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RESUMO

TAKAMURA, Angela Emi, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2011.
Efeito de anestésicos em girinos e ras pos-metamorficas de ra-touro
(Lithobates catesbeianus). Orientador: Oswaldo Pinto Ribeiro Filho. Co-
orientadores: Ita de Oliveira e Silva, Sérgio Luis Pinto da Matta e José Cola

Zanuncio.

Com o intuito de avaliar o uso de trés anestésicos locais, entres eles, o
eugenol, o mentol e a benzocaina, como indutores a sedacédo e a insensibilizagao de
girinos e ras pos-metamorficas da espécie Lithobates catesbeianus, em diferentes
estagios de desenvolvimento, realizou-se este experimento no Laboratério do
Ranario Experimental da Universidade Federal de Vigosa. O experimento foi dividido
em trés partes: Fase 1 — Girinos |, em que cada anestésico foi avaliado quanto ao
tempo necessario para a inducdo e retorno a sedagcdo e a anestesia, de
quatrocentos girinos, nas faixas etarias de 15, 30, 45, 60 e 75 dias de idade; a Fase
1 — Girinos I, realizada com o intuito de simular o transporte de girinos de ra-touro,
em quatro faixas etarias (30, 45, 60 e 75 dias de idade), sob a acdo dos trés
anestésicos; e a Fase 2 — Imagos, Juvenis e Adultos, em que cada anestésico foi
avaliado quanto ao tempo necessario para a indugao e retorno a sedacido e a
anestesia, de quatrocentos animais pés-metamorficos, em quatro classes de peso
distintas (5g-10g; 20g-30g; 80g-100g; 120g-160g). Na primeira fase, nos periodos de
inducdo e de recuperacdo os animais foram avaliados a cada 15 minutos, por um
periodo de 180 minutos, quanto a presenca ou auséncia de reflexo de fuga e sentido
de nocicepgdo. Na fase seguinte, para cada um dos trés anestésicos foram
separados, seis a oito grupos, contendo 200 girinos cada, que, em seguida, foram
acondicionados em sacos plasticos, medindo 50 cm x 60 cm, contendo 10 litros de
solugdo anestésica (agua + anestésico), em concentragdes crescentes, e oxigénio.
Observou-se o0 numero de animais induzidos a sedacao, caracterizado pela auséncia
de movimento dos girinos mesmo apds estimulo externo (movimentagao dos sacos),
e o tempo de recuperacéo, a principio, a cada 1 hora, durante as 5 horas iniciais e,
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posteriormente, somente apdés 24 horas. Na Fase 2, os animais foram avaliados,
individualmente, a cada 15 minutos por um periodo de 5 horas (periodo de indugao),
quanto a frequéncia respiratoria, a presenga ou auséncia de reflexo de fuga e de
equilibrio, e quanto a sensibilidade a nocicepcao leve e a nocicepg¢ao profunda.
Passados as cinco horas, os animais foram transferidos para a agua livre de
anestésicos onde, entao, foi acompanhado o tempo necessario para que os animais
restabelecessem o comportamento normal (periodo de recuperagdo). Tanto a
benzocaina quanto o mentol e o eugenol séo eficazes na indugao de ras-touro pré e
pos-metamorficos a sedacdo e a anestesia. Na Fase 1- Girinos |, o eugenol
apresentou os melhores resultados quanto a concentragao utilizada e aos tempos de
indugdo, manutengao e retorno, tanto a sedagéo quanto a anestesia de girinos de ra-
touro, enquanto que o mentol e a benzocaina apresentaram resultados equivalentes.
Durante a simulacdo de transporte de animais pré-metamoérficos e na fase pos-
metamorfica (5g a 160g), o mentol e a benzocaina apresentara os melhores
resultados. Uma vez que, o mentol e a benzocaina s&o equivalentes, a escolha entre
um ou outro fica a critério do operador, que devera optar aquele de melhor custo-

beneficio.
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ABSTRACT

TAKAMURA, Angela Emi, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2011.
Anesthetic effects on tadpoles and post-metamorphic frogs of bullfrog
(Lithobates catesbeianus). Adviser: Oswaldo Pinto Ribeiro Filho. Coadvisers
Members: Ita de Oliveira e Silva, Sérgio Luis Pinto da Matta and José Cola

Zanuncio.

