve certo avanco em relacdo a anestesia aplicada aos
teledsteos, destacando-se o aumento do numero de estudos relacionados ao uso de
anestésicos e suas respostas neuro-fisioldégicas (Grimm et al., 2015). Seu uso para
a contencado se justifica durante o manejo, transporte ou outras formas de

manipulacédo. Dessa forma, evitam-se traumas, morbidades ou até mesmo a morte
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(West et al. 2007; Tarkhani et al. 2017). A anestesia, também facilita o diagnostico
de possiveis enfermidades, bem como, contribui para o tratamento adequado
(Tranquilli et al. 2014). Entretanto, as diferencas entre respostas especificas para
cada espécie, qualidade e padrdes da agua, dentre outros fatores, transformam a

anestesia em peixes em uma area de pesquisa desafiadora (Grimm et al. 2015).

1.5.1 — Anestesia Inalatoria

Técnica amplamente utilizada, a anestesia inalatéria € baseada na diluicao
do farmaco em meio aquoso e inalagdo pelo animal (Longley et al. 2008; Ross e
Ross, 2008; Tranquilli et al. 2014). As moléculas chegam rapidamente ao sangue
arterial eferente e posteriormente ao sistema nervoso central (Longley et al. 2008;
Ross e Ross, 2008). O desafio € encontrar o equilibrio entre a concentracéo
adequada do farmaco escolhido e o estagio anestésico desejado (West et al. 2007).
Desta forma, é de fundamental importancia o monitoramento do animal durante o
procedimento em razado dos estagios anestésicos progressivos (Tranquilli et al.
2014).

Embora haja descricdo didatica dos estagios progressivos de sedacdo e
anestesia em peixes, guestdes como a especificidade da espécie, metodologia
aplicada, farmaco eleito e qualidade da agua tornam esta descricdo apenas uma
fonte de embasamento inicial (Ross e Ross, 2008; Grimm et al. 2015). Além disso, a
proporcdo entre dose anestésica e tempo de exposi¢cao pode ter como resultado
sedacdo, anestesia ou morte (Ross e Ross, 2008). Quando utilizadas doses muito
elevadas do farmaco, os estagios podem se tornar visualmente indistinguiveis
(Longley et al. 2008). A subdivisao dos estagios variam de acordo com o autor, sendo

apresentada a seguir uma dessas classificacdes (Tabela 1).



Tabela 1 — Estagios Anestésicos progressivos em peixes teledsteos

Estagio Denominagao Descrigdo dos sinais

Estagio 0 (EO) Normal Reage aos estimulos externos;

respiracdo opercular normal

Estagio 1 (E1) Sedacdo leve Respiracdo opercular diminuida;
respostas visual e aos estimulos

tateis diminuidas
Estagio 2 (E2) Sedacéao profunda Reage contra estimulos maiores
Estégio 3 (E3) Anestesia superficial Perda de coordenacgao e tonus
muscular; reage somente contra
estimulos tateis fortes
Estégio 4 (E4) Anestesia profunda Hiporreatividade e arreflexia;
reducdo nas frequéncias cardiaca e

respiratéria

Estégio 5 (E5) Depresséao bulbar Parada opercular; morte; Superdose

Fonte: Tranquilli et al., 2014.

A recuperacdo ocorre, usualmente, de forma rapida apoOs cessar-se a
exposi¢cdo do animal ao anestésico. Entretanto dependendo da espécie, farmaco,
tempo de exposicdo ou a presenca de alguma enfermidade, o periodo de
recuperacao pode se estender por dias (West et al. 2007; Ross e Ross, 2008). Além
disso, quando o animal € em seguida alocado para recuperacdo em um sistema
fechado, podera ocorrer excrecdo e reabsorcdo do anestésico ou de seus
metabdlitos, adiando a reabilitacdo. Porém, em média, a recuperagédo acontece em
aproximadamente cinco minutos apds encerrada a exposicdo do animal ao
anestesico (West et al. 2007).

Os métodos quimicos utilizados para eutanasia séo realizados com overdose
de farmacos anestésicos, situacdo na qual devem ser considerados o peso, fase da

vida e espécie do peixe para a definicdo da dose a ser empregada (West et al. 2007;



Ross e Ross, 2008).

1.5.2 — Anestésicos Inalatérios Utilizados em Teledsteos

Diversos farmacos sédo aplicados como anestésicos inalatorios em peixes, a
exemplo do metanossulfonato de tricaina (MS-222), que, apesar de ser 0 anestésico
mais utilizado fora do Brasil (Sawyer, 2007; Guénette et al. 2007; Longley et al.,
2008), pode ter sua margem de seguranca reduzida sob determinadas situacdes.
Além de nao ser indicado para sistemas de recirculagdo (Longley et al. 2008), o
composto é considerado potencialmente oncogénico, sendo necessario periodo de
21 dias de caréncia entre 0 abate e o consumo (Guénette et al. 2007; Sawyer, 2007).
Por sua vez, a quinaldina (2-metilquinolona), pode provocar danos nas coérneas,
irritacdo nas branquias e aumento na secre¢do de muco. O metomidato, provoca
pigmentacdo e fasciculacdo muscular, além de gerar um periodo de recuperacao
prolongado em relacdo a média de cinco minutos ap0s a cessacao da exposicdo ao
farmaco (Sawyer, 2007).

A benzocaina (etil-4-aminobenzoato) apresenta boa margem de seguranca e
eficiéncia; ndo é tdxica para humanos nas concentragcdes comumente utilizadas para
0s peixes (entre 25 e 200 mg.L) (Gomes et al. 2001; West et al. 2007; Ross e Ross,
2008; Longley et al. 2008; Fabiani et al. 2013). Pode ser facilmente removida dos
tanques por meio de filtros de carvao ativado. As moléculas de benzocaina presentes
na agua e nao absorvidas sofrem degradacao em um periodo de até quatro horas,
diminuindo assim a probabilidade de risco ao meio ambiente (Ross e Ross, 2008).
Possui como vantagem a néo influéncia quanto ao desenvolvimento do animal ou a
capacidade reprodutiva (West et al. 2007; Ross e Ross, 2008; Bittencourt et al. 2012).

A benzocaina pode ser utilizada como anestésico inalatorio em peixes de agua
marinha e de agua doce (Ross e Ross, 2008), e as doses tipicamente utilizadas
variam entre 25 e 200 mg.L*, de acordo com o peso do animal e a espécie (Hayton
et al. 1996; Ross e Ross, 2008; Flecknell, 2009). Por nao ser hidrossoluvel, precisa
ser diluida em etanol ou acetona, para posterior diluicho em agua (Sawyer, 2007,
Grimm et al. 2015).

