(L)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE - FURG
INSTITUTO DE OCEANOGRAFIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM AQUICULTURA

ANESTESIA E TRANSPORTE DE JUVENIS DE TAINHA Mugil liza

Reinaldo da Silva Braz

Rio Grande, RS

2017



UNIVERSIDADE FEDERAL DO

RIO GRANDE - FURG

INSTITUTO DE OCEANOGRAFIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AQUICULTURA

ANESTESIA E TRANSPORTE DE JUVENIS DE TAINHA Mugil liza

Reinaldo da Silva Braz

Orientador: Dr. Ricardo Vieira Rodrigues

Dissertacdo  apresentada  como
parte dos requisitos para a
obtencdo do titulo de mestre em
Aquicultura no Programa de Pos-
Graduacdo em Agquicultura da
Universidade Federal do Rio
Grande (FURG)

Rio Grande, RS

Julho, 2017



Dedicatoria

Dedico este trabalho a toda minha familia, amigos e colegas que de alguma forma
contribuiram para realizagdo desse sonho.



Agradecimentos

Ao professor e amigo Dr. Ricardo Rodrigues pela orientacdo, paciéncia e
colaboracdo fornecida durante a producdo dos experimentos e escrita dessa dissertacéo.

Aos 6rgdos CAPES e 0 CNPq pela bolsa durante o periodo de estudos.

A todos os professores do Programa de PoOs-Graduacdo pelo aprendizado
fornecido durante minha passagem pelo programa.

Aos meus amigos Dr. Plinio Furtado, Dr. Gabriel Martins e Dr. Alessandro
Cardozo pelos momentos de conselhos e aprendizado durante o preparo das refeicdes
diarias.

Aos meus amigos Juan Jetro, Lucas Maltez (Luquinhas), Gabriel Neves (Blade),
Rafael Buitrago (Colémbia), Mario Castro (Junim), Mério Davi, Victor Lira, Lucas
Pellegrin (Pelagres) e Manuel Cezar (Pumbera), Denis Caneshiro, Glauce Oliveira,
Natalia Brenda, Andreline Mendoca, Francianny Costa, Daniela Lemes, Anastécia
Damasceno, Alan Carvalho, Hébio Carvalho e Adriano Rayol pelos bons momentos de
convivio, brincadeiras, conversas e principalmente amizade.

A toda equipe do Laboratdrio de Piscicultura Estuarina e Marinha, em especial,
Dra. Janaina Pedrén, Dr. Marcelo Okamoto e Msc. Ivanildo Oliveira pela ajuda e
contribuicbes para producdo dos experimentos e dissertacdo.

Aos colegas Anderson (motora), Django, seu Lidio, Elisandra, Sandro Fabres
(técnico do laboratdrio de qualidade de agua) e todas as outras pessoas que trabalham na
manutencdo, limpeza e seguranca da Estacdo Marinha de Aquicultura FURG.

A Lorena Karoline, Denise Vieira, Jéssica Silva, Jhenifer Costa e Jackson
Andrade, amigos que mesmo longe mostraram sempre preocupacdo com meu bem estar
e me apoiaram desde o inicio dessa caminhada.

A toda minha familia, em especial a minha mde Geilda Garcia e a0 meu pai
Francisco Braz por terem sempre priorizado o meu acesso a educacdo e por acreditarem
no meu potencial como estudante, como profissional e como pessoa.

A minha tia Joelma Garcia pelo incentivo para minha vinda para o Rio Grande
do Sul e pela ajuda fornecida nos momentos dificeis durante o mestrado.

A minha namorada Maria Eugenia Lubara pelo apoio, carinho, paciéncia e amor.
Ela que sempre esteve ao meu lado, sendo meu porto seguro durante 0S momentos
dificeis e minha companheira nos varios momentos felizes vividos em Rio Grande.



INDICE

DEDICATORIA ...ttt il
AGRADECIMENTOS ...ooooioeveeeeeesiessieneesseeseesssesssessesssssssssss s es s s iv
RESUMO GERAL ......oovvveecioeeeeseeeeeessssssessses s sssssssss s ssssssnsssas s asssssssss s 6
NS 1 7Y o OO 7
INTRODUGAOQO GERAL ..ot ses s 8
REFERENCIAS .......ocooviieteieeeeee ettt s 16

CAPITULO 1: Benzocaina, ms-222, eugenol e mentol como anestésicos para juvenis
de tainha MUQIL TIZA.........c.ooieiiee e 24

CAPITULO 2: Transporte de juvenis de tainha Mugil liza em diferentes salinidades



© 00 N o Uu B~ w N

W NN N N N NN NNNDN P P R B R B B RB p p
O VW ® N O U B W N B O W 0 N OO0 1 B W N R~ O

w
=

RESUMO GERAL

A tainha Mugil liza é uma espécie de peixe marinha que tem demonstrado
potencial para aquicultura e tem sido estudada com a finalidade de desenvolvimento do
seu pacote tecnoldgico de producdo. Entretanto, ndo existem estudos relatando o uso de
anestésicos para a espécie. Uma das principais caracteristicas dessa espécie € o fato dela
ser eurialina, podendo ser criada em agua doce sendo uma alternativa para producao
longe da costa. Porém ndo ha informagdes sobre o transporte de M. liza. Portanto, o
primeiro estudo teve como objetivo determinar as concentracfes eficientes de quatro
anestésicos em juvenis de tainha. Os peixes (6,9 = 1,4 ¢) foram expostos
individualmente (N=10 por concentracdo) a quatro concentracGes de benzocaina (30,
40, 50 e 60 mg L), MS-222 (100, 125, 150 e 175 mg L), eugenol (50, 70, 90 e 110
mg L) e mentol (175, 200, 225 e 250 mg L™). A avaliagdo das melhores concentracdes
foi realizada com base na faixa de tempo méaxima de anestesia (3 minutos) e
recuperacdo (5 minutos). As concentracbes mais eficientes encontradas para 0S
anestésicos foram: Benzocaina 50 mg L™, MS-222 150 mg L™, eugenol 70 mg L™ e
mentol 225 mg L™X. O segundo estudo teve o objetivo de realizar o transporte de juvenis
de tainhas em diferentes salinidades. Para a realizacdo do experimento os peixes foram
transportados em 18 sacos com 10 L de agua e 20 L de oxigénio cada. Os peixes (1,6 £
0,6 ge 52 + 0,7 cm) foram estocados mantendo uma densidade em 27 g L. Apés,
foram transportados durante 24 h em 3 salinidades: 5 (baixa salinidade), 13 (préximo ao
ponto isosmotico) e 35 (salinidade tipicamente marinha). Em cada salinidade testada, 3
sacos continham tamponante (1g de NaHCO3 por litro de agua), e 3 sacos sem adicdo de
tamponante. Foi observado que nos tratamentos com adicdo de NaHCO3 os valores de
pH sofreram menor reducdo em comparagdo aos tratamentos sem adicdo de tamponante.
Apesar disso, nos tratamentos em baixa salinidade (5 e 13) foi verificada a elevacdo dos
valores de diéxido de carbono na &gua. A sobrevivéncia dos animais foi afetada
significativamente pela adicdo de NaHCOg3 nos transportes nas salinidades 5 e 13.
Portanto recomenda-se utilizacdo de 1 g NaHCO3 L™ por litro de agua para transporte de
M. liza apenas quando realizado em salinidade 35, ndo sendo indicado a utilizacdo desse

tamponante para transporte de juvenis dessa espécie em salinidades baixas.
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ABSTRACT