In order to evaluate the use of three local anesthetic (benzocaine, clove oil and
menthol) to sedation and desensitization of tadpoles and post-metamorphic animals
of bullfrogs (Lithobates catesbeianus) at different stages of development one
experiment was took place on the Experimental Laboratory of Federal University of
Vigosa. The experiment was divided into three phases: Phase 1 - Tadpoles, in which
each anesthetic was assessed by four hundred tadpoles at 15, 30, 45, 60 e 75 days
of age for the time required to induction and return to sedation and anesthesia;
Phase 1 - Part B, was held in order to simulate the tadpoles transport of four groups
at different ages (30, 45, 60 and 75 days) under the action of the three local
anesthetic; Phase 2 — Youth, Juvenile and Adult, in which each anesthetic was
assessed for the time required for induction and return to sedation and anesthesia of
four hundred post-metamorphic animals at different class of age (5g-10g; 20g-30g;
80g-100g and 120g-160g). In the first phase, during induction and recovery the
animals were evaluated every 15 minutes during a period of 180 minutes by the
presence or absence of escape reflex and sense of nociception. On the second
phase for each local anesthetic six to eight groups each one with 200 tadpoles were
put in plastic bags measuring 50cm X 60cm with 10 liters of anesthetic solution
(water + anesthetic) and oxygen. The number of animals induced to sedation
characterized by the absence of movement of tadpoles even after the external
stimulus (movement of the bags), and the recovery time were observed every 1 hour
on the first five hours and then only after 24 hours. In the third phase, to the
determination of the best anesthetic compound, the withdrawal reflex, righting reflex,
respiratory frequency and sensitivity to light and deep nociception were used to
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evaluate central nervous system depression following bath administration on each
animal in which each class of weight evaluated every 15 minutes for a period of 5
hours (induction period). After this period, the animals were transferred to anesthetic-
free water which was then monitored to establish the time required for animals to
return the normal behavior (recovery period). In tadpoles of bullfrog menthol and
benzocaine showed similar results for both sedation and anesthesia. In all groups of
age the most effective anesthetic agents for sedation of bullfrog tadpoles for 24 hours
were benzocaine and menthol. Benzocaine, menthol and clove oil are effective
agents in the induction of tadpoles and post-metamorphic frog of bullfrogs to sedation
and anesthesia. In Phase 1 - Tadpole |, clove oil showed the best results on the
concentration used and the time of induction, maintenance and return for sedation
and anesthesia of bullfrog tadpoles, while menthol and benzocaine showed similar
results. During the simulation transport of pre-metamorphic animals and post-
metamorphic animals (5g to 160g) anesthesia, menthol and benzocaine showed the
best results. Since menthol and benzocaine are equivalent, the choice between one
or the other is at the discretion of the operator, one should choose the most cost-

effective.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos 40 anos, um grande numero de pesquisas vem se desenvolvendo
a respeito do estresse em peixes causados, principalmente, pelo manejo
inadequado e transporte desses animais, que além de levar ao enfraquecimento do
individuo, devido a redugao no consumo de alimentos e/ou queda na eficiéncia da
digestdo, pode predispor o animal a doengas, pela redugdo da adaptabilidade as
flutuagbes do meio; afetar o crescimento e até mesmo a reprodugdo (MAZEAUD et
al., 1977; MAULE et al., 1987; POTTINGER e PICKERING,1990; PICKERING et al.,
1991; PICKERING, 1993; McDONALD e ROBINSON, 1993; CAMPBELL et al., 1994;
BARTON, 1997; TORT et al., 1996; WARING et al., 1996; WENDELAAR BONGA,
1997; McCORMIK et al., 1998; ARENDS et al., 1999; BARTON, 2002; SMALL,

2004).