Outro anestésico também amplamente utilizado para peixes € o eugenol (2-
metoxi-4-prop-2-enil-fenol), derivado do 6leo de cravo e utilizado em concentracfes
de 85% a 95% (West et al. 2007; Sawyer, 2007; Ross e Ross, 2008; Vidal et al.

10



2008; Bernardes Junior et al. 2013; Sutili et al. 2013; Tarkhani et al. 2017). O eugenol
€ obtido a partir de extratos da arvore do cravo da india (Eugenia aromaticum,
Syzygium aromaticum e Eugenia caryophyllata) (Ross e Ross, 2008; Javahery et al.
2012; Bernardes Junior et al. 2013; Fabiani et al. 2013; Davis et al. 2015), possuindo
sabor e odor caracteristicos que séo atribuidos a presenca abundante de terpenos.
Os terpenos, por sua vez, podem ser também responsaveis por deixar tracos de
sabor na carne, 0 que pode ser atenuado com o0 uso de produtos com alto teor de
purificacdo (Ross e Ross, 2008; Javahery et al. 2012).

O eugenol possui baixo custo quando comparado a outros anestésicos, ndo é
toxico para seres humanos nas doses utilizadas em procedimentos anestésicos em
peixes e apresenta grande margem de seguranca para os mesmos (Ross e Ross,
2008; Bernardes Junior et al. 2013; Ramirez-Duarte et al. 2013; Rocha et al. 2015;
Tarkhani et al. 2017). Confere maior tranquilidade ao animal, além de anestesia mais
estavel, em comparacdo a outros anestésicos inalatorios (West et al. 2007; Longley
et al. 2008; Vidal et al. 2008).

O eugenol pode ser utilizado em peixes de agua doce e marinha como
anestésico de imersao (Longley et al. 2008), e a dose usualmente utilizada varia de
25 mg.L't a 100mg.L? (Sawyer, 2007). Por também nédo ser sollvel em agua, o
eugenol deve ser diluido previamente em etanol (West et al. 2007; Longley et al.
2008; Ross e Ross, 2008; Moreira et al. 2015). De facil obtencao, é utilizado em altas
doses, como agente eutanasico em peixes ornamentais, sendo normalmente
utilizadas doses cinco a dez vezes superiores a dose padrdo (West et al. 2007;
Longley et al., 2008; Ross e Ross, 2008). O eugenol, apés alcancar a corrente
sanguinea, atravessa a barreira hematoencefalica e, dependendo da dose e tempo
de exposicdo, ocasiona a morte por parada respiratoria seguida de parada cardiaca
(Davis et al. 2015). Estudo realizado por Guénette et al. (2007) sobre a
farmacocinética do eugenol, utilizando como modelo a truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), revelou curva bifasica de eliminacdo do farmaco. Nesse estudo, mais de
50% do composto foi eliminado na primeira hora, com quedas significativas nos
primeiros 15 minutos e apresentou meia vida de 12 horas, sugerindo a ocorréncia de

circulacao entero-hepatica.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da benzocaina, do
eugenol e do gelo sobre o bem-estar durante o procedimento de anestesia da carpa
capim (Ctenopharyngodon idella).

2.2 — Objetivos Especificos

» Avaliar a resposta da carpa capim (Ctenopharyngodon idella) a diferentes
doses de benzocaina, eugenol e gelo como sedativos, anestésicos ou agentes

eutanasicos.

» Analisar o efeito da benzocaina, eugenol e gelo sobre o bem-estar animal,
pela medicdo dos niveis de cortisol sérico, glicemia plasmatica e niveis de glicogénio
hepatico.

3 - HIPOTESE

A hipétese deste trabalho € que o uso dos farmacos anestésicos benzocaina e
eugenol durante o manejo da carpa capim, concomitantemente a seu efeito sedativo
ou anestésico, proporcionam maior bem-estar ao animal, quando comparados ao

manejo sem 0 uso desses compostos ou com uso de gelo.
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CAPITULO 2

Influéncia do eugenol, benzocaina e gelo sobre o bem-estar da carpa capim

adulta (Ctenopharyngodon idella)

The influence of eugenol, benzocaine and ice water on welfare

of adult grass carp (Ctenopharyngodon idella)

(Artigo a ser submetido para Fish Physiology and Biochemistry)

Resumo O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito do eugenol,
benzocaina e gelo sobre 0 bem-estar de carpas capim adultas (Ctenopharyngodon
idella) durante processos sedativos, anestésicos e/ou eutanasicos. Foram utilizados
60 peixes adultos com peso médio de 743 (x 6,2) g. O delineamento experimental foi
casualisado e os animais foram divididos em oito grupos: testemunha (GT), controle
(CO), etanol 1,75 ml.L't (ET), gelo 1,75 ml.L* (GE), eugenol 50 mg.L* (E50), eugenol
250 mg.L* (E250), benzocaina 100 mg.L* (B100) e benzocaina 300 mg.L* (B300).
Todos animais passaram por periodo de aclimatacdo de sete dias em sistema de
recirculacdo. Animais de um mesmo aquario foram capturados simultaneamente e
submetidos individualmente aos respectivos desafios (CO, ET, GE, E50, E250, B100
e B300) em camaras de anestesia. Os estagios anestésicos foram subdivididos em
0, 1, 2, 3 e 4. Foi realizada coleta de sangue para analises bioquimicas, os animais
foram eutanasiados por seccdo medular, biometrados e tiveram parte do figado
coletado para analises de glicogénio hepatico. Observamos que 0s peixes do
tratamento GE demoraram mais tempo para alcancar os estagios 1 e 2 (69s e 3165s)
guando comparados aos outros tratamentos (B100 — 31s e 58s; E50 — 25s e 55s;
B300 — 17s e 35s; E250 19s e 40s respectivamente). Houve diferenca estatistica
entre 0os grupos (p<0,01) quanto ao tempo exigido para atingir os estagios
anestesicos 3 e 4, contudo, GE foi o que requereu tempo mais longo (394s e 461s).
Comparativamente, animais tratados com as menores doses dos anestésicos
benzocaina e eugenol demandaram tempo mais longo para alcancar os estagios
anestésicos 3 e 4 (E50 = 81s e 132s; B100 = 77s e 105s) do que nas concentragdes
mais elevadas (E250 = 43s e 62s; B300 = 42s e 57s). Como agentes sedativos e

anestésicos, a benzocaina na concentracdo de 300 mg.L* proporcionou a resposta
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mais rapida, seguida do eugenol 250 mg.Lt. Como agentes eutanasicos a
benzocaina e o eugenol se mostraram eficazes. Em relagdo ao bem-estar, o grupo
B100 apresentou as concentracdes mais altas para as analises de glicose (141,8 +
5,3 mg.dL') e cortisol (187,2 + 6,3 ng.mL?) (p<0,05). Embora a benzocaina na
concentracdo 100 mg.L! seja amplamente utilizada como anestésico em peixes,
nosso estudo demonstrou esta como agente estressor para carpas capim adultas.
Palavras chave