The mullet Mugil liza is a marine species has demonstrated potential for
aquaculture and has been studied for the purpose of develop their standard production
protocols. However, there are no studies reporting the use of anesthetics for this species.
One of the main characteristics of this species is the fact that it is eurialin and can be
grown in fresh water being an alternative for production far from the coast. However,
there are also no studies on the transport of M. liza. Therefore the first study aimed to
determine the efficient concentrations of four drugs for anesthesia in M. liza juveniles.
The fish (6.9 £ 1.4 g) were individually exposed (N = 10 per concentration) at four
concentrations of benzocaine (30, 40, 50 e 60 mg L), MS-222 (100, 125, 150 e 175 mg
LY, eugenol (50, 70, 90 e 110 mg L) e menthol (175, 200, 225 e 250 mg L) The best
concentrations were evaluated based on the maximum time of anesthesia (3 minutes)
and recovery (5 minutes). The most efficient concentrations for anesthetics were:
Benzocaine 50 mg L, MS-222 150 mg L, eugenol 70 mg L™ and menthol 225 L.
The second study had the objective to carry out the transport of juveniles in different
salinities. For the experiment the fish were transported in 18 bags with 10 L of water
and 20 L of oxygen each. The fish (1.6 £ 0.6 g and 5.2 = 0.7 cm) were stored
maintaining a density in 27 g L. They were transported (duration 24 h) in 3 salinities: 5
(low salinity), 13 (near the isosmotic point) and 35 (typically marine salinity). In each
salinity tested, 3 bags contained (1g de NaHCOg3 Per liter of water) and 3 bags without
addition of buffer. It was observed that in the treatments with addition of NaHCO3 the
values of pH were reduced less in comparison to the treatments without addition of
buffer. Nevertheless, in the low salinity treatments (5 and 13), the elevation of carbon
dioxide values in water was verified. The survival of the animals was significantly
affected by the addition of NaHCO3 in the transports at salinities 5 and 13. Therefore, it
is recommended to use 1 g NaHCO3 L per liter of water for transporting M. liza only
when carried out in salinity 35, and it is not recommended to use this buffer to transport

juveniles of this species at low salinity.
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1. INTRODUCAO GERAL
1.1. Tainha Mugil liza

O Brasil tem grande potencial para a pratica da piscicultura marinha no seu
territorio (FAO, 2016). Porém, questdes de licenciamento ambiental, caréncia de mao
de obra qualificada e auséncia de insumos especializados sdo alguns dos principais
problemas para o desenvolvimento da atividade (CAVALLI et al., 2011). Outro ponto
que prejudica a atividade é a auséncia de um pacote tecnologico para a producdo das
espécies marinhas nativas. A M. liza é uma das espécies que apresenta potencial
produtivo e vem sendo investigada na tentativa de se obter mais informagdes que
permitam a sua producdo em cativeiro, com proposito de tornd-la uma opcdo para
pratica da piscicultura em ambientes estuarinos e marinhos onde essa atividade ainda é
incipiente apesar do grande potencial a ser explorado.

A tainha Mugil liza (Figura 1) é uma espécie de peixe que pertence a Classe
Actinopterygii, Ordem Mugiliformes, Familia Mugilidae. Essa espécie possui habito
alimentar zooplanctéfago no estdgio larval e a partir de juvenil é considerada ili6faga,
devido a utilizacdo do filme superficial dos sedimentos como alimento (VIEIRA, 1991).

Figura 1. Juvenil de tainha Mugil liza. Fonte: Arquivo pessoal

No ambiente natural ja foram encontrados exemplares da espécie pesando
cerca de 4 kg e medindo até 60 cm de comprimento (VIEIRA e SCALABRINI, 1991).
Anteriormente M. liza e M. platanus eram caracterizadas como duas espécies diferentes
(MENEZES, 1983), porem recentemente, estudos realizados utilizando caracteristicas
meristicas e morfométricas demonstraram que se tratam de uma Unica espécie

(MENEZES et al, 2010). Posteriormente, SICCHA-RAMIREZ et al. (2014) com
8



93

94

95

96

97

98

99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124

utilizacdo de estudos de DNA em grupos de peixes coletados desde a Argentina até a
Venezuela, identificaram que a espécie M. liza pode ser encontrada por toda costa oeste

da América do Sul até o sul do Mar do Caribe (Figura 2).

Relative probabilties
of occurrence
I 0.0 - 1.00
[0 060-0.79

040 - 0,59

X 0.20 - 0.39
— e 0.01-0.19

Figura 2. Distribuicdo geografica e probabilidade relativa de ocorréncia da tainha Mugil

Liza. Fonte: FishBase —www.fishbase.org

Alguns Mugilideos ja sdo produzidos em cativeiro em determinadas regides do
mundo, por exemplo, Liza ramada e Mugil cephalus séo espécies produzidas através da
aquicuttura no Egito (SALEH, 2008). No Brasil os Mugilideos tem grande
representatividade na producdo pesqueira ocupando o sétimo lugar considerando a
média de producdo de espécies ou grupo de espécies mais importantes da pesca marinha
e estuarina nacional. De 1980 a 2010 a producdo média anual de M. liza nas regides Sul
e Sudeste através da pesca foi de 5.035 toneladas, possuindo grande importancia
comercial nestas regibes (MPA e MMA, 2015).

Apesar de ndo ser produzida comercialmente no Brasil, a tainha tem sido alvo de
varios estudos que objetivam o desenvolvimento do seu pacote tecnoldgico de
producdo. Esta espécie possui varias caracteristicas favoraveis para sua utilizacdo na
aquicultura, dentre elas a sua rusticidade, resisténcia ao manejo, suporta condicdes de

confinamento, além de aceitar facilmente alimento inerte (MIRANDA-FILHO et al.,
9
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2010). Além disso, tolera elevadas concentracGes de ambdnia, nitrito (SAMPAIO et al.,
2002) e nitrato (POERSH et al., 2007). E uma espécie euritérmica, mas possui maior
crescimento em temperatura proxima a 30° C (OKAMOTO et al., 2006). Por ser uma
espécie eurialina, a M. liza tolera tanto a agua marinha como a agua totalmente doce
(LISBOA et al., 2015a). LISBOA et al. (2015b) estimaram o ponto isosmotico da tainha
em 412,7 mOsmol Kg?, o que corresponde a salinidade 13,5 %.. Nessa salinidade é
observada a reducdo dos gastos energéticos com o processo de osmorregulacao.

Sua producdo pode ser realizada em sistemas de monocultivo ou em sistema de
policultivo com outras espécies de peixes (BENETTI e FAGUNDES NETTO, 1991) ou
com crustaceos, como o camardo branco Litopenaeus vannamei (COSTA et al., 2013).
Diversas estruturas podem ser utilizadas para sua producdo, inclusive viveiros
escavados com agua doce (SCORVO FILHO et al., 1992), permitindo gque a criagdo da
tainha seja uma alternativa, mesmo longe da costa.

Essa espécie possui desova total (ROMAGOSA et al., 2000) e estudos
demonstram a possibilidade de inducdo & reproducdo através do uso de hormdnios
(GODINHO et al., 1993), técnica de inducdo recentemente relatada por CERQUEIRA
et al. (2017).

Em relacdo a estudos nutricionais, foi determinado em 35% a quantidade ideal
de proteina na dieta dessa espécie (CARVALHO et al., 2010). Além disso, foi avaliado
0s beneficios e niveis de inclusdo adequados de dextrina como fonte de carboidrato
(ZAMORA-SILLERO et al., 2013) e diferentes fibras alimentares na dieta de M. liza
(RAMOS et al., 2015a; RAMOS et al., 2015b). Quanto a alimentacdo, a utilizacdo de
apenas 72 % da quantidade de racdo fornecida até a saciedade aparente dos peixes
promove bom crescimento e ainda reduz custos relacionados a alimentacdo da tainha
(SILVA et al., 2013).

1.2. Anestesia

A aquicultura é uma atividade que tem se intensificado com o passar dos anos,
devido ao aumento da demanda mundial por alimentos. Em razdo dessa intensificacao
procedimentos como vacinacdo, inducdo a desova, transporte, marcagdo, biometria,
dentre outros, sdo alguns exemplos das préaticas rotineiras envolvendo a manipulacao

dos animais criados (KING et al., 2005; ROSS e ROSS, 2008). Como consequéncia, a
10
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realizacdo desses procedimentos acaba gerando estresse nos animais, desencadeando
uma série de alteragdes fisioldgicas no organismo, que podem causar prejuizos a saude,
aspectos reprodutivos e o crescimento, além de afetar a sobrevivéncia dos peixes
(WENDELAAR BONGA, 1997).