Uma vez que, a atengdo e a preocupagcdo com o estresse em peixes tém
aumentado devido aos seus efeitos negativos, tanto produtivos quanto econémicos,
algumas técnicas foram desenvolvidas visando o alivio ou reduc¢do do estresse, por
meio de sedacgao e anestesia (URBINATI e CARNEIRO, 2005; INOUE et al., 2005;
BOLASINA, 2006; CUNHA, 2007; ROSS et al., 2007; GONCALVES et al., 2008;

IVERSEN et al., 2009; HEO e SHIN, 2010).

A sedacédo (efeito calmante) e a anestesia (perda das sensagbes ou
insensibilizagcdo) podem ser induzidas por uma ampla variedade de técnicas, entre
elas fisicas como, por exemplo, hipotermia e estimulo elétrico; e quimicas como,
inalacdo, aspersdo, imersao ou aplicacdo de drogas quimicas (ROSS e ROSS,

2008).



Em animais pecilotérmicos, atualmente, as técnicas mais utilizadas para
anestesia sao realizadas por meio de inalacido, aspersao, imersao ou aplicacdo de
substancias anestésicas. Para o uso da técnica de inalagdo, os gases comumente
empregados sao diéxido de carbono, didxido de carbono de bicarbonato de sddio e
hidrocarbonetos fluorados (ROSS e ROSS, 2008). Com relagdo a aspersdo, 0s
mesmos compostos quimicos usados na imersao podem também ser aplicados para
esta técnica, entre eles, podemos citar: benzocaina, MS-222 (tricaina
metanosulfonato), quinaldina, 2-fenoxietanol, metomidato e etomidato (ROUBACH e
GOMES, 2001; ROSS e ROSS, 2008). Por meio das vias intraperitoneal,
intravascular ou intramuscular, as drogas quimicas frequentemente injetadas sao:
alfaxolona-alfadolone, quetamina e pentobarbitol (ROSS e ROSS, 2008). Entretanto,
a maioria dos compostos citados anteriormente tem, comprovadamente, efeitos
irritantes, ndo s6 para os animais como também para os operadores (BERNSTEIN et
al., 1997; INOUE et al., 2003; PIRHONEN e SCHRECK, 2003; ROSS e ROSS,

2008).

Assim, devido a necessidade de se descobrir novos compostos, mais seguros
e eficazes, tém-se sugerido a avaliagdo e o uso de anestésicos menos invasivos,
sendo os compostos naturais uma alternativa viavel. Entre as substancias naturais,
com propriedades anestésicas, facilmente encontradas, no Brasil, podemos citar: o

eugenol ou 6leo de cravo e o mentol (FACANHA e GOMES, 2005).

Embora o uso de anuras tanto para fins cientificos (pesquisa, principalmente)
quanto para fins comerciais (produ¢ado) venha crescendo nos ultimos anos, ainda
existem poucos estudos visando a reducao do estresse e o bem-estar desse grupo,
visto que, os sinais de estresse nesses animais sao dificeis de serem identificados.

Os poucos estudos avaliando o uso de anestésicos nesse grupo sao recentes e a
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maioria deles, especificos a determinadas espécies, ndo encontradas no Brasil,
como Rana pipens (LAFORTUNE et al., 2001; CAKIR E STRAUCH, 2005;
MITTCHELL, 2009), espécie nativa da América do Norte (Canada e EUA) muito
utiizada em pesquisas cientificas e ensino (DEWEY, 1999) e Xenopus laevis
(GUENETTE et al., 2007; REED, 2005; MITCHELL, 2009), uma espécie introduzida
na América do Norte, e que tem sido utilizada em inumeras pesquisas,

principalmente, na area de embriologia dos vertebrados (GARVEY, 2000).