Eugenol - Benzocaina - Bem-estar animal - Carpa Capim ° Anestesia - Peixe

Abstract The aim of this study was to evaluate the effect of eugenol,
benzocaine and water ice on welfare during sedative, anesthetic and/or euthanasic
processes in adult grass carps. Sixty adult fish were used, with a mean weight of
743.0 (x 6.2) g. The experimental design was randomized and the animals were
divided into eight groups, according to the treatment to which they were submitted:
witness group (WG), control (CO), ethanol 1.75 ml.L* (ET), water ice (WI) eugenol
50 mg.L? (E50), eugenol 250 mg.Lt (E250), benzocaine 100 mg.L? (B100) and
benzocaine 300 mg.L? (B300). All animals underwent a seven-day acclimation period
in the recirculation system. The animals from the same aquarium were captured
simultaneously and individually submitted to the respective challenges in anesthesia
chambers. The anesthetic stages were subdivided into 0, 1, 2, 3 and 4 and the time
to reach each stage was measured. Blood samples were collected for biochemical
analysis and then the animals were euthanized by the medullary section. They were
biometrically and had part of the liver collected for hepatic glycogen analysis. We
observed that WI group (p <0.01) took longer to reach stages 1 and 2 (69s and 316s)
when compared to the other treatments (B100 - 31s and 58s, E50 - 25s and 55s,
B300 - 17s and 35s, E250s 19s and 40s respectively). There was a statistical
difference between the groups (p <0.01) regarding the time required to reach the
anesthetic stages 3 and 4, however, WI required the longest time (394s and 461s).
Comparatively, animals treated with lower doses of benzocaine and eugenol
anesthetics required longer time to reach anesthetics stages 3 and 4 (E50 = 81s and
132s; B100 = 77s and 105s) than in the higher concentrations (E250 = 43s and 62s;
B300 = 42s and 57s). As sedatives and anesthetics, benzocaine at the concentration

of 300 mg.L! provided the fastest response, followed by eugenol 250 mg.L?. As
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euthanasic agents, benzocaine and eugenol were effective. In relation to welfare,
B100 group had the highest concentrations for glucose (141.8 + 5.3 mg.dL?) and
cortisol (187.2 + 6.3 ng.mL?') (p<0.05). Although benzocaine at 100 mg.L?
concentration is widely used as an anesthetic in fish, our study demonstrated this as

a stressor agent for adult grass carps.

Keywords:

Eugenol - Benzocaine - Animal Welfare - Grass Carp ° Fish - Anesthesia

Introducéo

Nativa dos grandes lagos e rios da Asia Oriental, a carpa capim
(Ctenopharyngodon idella) € considerada uma espécie de clima subtropical e
temperado que tolera temperaturas entre 0 °C e 33 °C (Shireman e Smith, 1983;
Cudmore e Mandrak, 2004). Herbivora e de facil adaptagcdo, a carpa capim foi
amplamente introduzida pelo mundo com o intuito principal de controlar macrdfitas
aquaticas (Cross, 1969; George, 1982), e seu uso como controlador biol6gico
prosperou devido a sua grande capacidade de consumo de matéria vegetal (Allen e
Wattendorf, 1987). A carpa capim é espécie muito utilizada como modelo
experimental por ser um animal que se adapta facilmente, entretanto ndo ha na
literatura dados quanto a doses anestésicas especificas para a espécie a serem
utilizadas.

Existem alguns métodos anestésicos para peixes, dentre eles, a anestesia
inalatéria é uma técnica amplamente utilizada, por meio da qual o farmaco € diluido
em meio aquoso e inalado pelo animal (Longley et al. 2008; Ross e Ross, 2008;
Tranquilli et al. 2014). Dessa forma, as moléculas chegam rapidamente ao sangue
arterial eferente e sistema nervoso central (Longley et al. 2008; Ross e Ross, 2008).
Entretanto, o desafio dessa técnica é encontrar o equilibrio entre a concentracao
adequada do anestésico escolhido e o plano anestésico desejado (West et al. 2007).
Diferentes fatores intervenientes como espécie, idade, metodologia aplicada e
farmaco eleito, fazem com que a anestesia em peixes tenha apenas uma fonte de
embasamento inicial, devido a diversidade de fatores envolvidos (Ross e Ross, 2008;
Grimm et al. 2015).
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Os anestésicos podem ser utilizados com propaésito de sedacgéo, anestesia, ou
em doses elevadas como agentes eutandsicos. Entretanto, a forma de abate
comercial mais utilizada em peixes € o choque térmico com agua e gelo, método nao
considerado humanitario (Viegas et al. 2012; Pedrazzani et al. 2009). Embora
pesquisas relacionadas a senciéncia em peixes sejam relativamente novas, este é
um tema emergente e de preocupagao mundial.

Em experimento realizado por Sneddon et al. (2003) com trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), classificou como nociceptores (receptores da dor) 22 dos 58
receptores encontrados na cabeca desses animais, sugerindo que o peixe é sim
suscetivel a dor. Desta forma, é importante repensar 0 estresse aos quais estes
animais sao submetidos durante o manejo e abate, pois é sabido que o estresse nos
peixes desencadeia respostas neuroenddécrinas, gerando, a partir disso, respostas
primarias, secundarias e/ou terciarias liberando catecolaminas e cortisol, que
influenciam de forma negativa o crescimento, reproducédo e o sitema imunolégico
(lwama, 1998; Farrell, 2011; Martinez-Porchas et al. 2009; Papoutsoglou, 2012;
Evans et al. 2014). Sendo assim, 0 uso de agentes anestésicos se justifica durante
0 manejo, transporte ou outras formas de manipulacdo, para evitar traumas,
morbidades ou até mesmo a morte destes animais (West et al. 2007; Tarkhani et al.
2017).

Tendo em vista o reduzido numero de estudos acerca do uso de anestésicos
para manejo e/ou eutandsia que utilizam a carpa capim como modelo experimental,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar a eficacia e seguranca de diferentes
agentes anestésicos em variadas concentracdes nos estagios de anestesia desta
espécie. Especificamente, foram analisados os efeito do eugenol, benzocaina e gelo
sobre o bem-estar durante processos sedativos, anestésicos e/ou eutanasicos em

carpas capim adultas (Ctenopharyngodon idella).