Neste contexto, a anestesia surge como uma alternativa para que O estresse
originado em virtude da realizacdo destes procedimentos de manejo seja minimizado
(GRESSLER et al., 2014; BERLINSKY et al.,, 2016). Assim, a anestesia pode ser
definida como um estado de insensibilidade ou reducdo da sensibilidade. Durante o
procedimento de anestesia 0s peixes passam por estadgios que sdo identificados de
acordo com as caracteristicas apresentadas. A sedacdo € 0 estigio primario em que a
percepcdo sensorial e o equilibrio sdo afetados de forma mais leve do que na anestesia
(ROSS e ROSS, 2008). Nesse estagio 0s peixes apresentam dentre outras
caracteristicas, perda de resposta a estimulos externos e mudanga no ténus muscular. A
narcose € um estagio intermediario, onde se visualiza a perda total do equilibrio e
reducdo da taxa respiratéria. Enquanto a anestesia € um estagio posterior que apresenta
dentre outras caracteristicas, a perda da capacidade de locomogdo na coluna d’agua e
reducdo acentuada da taxa de respiracdo dos peixes (BROWN, 1985). A inducédo
anestésica pode ser realizada utilizando diferentes agentes e métodos como temperatura
(hipotermia), descargas elétricas (eletroanestesia) e farmacos anestésicos (ROSS e
ROSS, 2008).

Em relacdo ao uso de substincias anestésicas, existem algumas caracteristicas
que sdo essenciais para sua utilizagdo, como ser seguro para O peixe e para 0
manipulador, apresentar baixo custo, ser eficiente em baixas concentracdes e de facil
utilizacdo e aquisicdo (ROSS e ROSS, 1999). Akm disso, € preconizado que o
anestésico deve induzir os peixes ao estado desejado de anestesia em até 3 minutos,
sendo que a recuperacdo ndo deve ultrapassar 5 minutos (MARKING e MAYER,
1985). Estudos anteriores verificaram que alguns anestésicos tem a capacidade de
minimizar as respostas de estresse nos peixes, como é o caso do Oleo essencial de
Lippia alba, o qual foi eficiente para a minimizar as respostas de estresse em Rhamdia
quelen (CUNHA et al., 2010); e do Gleo de cravo para juvenis de Epinephelus bruneus
(PARK et al. 2008).

11
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Varias sdo as substancias utilizadas como anestésicos em peixes. Dentre as
substancias existentes o MS-222 (tricaina metanosulfonato) é a Unica substancia
aprovada pela United States Food and Drug Administration (FDA) e Health Canada
para anestesia de peixes e outros animais aquaticos pecilotérmicos em seus respectivos
territorios (TRUSHENSKI et al., 2013). O MS-222 é uma substancia sintética, isbmero
da benzocaina (outra substancia anestésica), que atua bloqueando o envio de sddio
(Na") ao tecido nervoso, limitando a excitabilidade celular, e consequentemente
causando a supressdao no sistema nervoso central (CARMICHAEL, 1985; BURKA et
al.,, 1997; CARTER et al., 2011). Um ponto negativo a respeito do uso do MS-222 nos
peixes é o0 periodo de depuracdo necessario para 0 consumo dos animais anestesiados
com esta substancia. O FDA recomenda que este periodo deva ser de no minimo 21 dias
(ROSS e ROSS, 1999). Além disso, 0 MS-222 é produzido nos Estados Unidos, o que
acaba gerando um aumento de custos para sua utilizacdo em outros paises.

Outra substancia anestésica bastante utilizada para anestesia em peixes no
Brasil € a benzocaina (p-aminobenzoato de etila), uma vez que pode ser adquirida
facilmente a baixo custo (GOMES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2009). E uma
substdncia sintética, insolivel em &gua, portanto deve ser dissolvida em acetona ou
etanol antes de ser utilizada (NEIFFER e STAMPER, 2009). N&o é considerada tdxica
aos humanos nas concentragdes que sd0 necessarias para anestesia nos peixes (ROSS e
ROSS, 1999) e sua acdo ocorre sobre o sistema nervoso central e cardiovascular,
alterando a permeabilidade celular, impedindo assim a acdo de estimulos nervosos
(CARTER et al., 2011).

Substancias derivadas de plantas também tem demonstrado propriedade
anestésica em peixes (FACANHA e GOMES, 2005; GRESSLER et al., 2014). O
eugenol (4-Alil-2-metoxifenol) € um destes anestésicos de origem natural, derivado do
6leo de cravo, geralmente extraido de arvores do género Eugenia (JAVAHERY et al.,
2012, HOSEINI et al., 2015). Esse anestésico atua na medula oblonga causando a
inibicdo do complexo respiratério, e consequentemente reduzindo a taxa respiratoria do
organismo, diretamente relacionada com a depressdo no sistema nervoso central
(HIKASA et al., 1986). Uma das caracteristicas favoraveis a sua utilizacdo é que o
eugenol € eliminado do organismo dos peixes em até 24 horas (TRUSHENSKI et al.,

2013).
12
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O mentol (2-isopropil-5-metill-ciclohexanol) € outro anestésico de origem
natural que tem demonstrado potencial como anestésico em peixes (PEREIRA-DA-
SILVA et al., 2016; SEPULCRHO et al., 2016). Esse composto pode ser extraido de
plantas do género Mentha (LORENZO et al.,, 2002), e pode ser faciimente adquirido
com baixo custo (FACANHA e GOMES 2005). A acdo desse anestésico estimula a
ativacdo de receptores de GABAAa, largamente distribuidos no tecido nervoso e que sao
responsaveis pela inibicdo dos neurotransmissores no sistema nervoso central (KASAI
et al., 2014).

Entretanto, é fundamental mencionar que a acdo dos anestésicos & espécie-
especifica (CHAMBEL et al., 2015), além de ser afetada pelo método de utilizacdo e
condicdes de realizagdo do procedimento (ROSS e ROSS, 2008). A delimitacdo das
concentragdes dos anestésicos para anestesia € importante no sentido de se evitar o uso
de concentracdes que demorem a levar os peixes ao estado de anestesia pretendido ou a
utilizacdo de concentragbes que possam causar a morte dos animais (PEREIRA-DA-
SILVA et al., 2016), também reduzindo os custos envolvidos nesse procedimento.
Estudos que avaliam o uso de substancias anestésicas e determinem as concentracdes

adequadas para a espécie M. liza ainda ndo foram realizados.

1.2. Transporte de peixes

O transporte de peixes vivos pode ser realizado com diversos propositos, desde
0 transporte de juvenis para as fazendas de engorda, até o deslocamento da producdo
viva para comercializacdo (GOMES et al., 2003). A realizagdo do transporte de peixes
vivos é possivel em dois sistemas bésicos, o sistema fechado (Figura 3a) e o sistema
aberto (Figura 3b). No sistema fechado, os peixes sdo acondicionados em sacos
plasticos preenchidos com &gua e injecdo de oxigénio puro. No sistema aberto, séo
utilizadas caixas proprias de transporte com insercdo de oxigénio via aeracdo de forma
constante (BERKA, 1986). O transporte € um procedimento estressor, que acaba
alterando a homeostase dos organismos e influenciando negativamente 0s aspectos
fisiologicos dos animais. Esse estresse pode ser originado por uma sucessdo de
estimulos adversos que incluem a captura, a exposicdo a altas densidades e a condicOes
de baixa qualidade de agua durante todo o processo de transporte (CARNEIRO et al.,

2007).
13
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(b)

Figura 3. Sistema de transporte fechado em sacos plasticos (a) e sistema de transporte

aberto em caixas de transportes (b). Fonte: arquivo pessoal

Ao transportar peixes utilizando o sistema fechado existem alguns fatores
limitantes caracteristico desse tipo de sistema como: o acUmulo de aménia, diminuicdo
dos niveis de oxigénio dissolvido na &gua e aumento na concentracdo de CO; e
consequente reducdo das concentracGes de pH, acarretando na deterioracdo da qualidade
da agua (AMEND et al., 1982). A ambnia, principal produto excretado pelos peixes é
um dos compostos que acumulam durante o transporte e que € toxica para 0S
organismos aquaticos (RANDALL e TSUI, 2002). A ambnia pode ser encontrada em
duas formas NHz (amOnia ndo ionizada ou gasosa) e NH;" (amonia ionizada ou ion
amonio) a somatoria dessas duas formas é denominada de nitrogénio amoniacal total
(NAT). A proporcdo das formas de amdnia depende de parametros como salinidade,
temperatura e sobretudo do pH da agua. O percentual de NH3 tende aumentar com a
elevacdo do pH e temperatura, e com a diminuicio da salinidade (BOYD e
TUCKER, 2012).