No Brasil, a espécie Lithobates catesbeianus, conhecida popularmente como
ra-touro, foi introduzida, na década de 30, com o objetivo de solidificar a ranicultura
no pais, devido a suas caracteristicas zootécnicas, como precocidade e prolificidade,
superiores aos anfibios anuros nativos (Leptodactylus labyrinthicus, ra-pimenta;
Leptodactylus latrans, ra-manteiga), além de grande rusticidade, o que favoreceu a
adaptacao desses animais ndo s6 ao clima, como também ao cativeiro, sendo a

unica espécie utilizada para fins comerciais.

Nao s a facilidade de obtencdo ou aquisicdo de R. pipiens e X. laevis, na
America do Norte, e de L. catesbeianus, no Brasil, como também as semelhancas,
tanto morfolégicas quanto fisiolégicas, para com os vertebrados superiores
(STORER e USINGER, 1977; MINKOFF, 1975) tém feito desses anuros, fontes
indispensaveis de material biolégico para experimentagdo académica e cientifica em

diversas areas, como citogenética, morfologia e fisiologia (GARVEY, 2000).

Como nao podemos assumir como verdadeiro a hipétese de que todas as mais
de 4500 espécies de anfibios (STEBBINS E COHEN, 1995; WILSON, 1997) véao
responder a anestesia da mesma forma, uma vez que, variacdes entre e dentre

individuos da mesma espécie foram reportados, principalmente, com relagdo aos



estagios de anestesia atingidos e duracao da acao do farmaco (LAFORTUNE et al.,
2001), e considerando que todos os animais vertebrados sdo seres sencientes, ou
seja, capazes de experienciar o sofrimento, seja a nivel fisico e/ou psiquico e, que,
uma das diretrizes do bem-estar animal prega que todo o experimento ou manejo
que causem dor ou desconforto devem ser realizados com analgesia e anestesia
apropriada a espécie (Resolugdo N° 879, de 15 de Fevereiro de 2008 - Conselho
Federal de Medicina Veterinaria, CFMV), o trabalho foi realizado com o intuito de

auxiliar e ampliar os conhecimentos do uso de anestésicos em anfibios anuros.



2. OBJETIVOS

2.1.0OBJETIVO GERAL

Avaliar o uso de trés anestésicos locais, dos quais dois sdo compostos
naturais (o eugenol e o mentol) e um sintético (benzocaina), como indutores a
sedacdo e a insensibilizacdo de ra-touro (Lithobates catesbeianus), em diferentes

estagios de desenvolvimento, por meio da técnica de imersao.

2.1.OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as concentracbes minimas e maximas, para sedacio e anestesia,
dos trés anestésicos avaliados (benzocaina, eugenol e mentol), em girinos de ra-

touro em diferentes faixas etarias (15, 30, 45, 60 e 75 dias de idade);

Determinar o tempo de indugao (sedagao e anestesia) e recuperagao, para 0s
trés anestésicos avaliados, em girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), em
diferentes faixas etarias (15, 30, 45, 60 e 75 dias de idade), em ambiente controlado

e situacao de transporte;

Avaliar a mortalidade dos girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), em

diferentes faixas etarias, apos a simulagao de transporte;



Determinar as concentragbes minimas e maximas, para sedacgao e anestesia,
de trés anestésicos (benzocaina, eugenol e mentol), nas diferentes fases de

desenvolvimento de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pdés-metamorficas;

Determinar o tempo de inducdo, manutencao e recuperagcdo, para sedacao e
anestesia, dos trés anestésicos avaliados, nas diferentes fases de desenvolvimento

de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pés-metamorficas;

Determinar os estagios anestésicos atingidos pela ra-touro (Lithobates
catesbeianus), pos-metamoérficas, nas diferentes fases de desenvolvimento

avaliadas;



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.SISTEMA SENSORIAL

As células sensoriais sao células especializadas na captacédo de estimulos ou
informacdes especificas do meio (pressao, calor, luz, entre outros) que possuem, em
suas membranas plasmaticas, proteinas receptoras responsaveis pela deteccédo de
estimulos e desencadeamento da abertura ou fechamento dos canais idnicos, que
sdao a chave para todas as manifestacdes de vida, sendo encontrados tanto em
animais unicelulares como, por exemplo, bactérias e protozoarios, quanto em

mamiferos (SHERWOOD et al., 2005).