Material e métodos

Foi realizado estudo experimental com peixes da espécie carpa capim
(Ctenopharyngodon idella) no Laboratério de Pesquisas em Piscicultura (LAPEP,
latitude -25.584121 S, longitude -49.221711 W), da Pontificia Universidade Catdlica
do Parana (PUCPR). O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de de

Animais (CEUA) da PUCPR e teve sua aprovacao sob registro nimero 01107/2016.
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Para a realizacdo do estudo, foram utilizados 60 peixes adultos com idade
aproximada de dois anos, peso médio de 743 (z 6,2) g, comprimento total médio de
39,72 (£ 0,02) cm.

Aclimatacéao

Provenientes de viveiros escavados do LAPEP (Figura 1), os peixes foram
alocados de forma aleatéria a um sistema de recirculacdo de agua composto por
doze aquarios de aclimatacéo (Figura 2) com volume util de 400 L. (Figura 3) por sete
dias. Os niveis de oxigénio dissolvido (OD) nos tanques, foram mantidos por meio de
aeracao constante. Foram acondicionados sete peixes em cada aquario, e a
gualidade da agua foi monitorada diariamente, sendo verificados temperatura e
oxigénio dissolvido com uso de oximetro multiparametro (YSI®, modelo 85, Yellow
Springs, EUA), pH com phmetro Hanna Instruments® modelo HI8424 (Woonsocket,
EUA), e os niveis de amoOnia total e nitrito eram verificados com kits Labcon Test ®
(Camboria, Brasil).

Os animais eram alimentados diariamente as 9h30min e 16h30min horas até
a saciedade aparente com ragédo comercial Alisul Alimentos S.A.®, contendo 28% de
proteina bruta. Folhas frescas de alfafa (Medicago sativa) cultivadas no LAPEP eram
fornecidas uma vez ao dia (no periodo da tarde) até saciedade aparente. As sobras
eram retiradas apds decorridos 60 minutos do inicio da alimentacdo. Finalizado o
periodo de aclimatacdo, todos os peixes foram submetidos aos tratamentos,
seguindo a distribuicdo em um grupo testemunha (n=6) e sete grupos tratamento.
Antes da transferéncia dos peixes para as camaras experimentais, os animais foram

submetidos a um periodo de restricdo alimentar (jejum) de oito horas.

Fonte: Beatriz Gneiding Fonte: Beatriz Gneiding Fonte: Beatriz Gneiding

Figura 1 — Captura dos peixes Figura 2 — Sistema de Figura 3 — Aquério de
nos viveiros escavados recirculacéo aclimatagéo
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Protocolo Experimental

As sete camaras de anestesia foram previamente preparadas com volume util
de 25 L de agua cada uma para receber os peixes relativos a cada tratamento,
mantidas sob oxigenacdo constante. A agua utilizada foi retirada do sistema de
recirculagéo.

Sete peixes foram capturados simultaneamente de um mesmo aquério de
aclimatacao e distribuidos individualmente em cada uma das camaras de anestesia
(Figura 4) que compunham os sete tratamentos (ver item Tratamentos). Para cada
tratamento, este procedimento foi realizado oito vezes (n=8), e o conteudo das
camaras de anestesia renovado ap0s cada analise comportamental. No aquario
contendo gelo e agua, foi monitorada a temperatura, de forma a manté-la entre entre
0°Ce0,5°C.

12 Aquarios de aclimatagao e recuperagao com recirculagdo de agua

Figura 4 — llustracdo do esquema de distribuicdo dos animais retirados de um mesmo aquario
de aclimatacé@o e simultaneamente distribuidos nas camaras de anestesia. Este processo foi
repetido oito vezes.

Preparo dos Anestésicos

Ambos o0s anestésicos foram diluidos em etanol, sendo o eugenol
(Biodinamica®, lbipord, Brasil), com indice de pureza entre 99 e 100%, diluido na
proporcdo de 100 mL.LY, e o anestésico benzocaina (Sigma®; Darmstadt,
Alemanha) na proporcédo del00 g.L! para preparo da solugdo estoque, que foram

armazenadas em frasco ambar previamente identificados.
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Grupo Testemunha

Este grupo foi formado com o objetivo de se obterem dados basais da espécie
guanto aos parametros bioquimicos (cortisol, glicose e glicogénio hepatico), uma vez
gue na revisao realizada ndo se encontrou dados basais da carpa capim. Foram
utilizados animais mantidos em um mesmo aquario de aclimatagédo, sem submeté-
los as camaras experimentais. Os peixes foram capturados com auxilio de rede,
anestesiados até o estagio quartro em solucdo de benzocaina 100 mg.Lt. O sangue
foi imediatamente coletado por meio de puncao da veia caudal e em seguida foram
eutanasiados por seccao medular. Uma amostra do figado de cada animal foi
coletada e congelada. O manejo se deu de forma rapida, a fim de diminuir a
interferéncia e minimizar o estresse. Este grupo ndo aguardou o periodo necessario

para a elevacédo de cortisol e glicose.

Tratamentos

A denominacédo dos grupos se deu de acordo com o tratamento utilizado nas
camaras de anestesia, sendo: Controle (CO) — apenas agua, sem influéncia de
agentes quimicos ou térmicos; Grupo etanol (ET) - diluicho de etanol na
concentracdo de 1,75mL.L' (média do etanol utilizado para a diluicdo dos
anestésicos); Grupo gelo (GE) — gelo misturado a agua na proporc¢ao de 2:1; Grupo
benzocaina 100 (B100) — diluida em agua na concentacdo de 100 mg.L; Grupo
benzocaina 300 (B300) — diluida em agua na concentacdo de 300 mg.L; Grupo
eugenol 50 (E50) — diluido em agua na concentagéo de 50 mg.L*; Grupo eugenol
250 (E250) — diluido em agua na concentacdo de 250 mg.L!. As concentracées
foram escolhidas com base em outras espécies, incluindo a carpa comum dado que
h& caréncia de dados sobre a carpa capim (Allen, 1988; Gilderhus, 1989; Gilderhus,
1990; Hayton et al. 1996; Gomes et al. 2001; Gontijo et al. 2003; Velisek et al. 2005;
Inoue et al. 2011; Yamanaka et al. 2011; Akbulut et al. 2012; Bittencourt et al. 2012;
Gause et al. 2012; Souza et al. 2012; Bernardes Junior, 2013; Fabiani et al. 2013;
Rocha, 2015).

Os animais que compuseram os tratamentos foram capturados dos aquarios
de aclimatacao, transferidos para as camaras de anestesia respectivas a cada
tratamento, observados quanto a analises comportamentais. Os grupos CO, ET, GE,
B100 e E50 voltaram aos aquarios de aclimatagdo por 20 minutos para que se

pudesse verificar os parametros de cortisol e glicose pOs estresse. Apos este
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periodo, foram realizadas coletas de sangue. Apds a eutanasia foram retiradas

amostras de figado.