Devido a sua caracteristica lipofilica a aménia na sua forma ndo ionizada
adentra ao organismo dos peixes atraves das branquias por difusdo (IP e CHEW, 2010).
O aumento da concentracdo de amdnia ndo ionizada na agua também compromete a

excrecdo dos peixes, acarretando no acUmulo desse composto no plasma e tecidos. O
14
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mecanismo primario de toxicidade desse composto no organismo ocorre devido ao seu
efeito despolarizante no musculo branco e neurbnios e outras reagGes quimicas que
podem ocasionar a morte dos animais (RANDALL e TSUI, 2002).

Como resultado do processo de respiracdo dos peixes transportados, o gas
carbbnico acaba reagindo com o carbonato e bicarbonato dando origem ao 4cido
carbdnico, proporcionando a reducdo do pH da agua (MATUO e MATUO, 1995). Essa
reducdo pode provocar perturbacdo no equilibrio acido-base (CLAIBORNE et al.,
2002), alem de prejudicar a respiracdo devido a alteracBes bioquimicas e fisiologicas
geradas pelos efeitos Bohr e Root no organismo dos peixes (SOUZA e BOLINA-
RODRIGUES, 2007). As oscilacbes de pH tendem a ser maiores em &gua com baixa
salinidade devido a menor concentracdo dos ions carbonatos e bicarbonatos que ajudam
no tamponamento da agua. Portanto, a utilizacdo de alguns agentes tamponantes
(bicarbonato de sodio e TRIS) na &gua de transporte sdo eficientes para minimizar a
flutuacdo dos valores pH (TREASURER, 2012).

Diversos séo os tipos de manejos realizados no transporte dos peixes na
tentativa de se reduzir o estresse e melhorar a sobrevivéncia dos animais durante esse
procedimento (GOLOMBIESKI et al., 2003; GOMES et al., 2006). STIEGLITZ et al.,
(2012) verificaram que a utilizacdo da salinidade marinha para 12 (proximo ao ponto
isosmotico) durante o transporte de bijupird Rachycentron canadum melhorou a
sobrevivéncia dos peixes. Esses autores atribuiram esse resultado ao fato de que guando
mantidos nessas condicdes 0s peixes tem uma reducdo na taxa metabdlica devido a
diminuicdo dos gastos energéticos realizados com a osmorregulacao.

A tainha em razdo da sua caracteristica eurialina pode ser produzida em baixa
salinidade e até em agua doce (LISBOA et al., 2015a). Assim, o estudo do transporte da
tainha em diferentes salinidades poderd avaliar o esse efeito da realizacdo desse
procedimento em condi¢des de salinidade da &gua proxima ao seu ponto isosmotico e
nas diferentes salinidades que essa espécie pode ser produzida. Contudo, até o momento
ndo existem informacgdes sobre o transporte de M. liza o que dificultando a utilizac&o

dessa espécie na piscicultura
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizacgdo de diferentes anestésicos e o transporte em diferentes

salinidades com e sem adicdo de tamponante de juvenis de tainha Mugil liza.
2.1 Objetivos Especificos

- Definir as concentracdes ideais de benzocaina, MS-222, eugenol e mentol para

anestesia de juvenis de Mugil liza;

- Awvaliar o efeito de diferentes salinidades e da adicdo de bicarbonato de sodio
nos parametros de qualidade de agua e na sobrevivéncia de juvenis de M. liza durante o

transporte.
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BENZOCAINA, MS-222, EUGENOL E MENTOL COMO ANESTESICOS
PARA JUVENIS DE TAINHA Mugil liza
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RESUMO

A anestesia tem sido utilizada como uma técnica na aquicultura para facilitar a
manipulacdo dos animais e amenizar 0 estresse causado devido a realizacdo de
procedimentos de manejo. O presente estudo teve como objetivo determinar a eficiéncia
anestésica de quatro farmacos em juvenis de tainha Mugil liza. Os peixes (6,9 + 1,4 Q)
foram submetidos individualmente (N=10 por concentragdo) a anestesia utilizando
quatro concentracdes de benzocaina (30, 40, 50 e 60 mg L), MS-222 (100, 125, 150 e
175 mg LY, eugenol (50, 70, 90 e 110 mg LY) e mentol (175, 200, 225 e 250 mg L™).
O critério utilizado para avaliagdo das melhores concentracbes foi a faixa de tempo
maximo de 3 e 5 minutos para anestesia e recuperacao dos peixes, respectivamente. As
concentragdes mais eficientes foram: Benzocaina 50 mg L, MS-222 150 mg L?,
eugenol 70 mg L e mentol 225 mg L.

Palavras-chave: Anestesia, sedacdo, peixe, aquicultura
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BENZOCAINE, MS-222, EUGENOL AND MENTHOL AS ANAESTHETICS
FOR JUVENILE Mugil liza*

ABSTRACT

Anesthesia has been used as an aquaculture technique to facilitate the
manipulation of the animals and to alleviate the stress caused due to the management
procedures. The present study aimed to determine the anesthetic efficacy of four drugs
in Mugil liza juveniles. Fish (6.9 = 1.4 g) were individually anesthetized (N=10 by
concentration) using four concentrations of benzocaine (30, 40, 50 and 60 mg L), MS-
222 (100, 125, 150 and 175 mg L™) eugenol (50, 70, 90 and 110 mg L) menthol (175,
200, 225 and 250 mg L1). The criterion used to evaluate the best concentrations was the
maximum time interval of 3 and 5 minutes for anesthesia and recovery of the fish,
respectively. The most efficient concentrations were: Benzocaine 50 mg L™, MS-222
150 mg L, eugenol 70 mg L™ and menthol 225 mg L.

Key words: Anesthesia, sedation, fish, aquaculture

INTRODUCAO

A tainha Mugil liza é uma espécie encontrada por toda a costa ocidental da
América do Sul, distribuindo-se desde o sul do mar do Caribe até a Argentina
(MENEZES, 1983; SICCHA-RAMIREZ et al., 2014). Muitos estudos com o intuito de
desenvolver um pacote tecnoldgico de sua producdo vém sendo realizados. Estudos
relacionados ao controle da reproducdo (GODINHO et al, 1993), tolerancia a
parametros de qualidade de agua (SAMPAIO et al., 2002; OKAMOTO et al., 2006;
POERSCH et al., 2007), aspectos nutricionais (CARVALHO et al., 2010; ZAMORA-
SILLERO et al., 2013) e manejo alimentar da espécie (SILVA et al., 2013) ja foram
desenvolvidos. A tainha é um peixe de baixo nivel trofico e pode ser produzida em
viveiros em sistema de mono e policultivo (COSTA et al., 2013), e inclusive produzida
em agua doce (LISBOA et al., 2015).

Durante a producdo, os peixes podem ser submetidos a varios procedimentos
de manejo como vacinacdo, inducdo a desova, transporte, marcacdo, biometria, dentre

outros (ROSS e ROSS, 2008). A realizagdo dessas praticas pode induzir ao estresse nos
26
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animais, desencadeando uma série de alteracBes fisiologicas no organismo, podendo
chegar a causar prejuizos a salde, reproducdo, crescimento e sobrevivéncia
(WENDELAAR BONGA, 1997). A anestesia surge como uma alternativa, no sentido
de facilitar a realizacdo de procedimentos rotineiros na aquicultura e minimizar danos
causados pelo manejo, minimizando 0 estresse desencadeado pela manipulacdo
(WEBER et al., 2009).

Um anestésico deve atender critérios importantes para que Seu USO Seja
aprovado. Dentre eles estdo a facil utilizacdo, apresentar baixa toxicidade nas
concentragBes necessarias para anestesia dos peixes, oferecendo segurangca aos animais
e ao manipulador (ROSS e ROSS, 2008). Dentre os anestesicos sintéticos existentes, o
MS-222 (tricaina metanosulfonato) ¢ o Unico composto aprovado pela U.S. Food and
Drug Administration (FDA) para anestesia de peixes e demais animais aquaticos
pecilotérmicos nos Estados Unidos (TRUSHENSKI et al., 2013). Outro anestésico, a
benzocaina (p-aminobenzoato de etila), € uma substancia bastante utilizada no Brasil
devido a seu baixo custo e facil aquisicio (GOMES et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2009).