Em animais superiores, o numero e o tipo de células sensoriais sao bastante
extensas, muito mais do que o classico “cinco sentidos”, frequentemente, ensinados
(SHERWOOQOD et al., 1999). No geral, muitos fisiologistas reconhecem a existéncia
de trés grupos sensoriais, sendo: os exteroceptores, que detectam os estimulos
externos como, por exemplo, toque, luminosidade, temperatura, som e estimulos
quimicos; os interoceptores, também chamados de visceroceptores, responsaveis
pela deteccado de informacdes do interior do corpo, muitas delas cruciais para a
homeostase do organismo, tais como: pressao sanguinea e concentragdo de Oy; e
os proprioceptores que informam sobre a posi¢ao e 0 movimento do corpo e o grau
de estiramento ou forca da contracdo muscular. Os proprioceptores estao
localizados, principalmente, nos musculos, tenddes e ligamentos, enquanto que, 0s
interoceptores estédo localizados em inumeros sitios, em geral, em associagdo com
0s vasos sanguineos e fluidos intestinais. As informagdes vindas dos exteroceptores
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podem ser classificadas em sentidos somestésicos, quando originados de diferentes
partes da superficie do corpo, e em sentidos especiais, quando advindos de
receptores extremamente especializados, que respondem a um estimulo Unico do
ambiente, e fazem parte de 6rgaos dos sentidos especiais, tais como: visao, olfagao,

gustacéo, audicao e equilibrio (NISHIDA, 2007).

Além da classificacdo dos receptores citada, anteriormente, em extero, intero
e proprio, ou seja, pela localizagado da fonte estimuladora, os receptores podem ser
categorizados de acordo com o tipo de energia a que sao mais sensiveis, visto que,
estes funcionam como filtros seletivos e especificos, sendo: fotorreceptores,
sensiveis a luz, incluindo ultravioleta e infravermelho; mecanoreceptores, sensiveis a
estimulos mecanicos; quimioreceptores, captam alteragdes quimicas especificas
como, por exemplo, os exteroceptores para cheiro e sabor e os interoceptores que
detectam concentragbes sanguineas de O, e CO,; termorreceptores sensiveis ao
calor e ao frio; nociceptores, detectam estimulos que possam causar danos
teciduais; eletrorreceptores, sensiveis a alteragdes em campos elétricos e,
finalmente, magnetoreceptores, captam alteracbes dos campos magnéticos

(OLIVEIRA et al., 2002; SHERWOOD et al., 2005).

Assim, cada tipo de receptor é especializado para um determinado tipo de
estimulo, informando ao sistema nervoso apenas sobre determinados aspectos ou
dimensdes do ambiente, seja interno ou externo. Todavia, um receptor pode ser
ativado, em menor grau, por outro estimulo, ndo especifico. Por exemplo, os
receptores localizados nos olhos (fotorreceptores) séo sensiveis a luz, sendo o
estimulo mais adequado para esse receptor as alteragcoes de luminosidade. Todavia,

os fotorreceptores podem ser ativados por meio de estimulos mecanicos como, por



exemplo, ao pressionamos o0s olhos, vemos clardes ou “estrelas”, devido a

estimulacdo mecanica dos fotorreceptores (SHERWOOD et al., 1999).

Um receptor pode ser tanto um terminal especializado de um neurdnio
aferente quanto uma célula separada, associada ao terminal de um neurbnio
aferente. Porém, todos os receptores tém uma caracteristica comum: sao
transdutores, isto €, mudam a energia de uma forma para outra. O sentido de tato na
pele resulta da conversdo de energia mecanica e / ou térmica em energia elétrica
(correntes ibnicas) do impulso nervoso. Assim, as células receptoras, que sao
incapazes de gerar um impulso de ativagao por si, geram um potencial, de aumento
gradual, que desencadeia a ativagdo das fibras nervosas aferentes a que estéo

ligados (SHERWOOD et al., 2005).