Andlise Comportamental

Para avaliacdo das caracteristicas comportamentais dos peixes foi realizado
previamente um piloto, onde toda a equipe envolvida na observagcao foi
meticulosamente preparada para a realizacao dos testes inter e intra observador até
o nivel de reonhecimento de todos os estagios anestésicos. Este piloto também foi
importante para a escolha das doses utilizadas, garantindo que mesmo nas
concentracfes mais elevadas dos farmacos, todos os estagios anestésicos fossem
passiveis de observacdo. Como padronizacdo foram utilizados cinco estagios

anestésicos, conforme descritos por Tranquilli et al. (2014) (Tabela 1).

Tabela 1 — Estagios anestésicos progressivos em peixes teledsteos considerados na analise comportamental.
Cada estagio tem respostas comportamentais e/ou fisioldgicas especificas e padronizadas.

Estagio Denominacao Descricao dos sinais

Estégio 0 (EO) Normal Reage aos estimulos externos;

respiracéo opercular normal
Estagio 1 (E1) Sedacao leve Respiracdo opercular diminuida;
Respostas visual e aos estimulos
tateis diminuidas
Estagio 2 (E2) Sedacao profunda Reage contra estimulos maiores
Estagio 3 (E3) Anestesia superficial Perda de coordenacao e tonus
muscular; reage somente contra

estimulos tateis fortes

Estagio 4 (E4) Anestesia profunda Hiporreatividade e arreflexia;

reducdo dos movimentos operculares

Estégio 5 (E5) Depresséao bulbar Parada opercular; morte;

Fonte: Tranquilli et al., 2014, modificado.
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Com auxilio de cronédmetro digital, foi observado o intervalo de tempo entre a
alocacgéo do animal a camara de anestesia e o inicio da manifestacéo observavel dos
sinais correspondentes a cada estagio anestésico para respectiva tomada de nota.
Para a verificacdo da reacdo aos estimulos tateis foram utilizados bastées de vidro.
Os animais submetidos a concentracdes anestésicas mais altas (B300 e E250),
atingiram o estagio cinco e permaneceram no aquario (Figura 5) por um total de dez
minutos. Apos este periodo 0s peixes ndo retornaram da anestesia, fato comprovado
pela alocacdo destes animais em aquarios com agua pelo intervalo de 60 minutos
(mortalidade 100%). Animais submetidos as demais concentragdes foram expostos
até atingirem o E4, para entdo serem transferidos imediatamente aos aquérios de
aclimatacdo do sistema de recirculacdo preparados para esta finalidade, e neles
mantidos por 20 min, tempo de espera necessario para aferir os niveis de cortisol
(Koakoski, 2012).

> |

Fonte: Beatriz Gneiding

Figura 5 — Animais submetidos as concentra¢gGes mais altas de eugenol e benzocaina apés alcangarem o
estagio 5.

Biometria e coleta de amostras

Amostras de sangue dos animais foram coletadas por meio de puncao da veia
caudal, com auxilio de seringa de 3 mL e agulha (7mmx25mm) descartaveis (Figura
6). O sangue foi fracionado em trés microtubos de centrifuga, um deles contendo
EDTA (4cido etilenodiaminotetracético) fluoretado, para extracdo de plasma e dois
tubos secos para extracao de soro.

Apds a eutanasia, os animais foram identificados por meio de etiqueta
plastificada (Figura 7) e biometrados (comprimento total e parcial aferidos por meio
de ictibmetro e pesados em balanca digital marca Filizola®, modelo NF3). Para coleta
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de amostras de figado, foi realizada antissepsia da por¢do ventral dos peixes,
utilizando-se de gaze e alcool 70%. A cavidade abdominal foi exposta através de
incisao longitudinal na porcéo ventral com uso de tesoura cirdrgica romba-fina. As
paredes da cavidade foram rebatidas lateralmente e parte do figado foi coletado,

identificado (Figura 8) e congelado imediatamente a -20 °C.

Fonte: Beatriz Gneiding Fonte: Beatriz Gneiding Fonte: Beatriz Gneiding

Figura 6 — Coleta de sangue da Figura 7 — ldentificacdo dos Figura 8 — Fragmento do
. animais por meio de etiquetas figado identificado e
veia caudal. plastificadas. congelado.

Andlises Bioquimicas

A analise dos niveis plasmaticos de glicose foi realizada pelo método de
glucose-oxidase, utilizando-se o kit Glicose Liquiform Vet® (Labtest; Lagoa Santa,
Brasil). Os niveis de cortisol no soro foram determinados com uso do kit DRG Cortisol
ELISA EIA —1887® (DRG International; Mountainside, EUA). Os niveis de glicogénio

hepatico foram determinados conforme protocolo descrito por Moon et al. (1989).

Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
Statgraphics® Centurion versao XVI (Statgraphics, 2010) e considerando o nivel de
significancia minimo de 5% (p< 0,05). As médias foram comparadas por meio de
analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey (quando da ocorréncia
de homogeneidade de variancia, avaliada pelo teste de Levene). Para os dados de
tempo de inducdo (com variancia ndo homogénea), foi utilizado o teste de Fisher, e
o fator de condicao (K) (K= 100 x [peso médio final / comprimento médio total final3])
utilizado como cofator (devido a ndo homogeneidade de peso e comprimento dos

peixes).

30



Resultados

Parametros da dgua

Durante o periodo de aclimatacdo de sete dias, os parametros fisicos e
quimicos da agua se mantiveram dentro dos niveis recomendados, apresentando
médias de oxigénio dissolvido 7,1 (* 0,3) mg.L?, temperatura 20,4 °C (+ 0,9), pH
entre 7,6 e 7,8, concentracdo de amonia total 0,0 mg.L* e concentracéo de nitrito de
0,04 = 0,09 ppm.

Sedacao, anestesia e eutanasia

Ao se considerarem 0s estagios anestésicos determinados pela analise
comportamental dos peixes nas camaras de anestesia, houve diferenca estatistica
significativa (p<0,01) entre o grupo GE e o0s outros tratamentos no E1 (sedacgéao leve)
e E2 (sedacao profunda). J& no E3 (anestesia superficial) e no E4 (anestesia
profunda) (Figura 9), houve diferenca entre os grupos (p<0,01). A taxa de
sobrevivéncia nos grupos GT, CO, GE, ET, B100 e E50 foi de 100%.