Produtos oriundos de plantas também tém demonstrado potencial para
anestesia em peixes (FACANHA e GOMES, 2005; GRESSLER et al., 2014). O
eugenol (4-Alil-2-metoxifenol), derivado do 6leo de cravo, geralmente extraido de
arvores do género Eugenia € um dos anestésicos de origem natural utilizado no Brasil
(JAVAHERY et al., 2012; HOSEINI et al., 2015). Pesquisas utilizando o eugenol
demonstram efeito anestésico em peixes (ROUBACH et al., 2005; MIRGHAED et al.,
2016), e sua eliminacdo do organismo ocorre em até 24 horas, caracteristica favoravel a
sua utilizacdo (TRUSHENSKI et al.,, 2013). Enquanto o mentol (2-isopropil-5-metill-
ciclohexanol) é um oleo essencial extraido de plantas do género Mentha (LORENZO et
al., 2002) que também apresenta efeito anestésico em peixes (SIMOES e GOMES,
2009; SEPULCRHO et al., 2016). Essa substancia pode ser facilmente encontrada e
apresenta baixo custo (FACANHA e GOMES, 2005).

A concentracdo ideal para anestesia de cada produto, seja ele sintético ou
natural, varia de acordo com a espécie de peixe (CHAMBEL et al., 2015), além do
método de utilizacdo e condicbes de uso (ROSS e ROSS, 2008). Como ndo existem

informag0es sobre a anestesia em juvenis de tainha, o presente estudo teve como
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objetivo determinar as concentracfes mais eficientes de MS-222, benzocaina, eugenol e

mentol para anestesia desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em uso animal da Universidade
Federal do Rio Grande - FURG (Pg N° 034/2016). Previamente a realizacdo do
experimento, os peixes (~1g) foram aclimatados ao laboratério durante 45 dias em um
sistema de recirculacdo de agua constituido de 5 tanques de 1000 L (densidade 16 g L~
1. O fotoperiodo artificial foi mantido em 12 h claro — 12 h escuro (periodo de luz 7:00
as 19:00 h). A alimentacdo foi fornecida trés vezes ao dia até a saciedade aparente, com
racdo comercial peletizada (38% de proteina bruta e 8% de lipideos, Guabi, Brasil). Os
peixes foram mantidos em jejum 24 h antes dos procedimentos experimentais.

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados dois aquérios de vidro
retangulares com capacidade para 35 L preenchidos com 25 L de &gua. Os parametros
de qualidade da &gua foram mantidos nas mesmas condicbes do sistema em que oS
peixes foram aclimatados. Os parametros foram mensurados sempre antes do inicio dos
procedimentos experimentais, onde o oxigénio dissolvido permaneceu em 5,70 + 0,30
mg L e a temperatura da 4gua em 23,8 + 0,5 °C (oximetro digital YSI Model 550A -
Yellow Springs Instruments, Yellow Springs, OH, USA); o pH permaneceu em 7,77 +
0,05 (pHmetro digital de bancada - METTLER TOLEDO Five Easy FE20, Suica); a
salinidade em 26 + 0,57 %o (refratdmetro digital - ATAGO, PAL-06S, Japdo); a
alcalinidade em 173,75 + 3,39 mg CaCO; L*, amonia total 0,16 + 0,01 mg L™ e o nitrito
em 0,12 + 0,06 mg L™ (BAUMGARTEN et al., 2010).

Solucdes anestésicas

A benzocaina (Henrifarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos LTDA, Brasil)
utilizada foi dissolvida em acetona, de acordo com NEIFFER e STAMPER (2009), na
proporcdo de 1:9. O eugenol (Asfer IndUstria Quimica LTDA, Brasil) foi diluido em
alcool etilico (96%) obtendo-se solugdo na proporcdo 1:22. O mentol purissimo
cristalizado (Vetec Quimica Final LTDA, Brasil) foi dissolvido em uma solugdo com
100 mg para cada mL de diluente, ambos foram preparados em alcool etilico (96%). A

tricaina (MS-222, Western Chemical Inc., EUA) foi dissolvida diretamente na agua
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juntamente com o bicarbonato de sddio, na mesma quantidade das concentracdes de
MS-222 (proporcdo 1:1), para evitar variagdo no pH (CARTER et al., 2011).

Desenho experimental

Foram utilizados os seguintes anestésicos e concentracfes: benzocaina (30, 40,
50 e 60 mg L), MS-222 (100, 125, 150 e 175 mg L), eugenol (50, 70, 90 e 110 mg L~
1Y e mentol (175, 200, 225 e 250 mg L™). Foram utilizados 160 peixes (8,4 + 0,07 cme
6,9 + 0,18 g)(N=10 peixes para cada concentracdo de cada anestésico). As solugdes
utilizadas para anestesia e a agua para recuperacdo dos animais foram renovadas a cada
cinco procedimentos, para evitar variagdo nas concentragdes de anestesia e acUmulo de
metabolitos no aquario de recuperacdo. Os estigios de anestesia e recuperacdo foram

modificados da descricdo de BROWN (1985), que podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Critérios de anestesia e recuperacdo utilizando MS-222, benzocaina, eugenol

e mentol em juvenis de tainha Mugil liza.

‘ ESTAGIO CARACTERISTICAS
Sedacéo Al — Perda do equilibrio e apresentacdo natacdo erratica
Narcose A2 - Reducdo dos movimentos natatérios cessa natacdo e

permanéncia dos peixes no fundo do aquério

Anestesia A3 — Diminuicdo dos batimentos operculares e perda da resposta a

estimulos externos

RECUPERACAO
Recuperagéo R1 — Retorno visivel da movimentagdo opercular normal
inicial
Recuperacao R2 — Retorno da locomog¢do na coluna d’agua
parcial
Recuperacéo R3 - Retorno do equilibrio e resposta a estimulos externos
total
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Para a avaliacdo anestésica, 0s peixes foram colocados individualmente no
aquario de anestesia, e 0 tempo de cada estagio foi mensurado com o auxilio de um
cronbmetro digital. Apos atingirem o estagio A3 de anestesia, 0s peixes foram retirados
dos aquarios, pesados, medidos e colocados no aquéario de recuperacdo (livre de
anestésico), onde o tempo foi verificado até os peixes atingirem o estagio R3. Todos 0s
peixes de cada anestésico e concentracdo testada foram colocados em tanques de 50 L,
onde foi observada sua sobrevivéncia por um periodo de 24 h.

A verificacdo das melhores concentragdes no estudo dose-resposta foi realizada
adotando como critério o tempo ideal para inducdo a anestesia de no méximo 3 minutos
e 5 minutos para recuperacao total dos animais (MARKING e MAYER, 1985).

Analise estatistica

Todos os dados apresentados no presente estudo estdo expressos como média +
erro padrédo. Os dados do tempo de anestesia e recuperacdo foram submetidos aos testes
de homecedasticidade de Cochran e normalidade de Shapiro-Wilk e analisados com
Analise de Variancia (ANOVA) uma-via. Quando Vverificadas diferencas significativas
foi aplicado o teste de Tukey. Os dados que ndo atenderam as premissas da ANOVA
foram analisados com a utilizacdo do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, e as
diferengas verificadas através da comparacdo miltipla de médias. Andlises de regressdo
foram realizadas para o tempo de anestesia e de recuperacdo de cada anestésico em
funcdo do tempo. O nivel de significancia de 5% (p<0,05) foi considerado para todas as
analises de acordo com BHUJEL (2008).

RESULTADOS

Nao foram observadas mortalidades durante os procedimentos de anestesia, nem
24h ap6s a manipulacdo dos peixes. Todos 0s anestésicos testados apresentaram uma
reducdo do tempo de anestesia das tainhas com o aumento da concentragdo dos
anestesicos utilizados. O tempo de recuperacdo dos peixes foi diretamente proporcional
ao aumento da concentracdo de anestésico testada para a benzocaina e MS-222.
Entretanto, para o mentol o tempo de recuperagdo foi independente da concentracdo
utilizada (r=0,55) e para o eugenol o tempo de recuperacdo dos peixes anestesiados

reduziu com o aumento da concentracdo de anestésico (r= -0,80) (Figura 1).
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As concentragdes de 50 e 60 mg L™ de benzocaina foram eficientes para induzir
a anestesia dos juvenis de tainha aos estagios A3 e R3 dentro de 3 e 5 minutos,
respectivamente, ndo apresentando diferenca significativa entre as concentracdes nesses
estagios (Tabela 2).