As informacbes detectadas pelos receptores e conduzidas ao sistema
nervoso central (SNC) sdo de grande importancia para a sobrevivéncia do
organismo, uma vez que, as informagdes, vindas via aferente, sdo essenciais tanto
para o controle do comportamento motor, conforme as circunstancias externas,
quanto para a coordenacio das atividades internas, a fim de manter a homeostase
do organismo; o processamento das informagdes sensoriais, pelo sistema de
ativacao reticular do tronco cerebral, € de fundamental importancia para a excitagao
cortical e consciéncia; o processamento central de informagdes sensoriais da origem
a percepcao do animal do ambiente ao seu redor; e as informacdes coletadas e
selecionadas pelo SNC podem ser armazenadas para referéncias futuras

(SHERWOOD et al., 2005).



3.2.MECANISMO DE ACAO DOS RECEPTORES

A excitagdo de um receptor leva a alteracdo da permeabilidade de sua
membrana plasmatica que, em geral, leva a abertura de canais i6nicos nao
seletivos, ocorrendo uma pequena despolarizacdo local. Assim, um estimulo
(luminoso, térmico e quimico) faz com que canais de Na® e K' dependentes de
voltagem se abram e permitam um fluxo de correntes ibnicas de um lado para o
outro da célula (potencial local), ocorrendo, simultaneamente, um fluxo de Na*, de
fora para dentro, que tende a despolarizar ainda mais a membrana, e um fluxo de

K*, de dentro para fora, que tende a repolariza-la (PIRES e CONSTANTINO, 2007).

Os canais de Na* somente voltam a ser estimulados depois que a membrana
estiver totalmente repolarizada. Todo esse processo de despolarizacdo e
repolarizagdo da membrana levam, aproximadamente, um milissegundo (PIRES e
CONSTANTINO, 2007), dos quais 30% sao utilizados na despolarizagdo e, o

restante, 70% na repolarizacado (COVINO e VASSALO, 1985).

O processo de excitacao e conducgao de estimulos nervosos pode ser afetado
por uma grande variedade de compostos quimicos, dentre elas podemos citar: os
anestésicos locais (SCHOLZ, 2002), as neurotoxinas (CESTELE e CATTERALL,
2000), as drogas anti-arritimicas (KATZ, 1998) e as anti-epiléticas (RASGADALE e

AVOLI, 1998).

3.3.RECEPTORES SENSORIAIS EM ANFiBIOS ADULTOS

3.3.1. Receptores Tegumentarios
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Embora o tegumento seja a interface estrutural e funcional entre o organismo
e 0 seu ambiente, a complexidade morfoldgica e funcional da pele dos anfibios ainda

nao é completamente compreendida (DUELLMAN E TRUEB, 1994).

Uma vez que, a pele dos anfibios € permeavel a agua, ela desempenha um
importante papel na respiracdo, osmoregulagdo e termoregulagdo. Um dos
receptores encontrados no tegumento, ndo s6 na fase larval de anuros como
também em salamandras aquaticas adultas e em animais adultos das familias
pipidae e salamandridae, € o sistema da linha lateral, um sistema formado por um
conjunto de 6rgaos sensoriais (neuromastos), distribuidos na cabega e ao longo do
corpo. Cada um desses 6rgaos tem fungdo mecanoreceptora, captando alteragdes
na corrente e na pressao da agua, e sao formados por trés tipos de células, as do
manto localizados na periferia, as de suporte que se estendem desde a membrana
basal até a superficie e, por fim, as sensoriais na parte apical (DUELLMAN e

TRUEB, 1994).