Os tempos decorridos para que 0s animais atingissem os estagios E1, E2, E3
e E4 foram: GE - 69 s, 316 s, 394 s, 461 s respectivamente; B100 —31s,58 s, 77 s,
105 s respectivamente e E50 — 25 s, 55 s, 81 s, 132 s respectivamente. Nao houve
diferenca estatistica significativa entre os grupos B300 e E 250 (p= 0,50), submetidos
a altas concentracdes de farmaco por periodo prolongado com propésito de
eutanasia, sendo para B300 75,97 (+ 0,71) segundos e E250 81,30 (+ 0,71)
segundos. O tempo para alcancar os estagios E1, E2, E3, E4 e E5 para estes grupos
foram: B300 - 17 s, 355,42 s, 57 s, 74 s respectivamente e E250 — 19 s, 40 s, 43 s,
62 s, 84 s respectivamente.

O intervalo de tempo decorrido entre os estagios E1 e E2 se mostrou diferente
entre o grupo GE e os demais grupos (p=0,0). Ja os intervalos entre E2 / E3 e E3 /
E4 apresentaram diferencas entre os grupos (p=0,0). Os intervalos entre E4 e E5
para os grupos E250 e B300 ndo apresentou significancia (p=0,9). As médias dos

grupos sao apresentadas na Figura 10.
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Figura 9 — Tempo (segundos) para os animais alcangarem cada um dos estagios anestésicos - Sedacao leve
(E1), sedacao profunda (E2), anestesia superficial (E3), anestesia profunda (E4) dentro de cada tratamento
proferido (GE: agua e gelo, B100: benzocaina 100 mg L, B300: 300 mg L1, E50: eugenol 50 mg Lt e E250:
eugenol 250 mg L1). Letras minuUsculas diferentes correspondem a diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos (p<0,01).
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Figura 10 — Tempo (segundos) requerido pelos grupos para passar de um estagio para outro, sendo do estagio
1 para o estégio 2 (E1/E2), do estagio 2 para o estagio 3 (E2/E3), do estagio 3 para o estagio 4 (E3/E4) e nas
doses maiores (B300 e E250) do estagio 4 para o estagio 5 (E4/E5) - Sedacao leve (E1), sedagdo profunda
(E2), anestesia superficial (E3), anestesia profunda (E4) e morte (E5). Os grupos avaliados foram (GE: agua
e gelo, B100: benzocaina 100 mg L1, B300: 300 mg L1, E50: eugenol 50 mg L* e E250: eugenol 250 mg L1).

Letras minusculas diferentes correspondem a diferenga estatistica significativa entre os tratamentos (p<0,00).

Andlises Bioquimicas

Os resultados das andlises bioquimicas das amostras correspondentes aos
tratamentos GT, CO, GE, ET, B100 e E50, nos quais os peixes ndo foram submetidos
a eutandsia quimica, mostraram que houve diferenca estatistica significativa nos
niveis de glicose plasmatica entre os tratamentos (Tabela 2). Os niveis de cortisol
sérico entre os tratamentos foram diferentes significativamente, sendo o nivel mais
alto observado no grupo benzocaina 100 (Tabela 3).
Tabela 2 — Concentragdes de glicose plasmatica (mg.dL!) das carpas capim submetidas a diferentes tratamentos

- grupo testemunha (GT); grupo controle (CO); grupo agua e gelo (GE); grupo etanol (ET); grupo eugenol 50
mg.L (E50) e grupo benzocaina 100 mg.L* (B100).

Glicose Média + SE

GT 83,24 + 5,041

CoO 102,85 + 2,63 «
GE 109,46 + 4,22"¢
ET 115,21 + 6,77 *°
B100 141,82 + 5,262
ES0 130,36 + 4,96 2

Letras diferentes entre linhas indicam diferencas significativas entre as médias de concentracdes de glicose entre
tratamentos (p<0,05).

Tabela 3 — Concentragdes de cortisol sérico (ng.mL™) das carpas capim submetidas a diferentes tratamentos -
grupo testemunha (GT); grupo controle (CO); grupo agua e gelo (GE); grupo etanol (ET); grupo eugenol 50 mg.L"
1(E50) e grupo benzocaina 100 mg.L? (B100).

Cortisol Média = SE

GT 83,78 £ 5,08 ¢
CoO 144,67 + 6,38 °
GE 133,18 + 3,16°"
ET 137,65+ 5,59 °
B100 187,19+6,332
E50 144,97 + 6,21 °

Letras diferentes entre linhas indicam diferencas nas concentra¢des de cortisol por tratamento (p<0,05).
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N&o houve alteragéo significativa (p=0,59) dos valores de glicogénio hepatico
(percentual) entre os grupos. Grupo testemunha (GT) 8,3 (£ 0,7); grupo controle (CO)
7,6 (£ 0,6); grupo agua e gelo (GE) 7,9 (= 0,4); grupo etanol (ET) 7,2 (x 0,5); grupo
eugenol 50 mg.L-1 (E50) 7,4 (£ 0,5) e grupo benzocaina 100 mg.L-1 (B100) 6,3 (+
0,9).

Discussao

Durante o periodo de aclimatacdo, os parametros da agua se mantiveram
estaveis, encontrando-se dentro dos valores recomendados por Arana (1997) e
Graeff (2000), mantendo desta forma os peixes em condi¢cbes apropriadas,
promovendo o bem-estar durante o periodo do experimento.

Pensando em bem-estar, observa-se que um dos meios amplamente
utilizados para o abate de peixes cultivados é o choque térmico com agua e gelo
(Viegas et al. 2012). Neste estudo ficou constatado o longo tempo demandado pelo
tratamento GE com mistura de gelo e agua (2x1) para que promovesse acao
anestésica sobre a carpa capim, quando comparado aos anestésicos benzocaina e
eugenol. Verificou-se que os peixes submetidos ao gelo (GE) levaram mais tempo
para alcancar todos 0s quatro estagios anestésicos quando comparados aos peixes
dos demais grupos com 0 mesmo propésito. Enquanto mantidos na camara de
anestesia, 0os animais do GE demonstraram sofrimento aparente, debatendo-se,
abrindo e fechando a boca e com hiperventilagdo causada pela rapida abertura e
fechamento do opérculo em frequéncia acima de uma vez por segundo,
principalmente até alcancar o segundo estagio de anestesia, quando entdo diminuia
a frequéncia em razdo da queda do metabolismo (paralisia fria). Segundo Viegas et
al. 2012, o uso desse procedimento se mostra estressante e até mesmo ineficaz na
insensibilizacdo que precede o abate, dependendo da espécie. Poli et al. (2005)
observaram expressiva diferenca relacionada ao tempo de insensibilizacdo em gelo,
podendo esta diferenca ocorrer na mesma espécie ou entre especies, a saber: truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) entre 28 min e 198 minutos min; salmédo (Salmo
salar) aproximadamente 60 min; turbot (Psetta maxima) aproximadamente 20 min;
dourada (Sparus aurata) entre 20 e 40 min; robalo (Dicentrarchus labrax) 20 min e
enguia (Anguilla anguilla) com cerca de 12 min.
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Para manejo em sistema de producao ou para abate humanitario e eutanasia
em condi¢cbes experimentais, uma alternativa a utilizacdo do gelo, € o uso de
anestésicos, comumente utilizados para outros vertebrados (Longley et al., 2008;
Neiffer e Stamper, 2009; Fabiani et al., 2013; Bernardes Junior et al., 2013). Dentre
0s anestésicos utilizados no presente estudo, observamos que 0s animais
submetidos a benzocaina na concentragdo de 100 mg.L! apresentaram menor
intervalo de tempo para alcancar os trés primeiros estagios anestésicos e maior para
alcancar o quarto estagio. Comparativamente, Gomes et al. (2001), trabalhando com
juvenis de Tambaqui (Colossoma macropomum), obtiveram respostas mais rapidas
nos trés primeiros estagios de anestesia, e mais longas para atingir o quarto estagio,
guando utilizada a benzocaina na concentracdo 100 mg.L?, padrdo de resposta
semelhante ao observado neste trabalho. Quanto a resposta para alcancar o quarto
estagio utilizando benzocaina na concentragdo 100 mg.L?, Ferreira et al. (1979)
utilizando carpa comum, alcancaram em 72 s 0 estagio quatro, comparados com 0s
105 s deste trabalho. As diferencas encontradas no tempo de inducdo podem ser
devido as diferentes respostas de cada espécie e fase de vida. Assim, a idade e peso
do peixe, sdo fatores que também devem ser considerados no processo de anestesia
com benzocaina.