A utilizacdo de MS-222 ndo apresentou diferenca significativa entre os tempos
de anestesia das concentracdes 150 e 175 mg L™ (158,7 e 161 s), sendo as Unicas
concentracdes dessa substancia que anestesiaram 0s peixes antes de 3 minutos.
Entretanto, 0 tempo de recuperacdo dos animais expostos & concentracdo 175mg L™
(351,4 s) foi superior a cinco minutos (Tabela 2).

Trés concentragBes de eugenol (70, 90 e 110 mg L) anestesiaram os juvenis de
tainha com um tempo inferior a trés minutos. Porém, o tempo de anestesia com eugenol
da concentracdo 110 mg L™ (119,7 s) foi menor do que o obtido na concentragdo 70 mg
L' (170,1 s). Contudo, os tempos de recuperacdo dos peixes em todas as concentragdes
testadas de eugenol foram superiores a cinco minutos, ndo apresentando diferencas
significativas no estagio R3 (Tabela 2).

O tempo de anestesia da concentracdo de mentol de 250 mg L™ (102,3 s) foi
menor quando comparada a concentracdo 225 mg L' (153,7 s). Essas duas
concentracdes foram as uUnicas de mentol que anestesiaram o0s animais dentro da faixa
ideal. Porém, ndo foram observadas diferencas entre as concentracfes no tempo de
recuperacdo R3 dos peixes, sendo que todas as concentracbes de mentol induziram a

recuperacao total dos peixes em menos de 5 minutos (Tabela 2).
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Tabela 2.

Tempo (segundos; média +

juvenis de tainha Mugil liza expostos aos diferentes anestésicos.

erro padrdo) de anestesia e recuperacdo dos

Anestesia (s)

Recuperagéo (s)

Concentragcdo (mgL™!) Al A2 A3 R1 R2 R3
Benzocaina 30  1459+6,73%  354+13,91%  477,1x1225%  9,6+1,06° 37+1,93° 119,8+3,67°
40  705+6,11* 184,9+1565® 2365+20,13° 56,8+1549°  100,6+17,16°  168+22,07°
50  38,2+1,80° 956+13,25"  173,2+16,66™  37+9,63% 99,5+7,77°  190,2+11,04%
60  38,3+158" 61+4,16° 104,5+6,03°  84,3+21,5*°  142,3+2279°  202,5+25,09°
MS-222 100  72,3+4,70° 202,2+12,55°  393,2+13,26°  10,2+1,13° 76,6+7,58° 167,9+10,9°
125 52,8+3,55"  96+11,62°®  210,2+6,36°  21,4+4,85°  107,5+9,34*  189,1%8,07%
150  41£1,38™ 64,7+3,6° 158,7+6,51°  34,3+6,64°®  123,3+21,66*°  215,1+23,8°
175  33,4+147°  70,5+4,78° 161+4,62°  144,8+26,71° 198,2426,76°  351,4+3547°
Eugenol 50  33,6+0,85° 64=1,44° 204+6,46 108,4+9,05 201,6+11,47°  389,9+14,03
70  32,1+0,86® 57,1#381*"  170,1#518%  74,9+10,64 26585+17,15°  407,7+23,27
90  26,4+0,88°  48,8+£192"  159,9+#3,14™  67,6£10,28  265,6+22,46°  360,1%18,95
110 21,1+056°  33,9+1,08° 119,7+4,81° 66,9+9,86  247,2+10,78°®  353,2+16,36
Mentol 175 334+1,15%°  90,3+2,13° 263+20,77° 13,7+1,64 107,6+9,53°  218,4+11,38
200 31%1,217 71,6+5,16" 199+15,23° 10,6+0,68 100,9+7,73°  206,8+11,62
225  24,8+0,96"  64,4+252° 153,7£9,71¢ 14,8424 120+5,08% 226,5+16,93
250  17,1#1,14°  34,9+3,86° 102,5+3,44¢ 12+1,41 153,6+14,6°  224,5+16,31

Comparagbes foram realizadas entre os tempos das diferentes concentracbes de cada

anestésico obtidos em cada estagio. Dados de eugenol foram analisados através de

Anova uma-via, sequido do teste de Tukey (p<0,05). Para benzocaina, MS-222 e mentol

foi utilizado o teste de Kruskal-wallis e a identificagdo das diferencas foi realizada

através de uma comparacdo muktipla de médias (n=10 peixes por concentragéo).
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Figura 1. Regressdes dos tempos de anestesia e de recuperacdo dos anestésicos

utilizados em juvenis de Mugil liza. (n=10 por concentra¢do). (Y=a + bx).

DISCUSSAO

O aumento das concentragdes dos anestésicos benzocaina e MS-222 reduziu o
tempo de anestesia dos peixes. Segundo BOWKER et al. (2015) a concentracdo esta
entre 0s principais fatores que influenciam o tempo de anestesia e recuperacdo dos
animais. A maior disponibilidade das substdncias no meio provoca uma rapida
assimilagdo pelos peixes. Essa reducdo do tempo de anestesia com o aumento da
concentracdo anestésica também foi verificada para outras espécies de peixes utilizando
0s mesmos anestésicos do presente estudo (GOMES et al., 2001; BERLINSKY et al.,
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2016; PEREIRA-DA-SILVA et al., 2016). CHAMBEL et al. (2015) avaliaram o efeito
anestésico de MS-222 em quatro diferentes espécies de peixe, e constataram que 0
aumento da concentracdo do anestésico ampliou o tempo de recuperacdo do “zebra fish"
Danio rerio, "guppy" Poecilia reticulata e acara disco Symphysodon discus. Porém, o
mesmo ndo foi observado para o peixe espada Xiphophorus helleri, onde o aumento da
concentracdo reduziu o tempo de recuperacdo dos peixes, atribuindo esses resultados as
caracteristica molecular do anestésico e as diferencas fisiologicas e metabdlicas
existentes entre as diferentes espécies.

Assim, 0s resultados do tempo de recuperacdo dos peixes anestesiados com
mentol e eugenol possivelmente estdo relacionados as caracteristicas farmacocinéticas
dos anestésicos e a metabolizacdo destes pelos peixes (ZAHL et al., 2009). A
recuperacdo lenta dos juvenis de Mugil liza anestesiados com eugenol pode estar
relacionada as caracteristicas fisicas do anestésico. Por ser um Oleo, acaba se aderindo a
superficie branquial, dificutando assim as trocas gasosas realizadas por este Orgdo, o
que retarda a recuperagdo dos animais (SLADKY et al., 2001). Contudo, a influéncia
das substancias anestésicas na recuperacdo dos peixes pode variar de acordo com a
espécie (PEREIRA-DA-SILVA et al., 2016).

Com base no critério de tempo de MARKING e MAYER (1985) adotado
neste estudo, duas concentracdes (50 e 60 mg L™) de benzocaina foram eficientes para
anestesiar juvenis de tainha. Nesse caso indica-se a menor concentragdo (50 mg L) que
resultard na reducdo da quantidade de anestésico necessario para efetuar a anestesia dos
peixes. A concentracdo de benzocaina identificada no presente estudo para a tainha é
menor que a concentracdo indicada para anestesia de piraputanga Brycon hillari (100
mg L) (FABIANI et al, 2013) e igual a concentracdo recomendada para carpa
Ctenopharyngodon idella (SHAKERI et al., 2016) e pampo Trachinotus marginatus
(OKAMOTO et al., 2009).

Apenas uma concentracdo de MS-222 (150 mg L) foi eficiente para induzir os
juvenis de M. liza a anestesia dentro da faixa de tempo utilizada como critério neste
estudo. Em outros estudos realizados com a mesma substancia anestésica indicaram que
a anestesia para o linguado Solea senegalensis (WEBER et al., 2009) e savelha do
mediteraneo Alosa pseudoharengus (BERLINSKY et al.,, 2016) é recomendada na

concentracdo de 75 mg L™ e na faixa de 75 a 100 mg L, respectivamente.
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Trés concentracBes de eugenol (70, 90 e 110 mg L) foram eficientes para
anestesiar os juvenis de M. liza abaixo de trés minutos. No entanto, em todas as
concentracdes utilizadas no presente estudo, o tempo para recuperacdo total (R3) dos
animais foi superior a cinco minutos. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados
por OKAMOTO et al. (2009), onde nenhuma das concentracGes de eugenol utilizadas
(entre 25 e 75 mg L) para anestesia de juvenis do pampo Trachinotus marginatus
induziu a recuperacdo dos peixes em um tempo de até cinco minutos. Contudo, 0s
tempos de recuperacdo para 0 eugenol no presente estudo permaneceram entre 6 e 7
minutos, abaixo de 10 minutos que é considerado um periodo critico para recuperacéo
total dos peixes (MARKING e MEYER, 1985). Contudo, para juvenis de robalo-peva
Centropomus paralellus (SOUZA et al., 2012) e do ariacd Lutjanus synagris (SOUZA
et al., 2015) nas concentracBes de a concentracdo de 37,5 e 50 mg L™ de eugenol,
respectivamente, foi eficiente para efetuar a anestesia.