Outros receptores relacionados as sensagdes de frio, calor e estimulo tatil
podem ser encontrados na epiderme, enquanto que os ligados a nocicepgao e
pressao local encontram se na derme (CATTON, 1976; SPRAY, 1976). Em anfibios,
ao contrario dos mamiferos, apenas trés grupos de terminais nervosos aferentes
foram identificados. Um grupo localizado na camada mais superficial da derme
(estrato esponjoso), classificado como terminais nervosos aferentes primarios ou do
tipo |, e dois grupos de terminais nervosos livres, um no estrato compacto e o outro
na epiderme (SPRAY, 1976; FOX e WHITEAR, 1978; STEVENS, 2004). A
nocicepcao parece estar associada principalmente as terminacdes nervosas livres,

localizadas na camada mais profunda da derme (estrato compacto), que realizam
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também a transducdo de sinais térmicos (STEVENS, 2004) e mecanicos

(YAMASHITA e OGAWA, 1991).

3.3.2. Receptores Visuais

Quando se compara os olhos de peixes e anfibios, observamos que este
ultimo, apresenta algumas alteragbes morfolégicas vantajosas como, por exemplo, a
presenca de musculos de ajustamento ou adaptagao visual, palpebras de protegao,
lente plana e localizada atras da iris e presengca de glandulas (DUELLMAN e

TRUEB, 1994).

Véarios estudos comportamentais e neurofisioléogicos tém fornecido
informacdes importantes a respeito da percepcéo visual em anuros e salamandras.
Em um estudo, envolvendo 121 espécies de anuros, foi demonstrado que cada
espécie tem uma intensidade de luz preferencial e uma iluminagdo ambiente ideal,
sob a qual respondem fototropicamente. Os autores sugerem, também, que o
comportamento fototropico esta associado a quatro mecanismos fisiolégicos, que
contribuem para as diversas respostas comportamentais frente as diferentes
intensidades de luz e comprimentos de ondas, sao eles: a presenga de diferentes
tipos de fotorreceptores, com niveis de absorcdo diferentes; o controle da
quantidade de luz que chega a retina pela pupila; o controle da quantidade de luz
que chega a célula receptora por meio da migragcao de pigmentos do epitélio; e a
adaptacdo de claro e escuro por células fotorreceptoras (cones e bastonetes)

(HAILMAN E JAEGER, 1976).
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3.3.3. Receptores Sensoriais em Girinos

O sistema sensorial dos girinos abrange diversos mecanismos sensitivos,
entre eles: visdo, gustacao, audicao, fungdes vestibulares, mecanopercepgao (via
sistema linha lateral), além de: fotorrecepgdo (via complexo pineal) e
somatosensagdes como: dor e sensagao postural; temperatura e toque (LANNOO,

1999).

3.3.3.1. Receptores da Linha Lateral

Em geral, o grau de desenvolvimento do sistema da linha lateral esta ligado a
dependéncia dos vertebrados aquaticos ao ambiente (WRIGHT, 1951), estando
presente em ciclostomados, em peixes e, em alguns casos, em anfibios, durante a
fase larval ou, até mesmo durante a fase adulta, em espécies aquaticas

(SHERWOOD et al., 2005).

Em anamniotas aquaticos, o sistema da linha lateral consiste de 6érgéos
terminais mecanoreceptores e eletroreceptores (BULLOCK et al., 1983). Em anuros,
mesmo durante a fase larval, o sistema da linha lateral € composto apenas por
mecanoreceptores ou neuromastos (BUTLER e HODOS, 2005), sensiveis,
principalmente, a deslocamentos da coluna de agua (LANNOO, 1999). Esse
sistema, em girinos, consiste basicamente de trés linhas principais (dorsal, mediana
e ventral), que percorrem o tronco e a cauda, e duas na cabeca (UCHIYAMA et al.,

1991).
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Os neuromastos localizados na linha dorsal sdao sensiveis a deslocamentos
dorsoventrais, ao passo que, os localizados na linha mediana e ventral, a
deslocamentos antero-posteriores. Na cabeca, as linhas supra e infra-orbitais, que
circulam os olhos e captam alteragdes tangenciais a sua margem, seguem em
diregdo as narinas e formam a linha angular, responsavel pela captagdo de
alteragdes dorsoventrais, e as duas linhas do hidide (anterior oral e longitudinal oral),
sensiveis a deslocamentos dorsoventrais e antero-posteriores (LANNOO, 1987)

(FIGURA 1).