Quando utilizado o eugenol na concentracdo de 50 mg L, no presente
trabalho, revelou grande intervalo de tempo para alcancar os estagios anestésicos,
sobretudo entre o estagio trés e quatro e para alcancar o quarto estagio. Esses
achados contrastam com os de Tarkhani et al. (2017), em estudo com acara bandeira
(Pterophyllum scalare), que obteve indugdo com eugenol até o estagio quatro em
doses baixas (7,5 mg.L!) a partir de 55 segundos, sugerindo desta forma, que o
tempo de exposicado do farmaco em baixas concentracfes pode variar com o peso e
a espécie do peixe. Ja Cunha et al. (2010) em experimento com juvenis de jundia
(Rhamdia quelen), ndo obteviveram evidéncias anestésicas apds 30 minutos de
exposicdo ao eugenol nas concentracdes de 5 e 10 mg.L?, jA com a concentragéo
de 50.mg L atingiu-se o estagio quatro em 111 segundos. No trabalho de Perdikaris
et al. (2010), com truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), utilizando eugenol na
concentragdo de 50 mg.L! o estagio quatro foi atingido em 120 segundos,
comparados aos 132 segundos obtidos no presente trabalho, sugerindo que o
eugenol na concentracdo de 50 mg.L? apresenta resultados de anestesia similares,

independente da idade ou espécie.
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Quando comparados entre si, benzocaina na concentracdo de 100 mg.L*
demandou menos tempo para passar de um estagio para outro (E1/E2 — 25 s, E2/E3
— 20 s e E3/E4 - 27s), enquanto o eugenol na concentragdo de 50 mg L, demandou
um pouco mais de tempo entre 0s dois primeiros estagios e do terceiro para o quarto
guase o dobro do tempo (E1/E2 — 29 s, E2/E3 — 26 s e E3/E4 — 52 s) demonstrando
que para a carpa capim, a concentracéo de eugenol deve ser superiora 50 mg L%, e
gue a benzocaina concentracédo de 100 mg.L™* foi mais efetiva.

O uso de benzocaina na concentracdo de 300 mg.L* promoveu a passsagem
pelos quatro estagios anestésicos em intervalos de tempo relativamente curtos (17,
7, 15 e 19 segundos respectivamente), porém passiveis de observacdo. Dados
semelhantes aos observados com o eugenol em sua concentracdo mais elevada de
250 mg.Lt (20, 3, 19 e 11 segundos respectivamente). Contudo, observou-se
resposta mais rapida do segundo para o terceiro estagio e mais lenta do terceiro para
o quarto quando comparada a B300. Nao houve diferenca estatistica significativa
entre os grupos B300 e E250, submetidos a altas concentracdes de farmaco por
periodo prolongado com propdsito de eutanasia, mostrando que ambos sao eficazes.
As concentra¢gfes mais altas de anestésicos utilizadas como indutores promoveram
visivelmente mais conforto aos peixes, desta forma, proporcionando bem-estar
positivo quando comparado a inducdo com as doses mais baixas, contudo mais
estudos acerca de inducdo com doses maiores e manutencdo com doses
padronizadas para a espécie sdo necessarias.

A determinacdo para atingir o tempo de estadgio cinco, dos animais
eutanasiados com altas concentracdes de anestésicos, sdo importantes para
determinar a viabilidade do uso destes como agentes eutanasicos. Considerando-se
os dados obtidos em relacdo ao estresse promovido nas concentracfes mais baixas
desses dois anestésicos, 0 eugenol pode ser o mais apropriado para a sedacéo e
anestesia de carpa capim adulta, embora, novos estudos sdo necessarios a fim de
se determinar a concentracdo anestésica ideal.

A resposta ao estresse dos animais foi avaliada a partir dos dados de glicemia
plasmatica e de cortisol sérico, sendo que, a glicose plasmatica (mg.dL!) atingiu seu
nivel mais alto nos animais tratados com benzocaina 100 mg.L. Dados de Gomes
et al. (2001), utilizando tambaquis (Colossoma macropomum) expostos a
concentracdes superiores a 200 mg.L* de benzocaina apontaram indices glicEmicos

mais elevados, indicando tal anestésico como mais estressante. As carpas capim
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tratadas com benzocaina 100 mg.L? também foram as que apresentaram os dados
mais elevados de cortisol sérico entre todos os tratamentos, indicando condi¢des de
estresse agudo mais acentuadas. Isto se contrapde aos argumentos usualmente
utilizados literatura, onde afirmam que o uso de anestésicos promovem o bem-estar,
diminuem o estresse e evitam picos elevados de cortisol (Longley et al., 2008; Neiffer
e Stamper, 2009; Fabiani et al., 2013; Bernardes Junior et al., 2013), pois ficou
evidente neste trabalho que nem todos os anestésicos podem ser considerados
desta forma, assim a ndo generalizacdo é fundamental quando se busca tais
condicgdes.