Duas concentracdes de mentol foram eficientes (225 e 250 mg L) na anestesia
dos juvenis de Mugil liza. Essas concentragdes sdo superiores as concentracoes de 100,
75 e 50 mg L', as quais sdo eficientes para anestesia de tambaqui Colossoma
macropomum (FACANHA e GOMES, 2005), robalo-peva Centropomus parallelus
(SOUZA et al., 2012) e lambari Astyanax paranae (PEREIRA-DA-SILVA et al., 2016),

respectivamente.

CONCLUSAO
Podemos concluir com o presente estudo que as concentracdes de 50 mg L™ de
benzocaina, 150 mg L™t de MS-222 e 225 mg L* de mentol séo eficientes para anestesia

de juvenis de tainha Mugil liza.
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Capitulo 11

TRANSPORTE DE JUVENIS DE TAINHA Mugil liza EM DIFERENTES
SALINIDADES COM ADICAO DE BICARBONATO DE SODIO COMO
TAMPONANTE NA AGUA

Artigo redigido nas normas da Revista Aquaculture International no formato short

communication
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TRANSPORTE DE JUVENIS DE TAINHA Mugil liza EM DIFERENTES
SALINIDADES COM ADICAO DE BICARBONATO DE SODIO COMO
TAMPONANTE NA AGUA

Resumo

A tainha Mugil liza é uma espécie eurialina que pode ser produzida tanto em
agua salgada quanto doce. Portanto, o presente estudo teve o objetivo de realizar o
transporte de juvenis de tainha em diferentes salinidades e adicdo de NaHCOs3. Para a
realizacdo do experimento os peixes foram transportados em 18 sacos plasticos com 10
L de &gua e 20 L de oxigénio cada. Foram estocados 167 peixes por saco (1,6 + 0,6 ge
5,2 + 0,7 cm) mantendo uma densidade de 26,7 g L. Os peixes foram transportados
durante 24 h em 3 salinidades: 5 (baixa salinidade), 13 (proximo ao ponto isosmético) e
35 (salinidade tipicamente marinha). Para cada salinidade testada, 3 sacos continham 1g
de NaHCO3 para cada litro de &gua, enquanto que os outros 3 ndo possuiam adicao de
NaHCOs3. Foi observado que nos tratamentos com adicdo de NaHCO3 os valores de pH
sofreram menor reducdo em comparacdo aos tratamentos sem adicdo desse tamponante
devido a elevacdo da alcalinidade da &gua. Contudo, nos tratamentos em baixa
salinidade (5 e 13) ocorreu a elevacdo dos valores de dioxido de carbono na agua.
Porém, a sobrevivéncia dos animais transportados nas salinidades foi afetada
significativamente pela adicdo de NaHCOg3 nos transportes nas salinidades 5 e 13.
Provavelmente a adicdo do bicarbonato de sodio em baixas salinidades interferiu na
relacdo de regulacdo de equilibrio &cido-base, prejudicando o processo de transporte de
oxigénio no organismo dos peixes. Portanto recomenda-se utilizacdo de 1 g NaHCO; L*

de 4gua apenas para transporte de M. liza em salinidade 35.

Palavras-chave: piscicultura, maricultura, aquicultura, eurialino

A tainha Mugil liza distribui-se desde o sul do mar do Caribe até a Argentina
(Siccha-Ramires et al. 2014). Devido a sua importancia econdmica tem sido alvo de
vérios estudos para viabilizacdo de sua producdo em cativeiro (Sampaio et al. 2001;
Sampaio et al. 2002; Okamoto et al. 2006; Carvalho et al. 2010; Silva et al. 2013).

Devido a sua caracteristica eurialina (Lisboa et al. 2015a) e euritérmica (Okamoto et al.
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2006), a espécie podera constituir-se em nova alternativa de cultivo para as regides
tropicais e temperadas. Devido a caracteristica eurialina, a tainha tolera tanto variacOes
abruptas de salinidade (Fonseca e Spach, 1999), podendo ser produzida tanto em agua
marinha como doce (Lisboa et al. 2015a). Dessa forma, surge a necessidade transporta-
la ja aclimatada as condicdes de salinidade onde serd produzida.

O sistema fechado com a utilizacdo de sacos plasticos é o sistema mais
utilizado para transporte de peixes (Azambuja et al. 2011), porém quando transportados
nesse sistema 0s peixes ficam expostos a situacdes como, limitada concentracdo de
oxigénio dissolvido e acumulo de metabolitos como aménia e CO, na agua (Parodi et
al. 2013; Garcia et al. 2015). O acumulo do CO, pode ocasionar acidificacdo do meio,
sendo que o decréscimo do pH da &gua pode trazer afeitos como perturbacdo do balanco
acido-base e prejuizos na respiragdo dos animais (Claiborne et al. 1986, Claiborne e
Heisler, 2002). A utilizagdo de substancias tamponantes é uma alternativa eficiente para
evitar a reducdo dos niveis de pH durante o transporte de peixes vivos. Dentre as
substancias tamponantes o bicarbonato de sddio é uma substancia de facil aquisicdo e
baixo custo e sua eficiencia em manter o pH durante o transporte de peixes € eficiente
(Treasurer 2012).

A reducdo da salinidade para peixes marinhos durante o transporte para
proximo ao ponto isosmitico da espécie também € uma estratégia para reducdo de
estresse e melhora da sobrevivéncia ao final do transporte, como foi demonstrado para o
bijupird Rachycentron canadum (Stieglitz et al. 2012). Portanto, o objetivo do trabalho
foi avaliar o transporte de juvenis de M. liza em diferentes salinidades, com adicdo de
bicarbonato de sddio na &gua como tamponante.

Os juvenis de M. liza foram mantidos antes da realizagdo do transporte em
tanques de 5000 L (densidade 10 g L, salinidade 35 %, oxigénio dissolvido 7,1 + 0,53
mg L™, pH 8 e temperatura de 25 °C) em sistema de fluxo continuo. A alimentacio foi
fornecida trés vezes ao dia com racdo comercial para peixes (Aquaxcel, 0,8 mm e 50%
de proteina bruta) até a saciedade aparente. Antes do transporte, parte dos peixes foram
aclimatadas nas salinidades de 5 e 13 %. A alimentagcdo foi suspensa 24 h antes do
transporte.

O experimento foi aprovado pelo comité de ética em uso animal (CEUA) da

Universidade Federal do Rio Grande - FURG (certificado ndmero P028/2017). Para a
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realizacdo do transporte, os juvenis de M. liza (1,6 + 0,6 g e 5,2 £ 0,7 cm) foram
distribuidos em 18 sacos plasticos contendo 10 L de agua e 20 L de oxigénio, em uma
densidade de 26,7 g L' em cada saco (167 peixes saco™). O transporte foi realizado
utilizando trés salinidades: 5 %. (S5) salinidade baixa, 13 %. (S13) salinidade préxima ao
ponto isosmotico (13,5 %.)(Lisboa et al. 2015b) e 35 %, (S35) salinidade tipicamente
marinha. Foram realizados tratamentos com as mesmas salinidades (S5B, S13B e S35B
respectivamente), porém com a adicdo de bicarbonato de sédio (concentracdo 1 g L),
totalizando 6 tratamentos realizados em triplicatas.

Para a realizacdo do transporte todos os sacos foram acondicionados em caixas
de isopor para manutencdo da temperatura em torno de 20 °C. O transporte foi realizado
via terrestre e teve duragdo de 24 h. Os pardmetros de qualidade de &gua foram
monitorados antes do inicio e ao final do transporte. A salinidade foi mensurada com
refratbmetro portatil (modelo S-Mill-E, Atago, Japdo), a temperatura e o oxigénio foram
verificados com a utilizacdo de oximetro digital (modelo 550A, YSI, EUA), o pH com
pHmetro de bancada (modelo Five Easy FE20, Mettler Toledo, Suica). A alcalinidade
foi determinada por titulagdo segundo os métodos descritos em Baumgarten (2010) e a
amonia total de acordo com UNESCO (1983). N-NH; calculado com valores de NAT,
temperatura, salinidade e pH utilizando equacfes de Ostrensky et al. (1992) adaptado de
Whitfield (1974) e Bower e Bidwell (1978). O CO;, foi calculado com a utilizagdo do
software CO, Analysis Salt® (Timmons e Ebeling, 2010). Ao final do transporte foi
verificada a sobrevivéncia dos peixes em todos 0s tratamentos e 0s peixes foram
aclimatados e acondicionados em tanques com capacidade de 1000 L acoplados em
sistemas de recirculacdo de agua na mesma salinidade onde foram transportados, onde
permaneceram durante 24 h para observacdo da sobrevivéncia.

A analise estatistica dos parametros de qualidade de agua e sobrevivéncia dos
peixes foram avaliadas por ANOVA duas vias, considerando os efeitos da salinidade, da
adicdo de bicarbonato e a interacdo em ambos os fatores. Para verificacdo das diferencas
entre os tratamentos foi utilizado o teste post-hoc de Tukey com nivel minimo de
significancia de 5 % (P < 0,05).

A sobrevivencia dos peixes foi afetada significativamente pela adicdo do

bicarbonato e salinidade, apresentando interacdo entre essas variaveis. A reducdo da

45



1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106
1107
1108
1109
1110
1111
1112
1113
1114
1115
1116
1117
1118
1119
1120
1121
1122
1123

salinidade e principalmente a adicdo de bicarbonato em baixas salinidades reduziram a
sobrevivéncia dos juvenis de tainha (Figura 1).

A reducdo da salinidade para proximo do seu ponto isosmotico em peixes
marinhos foi uma ferramenta eficaz para transporte de juvenis de bijupira durante 24 h
em sistema fechado (Stieglitz et al. 2012). Esses autores concluiram que com esse
manejo da salinidade é possivel inclusive aumentar a densidade de estocagem durante o
transporte devido a reducdo do gasto energético com a osmorregulacdo. Foi estimado o
ponto isosmdtico da tainha em M. liza em 413 mOsmol Kg* o que representa a
salinidade 13,5 (Lisboa et al. 2015b) e no seu ponto isosmdtico a tainha reduza 0s
gastos com sua osmorregulacdo (Lisboa et al. 2015a). Contudo, seu transporte na
salinidade préxima a salinidade correspondente ao seu ponto isosmético ndo melhorou a
sobrevivéncia da tainha.

Os dados de qualidade de &gua do experimento estdo sumarizados na Tabela 1.
Nos tratamentos com adicdo de bicarbonato de sddio os valores de pH e alcalinidade
foram mais elevados quando comparados aos tratamentos sem tamponante independente
da salinidade. Tanto pH quanto alcalinidade foram afetados significativamente pela
salinidade e adicdo de bicarbonato de sodio, havendo interacdo significativa entre esses
parametros. Nos tratamentos utilizando bicarbonato de sodio, foi verificado que as
concentragdes de CO; na &gua dos sacos de transportes realizados com salinidades 5 e
13 %o foram significativamente (P<0,05) superiores as concentracdes encontradas nos
com salinidade de 35 %eo.

O CO; é um dos principais produtos acumulados no transporte de peixes em
sistema fechado. Originado devido a respiracdo dos peixes, CO, na agua se transforma
em Acido carbdnico (H,CO3) liberando ions H* para &gua causando a reducéo do pH do
meio (Amend et al. 1982). A reducdo do pH foi observada em todos os tratamentos,
porém essa reducdo foi maior nos tratamentos sem a utilizacdo de bicarbonato de sédio
como tamponante. Treasure et al. (2011) verificaram a efetividade do bicarbonato de
sodio em evitar a reducdo dos niveis de pH no transporte Gadhus mormua, contudo,
devido ao aumento da alcalinidade da agua nos tratamentos com adicdo do bicarbonato
de sodio resultou em elevacdo das concentragdes de dioxido de carbono, principalmente

nos tratamentos com baixa salinidade onde ocorreu a maior mortalidade dos peixes.
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Em sistemas de producdo de organismos aquaticos € recomendado que as
concentragdes de CO, permanecam inferiores a 20 mg L' para espécies pouco
tolerantes como salmonineos e abaixo de 60 mg L™ para espécie bastante tolerantes ao
dioxido de carbono (Timmons e Ebeling, 2010). Enquanto a toxicidade aguda CL50-48h
do CO; para juvenis do robalo europeu Dicentrarchus labrax foi estimada em 115 mg
L' (Grettum e Sighol, 1996), para juvenis de tainha ndo existem informacdes
referentes a toxicidade do dioxido de carbono.

Considerando que o mecanismo de toxicidade do CO, em peixes é devido a
reducdo do pH que acaba perturbando o equilibrio acido-base e o transporte de gases no
organismo dos peixes (Souza e Bolina-Rodriguez, 2007). Desta forma, o principal
mecanismo de regulacdo &cido-base nos peixes é realizada pelos trocadores CI'/HCO3™ e
Na'/H* (Perry e Gilmours, 2006) e que a regulagdo idnica é importante para essa
regulacdo &cido-base (Grattum e Sigholt, 1996). Assim, nossa hipotese € que 0 aumento
do CO; e do bicarbonato com reduzida disponibilidade ibnica tenha resultado na
mortalidade dos peixes em salinidade abaixo de 35.

Portanto, é recomendada a utilizacdo de 1 g de bicarbonato de sddio na agua
apenas para transportes de juvenis de M. liza realizados em salinidade de 35 %o, pois

manteve os valores de pH da agua proximo do neutro.
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Figura 1. Sobrevivéncia (%) de juvenis de tainha Mugil liza transportados em diferentes
salinidades (S) e adicdo de bicarbonato de sddio (B).
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Tabela 1: Parametros de qualidade de agua (média + erro padrdo) ap6s o transporte de juvenis de Mugil liza em diferentes salinidades com e sem

adicdo de bicarbonato de sodio. Letras diferentes na mesma linha representam diferencas estatisticas significativas (ANOVA duas-vias; Teste de

Tukey; P <0,05).

Transporte Antes Depois
Valor de p ANOVA duas vias -
Salinidade (%o) 5 13 35 5 13 35
Bicarbonato (1g LY) Com Sem Com Sem Com Sem Salinidade  Bicarbonato Interacdo
Temperatura (°C) 199 204 197 20.2+0.3 20,3+0.1 20.3+0.1 20.3+0.1 19.6+0.6 20,1+0.1 0.04 0.19 0.44
Oxigénio
(mg LY 82 7.8 712 342+126  3.0240.49  3.42+0.7 351+1.20  3.08+0.91  2.97+0.22 0.69 0.74 0.89
pH 744 85 82  6.94+0.07* 5.91+0.06° 6.81+0.04® 6.10+0.05° 6.90+0.02%° 6.16+0.03° <0.01 <0.01 <0.01
Alcalinidade (mg L™) 25 50 120  660+35° 50+10¢ 64025 110+15° 72045 140+10° <0.01 <0.01 <0.01
NAT [NH3 + NH4+] (mg L-l) ND ND ND ND ND ND ND 0.38+0.07 0.64+£0.05 ------= e e
NH, (mg LY ND ND ND ND ND ND ND 0,01 40,01  0,01£0,01 =----=  mmeeeeee e
Di6xido de carbono (mg L) 1 0 0  1157+16.8 94+14°°  121.3+10.4* 103.3+7.8°° 787+4.7° 86.7¢9.6™  <0.01 0.70 0.83

ND = ndo detectado pelo método utilizado
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CONCLUSOES

A benzocaina, MS-222, eugenol e mentol foram eficientes para anestesia dos
juvenis de M. liza, sendo que as melhores concentracGes encontradas com base no
tempo de anestesia e recuperacdo dos peixes foram respectivamente: 50, 150, 70 e 225

mg L.

A adicdo de bicarbonato de sédio como estratégia para amenizacdo da reducao
do pH da &gua durante o transporte de juvenis M. liza foi eficiente em salinidade 35.
Contudo, ndo € recomendada quando o transporte de juvenis de tainha é realizado em

salinidades baixas ou em salinidade proxima ao ponto isosmotico.
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