Animais tratados com eugenol 50 mg.L?, apresentaram segundo nivel mais
elevado de glicose. Este resultado difere dos encontrados na literatura com outras
espécies. Iversen et al. (2003) em seu experimento com salmédo (Salmo salar) ndo
observaram aumento dos niveis de glicose em diferentes concentra¢gfes de eugenol.
Inoue et al. (2005) utilizando o matrinxa (Brycon cephalus), relataram que o uso do
eugenol impediu o aumento dos indices glicémicos relacionados a situacdes de
estresse. Neste estudo evidenciou aumento do cortisol no grupo E50 em curtos
periodos de exposicao, contrastando os dados encontrados por Small (2003) em seu
experimento utilizando o bagre do canal (Ictalurus punctatus), que ndo observou
aumento dos niveis de cortisol nos peixes anestesiados com eugenol, mesmo por
periodo prolongado (30 minutos). Ja Davis et al. (2015) obtiveram niveis de cortisol
mais baixos em peixes zebra (Danio rerio) eutanasiados com eugenol quando
comparado com o anestésico MS-222, ou metasulfonato de tricaina. As diferencas
encontradas se devem provavelmente as respostas a dose utilizada, bem como a
resposta especifica de cada espécie, sendo necessarios mais estudos para melhor
elucidacado das fontes de variagao.

Como néo foram encontrados dados basais de cortisol da carpa capim na
literatura, Barton e Imawa (1991), citam em seu trabalho referéncias para carpa
comum (Cyprinus carpio) de valores basais pré estresse entre 70 e 120 ng.mL* e
pos estresse entre 120 e 360 ng.mLt. Em nosso trabalho a média de valores basais
encontrada foi de 84 ng.mL™,

O tratamento gelo e agua ndo promoveu indices elevados de glicose
plasmatica e cortisol sérico na carpa capim deste estudo, o que corrobora com 0s
dados encontrados por Ribas et al. (2007) em estudo com linguado (Solea

senegalensis), que nao evidenciaram aumento significativo nos indices de glicemia
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e cortisol nos animais submetidos a insensibilizacdo com gelo. Entretanto, a
diminuicdo do metabolismo em decorréncia da baixa temperatura possivelmente
influencia a liberacdo dos hormdnios primarios do estresse. Desta forma, a obtencao
de dados para aferir o estresse em animais submetidos a esse tipo de procedimento
deva ser diferenciado, ndo utilizando dados de concentracdo de metabdlitos, mas de
pardmetros de respostas como batimento cardiaco ou indicadores de funcéo
cerebral. Entretanto, Ellis et al. (2012) sugerem a utilizacdo de métodos para a
verificacdo da ativacdo do eixo HPI, como por exemplo, o conteudo de ACTH
pituitario. Nossos dados corroboram com o estudo realizado por Scherer et al. (2005),
no qual carpas capim imersas em agua e gelo apresentaram movimentos aversivos
durante o primeiro minuto, que se cessaram somente apds dez minutos em virtude
da paralisia fria, demonstrando desta forma, que apesar de ndo haver aumento dos
indicadores bioquimicos de estresse (glicose e cortisol), os peixes estavam em
sofrimento aparente, e que novos estudos acerca do estresse causado por este
meétodo de imobilizacédo e abate de peixes sdo necessarios para possibilitar repensar
sobre o bem-estar dos mesmos.

Os dados de glicogénio hepético obtidos neste experimento né&o
demonstraram diferenga significativa entre os grupos. Morales et al. (1990) em
experimento com truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), observaram reducao
significativa dos percentuais de glicogénio hepatico nos primeiros trinta minutos,
apos este periodo os valores aumentaram acima dos valores basais. Entretanto,
alegam que os dados publicados sobre as reservas de glicogénio hepético sao
contraditorios, pois, encontratram dados que corroboravam com seu trabalho, bem
como, dados onde apoOs estresse ndo foi evidenciado diminuicdo no glicogénio
hepatico (Leach e Taylor, 1980), assim como em nosso experimento. Nas situacdes
de estresse, estes niveis de glicogénio estariam relacionados a glicose plasmatica
pela gliconeogénese e/ou glicogendlise. As catecolaminas mobilizam o glicogénio e
podem induzir a glicogendlise inicial. Entretanto € necessario entender como e em
gue momento estas reservas sao utilizadas (Morales et al. 1990). Desta forma, mais

estudos se fazem necessarios a fim de esclarecer esta lacuna.
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Conclusao

Com o aumento do consumo de proteina de peixe, bem como da utilizacdo de
peixes como modelo experimental em pesquisas, faz-se necessario repensar a forma
de anestesia e abate desses animais, com vista a promocéo do bem-estar. Em nosso
estudo, o grupo gelo (GE) demonstrou ser, para todos os estdgios anestésicos, o
menos eficaz, de forma a exigir que o animal permaneca exposto por longos periodos
para se obter resposta satisfatoria. Como agentes sedativos e anestésicos, a
benzocaina na concentracéo de 300 mg.L* (B300) porcionou a resposta mais rapida,
seguida do eugenol 250 mg.L! (E250). Como agentes eutanasicos a benzocaina
(B300) e o eugenol (E250) se mostraram eficazes.

A benzocaina na concentracdo de 100 mg.L* demandou menos tempo para
passar de um estagio para outro (E1/E2, E2/E3 e E3/E4) quando comparada ao
eugenol na concentracdo de 50 mg L, demonstrando que para a carpa capim, a
concentracdo de eugenol deve ser superior a 50 mg L2, e que a benzocaina na
concentracdo de 100 mg.L! foi mais efetiva. A benzocaina na concentracdo 100
mg.L! (B100) é amplamente utilizada na pesquisa, e neste estudo foi o grupo que
apresentou maior nivel de cortisol e glicose, demonstrando ser agente estressor para
carpas capim adultas.

Tomados em conjunto, os dados obtidos reforcam a necessidade de se
identificarem as condicdes ideais de anestesia para cada espécie, visando a
minimizacdo do estresse, seja para manejo, abate comercial, humanitario ou

eutanasia.
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CAPITULO 3

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo evidencia a importancia acerca de pesquisas sobre os
meétodos utilizados para anestesia ou eutanasia em peixes. O gelo, método
amplamente utilizado no abate, ndo demonstrou eficicia na insensibilizacao,
tendo em vista o longo periodo que os animais levaram para alcancar os estagios
anestésicos desejados. A benzocaina se revelou como agente estressor,
embora seja muito utilizada com o intuito contrario, principalmente em pesquisas.
O eugenol, no entanto, pode vir a ser um substituto vidvel da benzocaina,
embora novos estudos sejam necessarios para se encontrar a dose anestésica
ideal. Ja como agentes eutanasicos ambos, eugenol e benzocaina em altas
concentracfes podem ser utilizados em condicfes de abate humanitario e em
pesquisas, devido a sua rapida acdo, insensibilizando o animal em poucos
segundos, garantindo desta forma o bem-estar.