LLO

FIGURA 1 — Componentes do sistema de linha lateral de girinos. Abreviagbes: LA= linha
anterior, LAO= linha anterior oral, LD= linha dorsal, LIO= linha infra-orbital,
LLO= linha longitudinal oral, LM= linha mediana, LPIO= linha posterior infra-
orbital, LPSO= linha posterior supra-orbital, LSO= linha supra-orbital, LV= linha
ventral. Adaptacdo: LANNOO, 1999.

3.4.Bem- estar Animal

O bem-estar deve ser definido de forma a permitir a correlagdo com outros
conceitos, como adaptagao, sofrimento, dor, ansiedade, estresse, saude, entre
outros, essenciais para seres humanos, como liberdade, controle e felicidade

(BROOM E MOLENTO, 2004).
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Embora existam diversas definicbes propostas para o bem-estar animal, a
mais aceita, no ambito cientifico, foi publicada na década de 80, segundo a qual,
bem-estar de um individuo é seu estado em relagao as suas tentativas de se adaptar

ao seu ambiente (BROOM, 1986).

Uma vez que, qualquer manejo inadequado, como: transporte, interagdes
sociais, fome, traumatismos, mutilagdes variadas, procedimentos laboratoriais e, até
mesmo, tratamento veterinario, podem afetar de forma negativa o bem-estar do
animal, € quase impossivel falar de bem-estar animal sem entrarmos em outro

tépico, o estresse (ROSS e ROSS, 2008).

3.5. Definicao de Estresse

O estresse e suas manifestacbes vém recebendo uma atencdo cada vez
maior devido a morbidade e a mortalidade as quais estdo associados (TAVARES et
al., 2000). Praticamente qualquer estimulo, seja natural ou antropocéntrico, infligido
a um animal, causa nao so6 alteragcbes comportamentais como também fisioldgicas.
Todavia, as respostas a esses estimulos podem variar, de niveis normais, como
aquelas observadas devido a modificacbes ambientais, a niveis considerados

estressantes (GALHARDO e OLIVEIRA, 2006).

Estresse pode ser definido como uma condigdo em que o equilibrio dindmico
do organismo de um animal € ameagado ou interrompido pela agado de estimulos
intrinsecos ou extrinsecos (CHROUSOS e GOLD, 1992). Brett (1958) apud Oba et
al. (2009) definiram o estresse como um estado, resultante de alteragbes nas

condicbes ambientais, que ameagam a sobrevivéncia do animal.
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Atualmente, a definicdo mais aceita € de que qualquer modificacdo que afete
a nutricdo, o crescimento, o desenvolvimento e a reproducido, além de outros
aspectos, bioquimicos e fisiolégicos, ou seja, que afete a homeostase de um

organismo € um agente estressor (WENDELAAR BONGA, 1997; BARTON, 2002).

Em geral, a resposta a um estimulo estressante pode ser classificada em
duas fases, a primeira ou fase inicial se caracteriza pela resposta ao agente
estressor, seguida, entdo, pela fase de adaptacédo. Entretanto, dependendo da
magnitude e da duragdo do estresse, pode-se observar uma terceira fase, a de
exaustdao, em que a saude e, consequentemente, a vida do animal pode estar
comprometida, uma vez que, pode levar a inibicdo do crescimento, a disfuncdes
reprodutivas, a reducéo da resisténcia a patégenos e, dessa forma a uma redugao

da sobrevivéncia (SCHRECK et al., 2001; FINSTAD et al., 2003; PORTZ et al. 2006;

ROSS e ROSS, 2008; IVERSEN et al., 2009).

Uma vez que, em animais aquaticos, o estresse pode ser proveniente de
varias fontes, das quais, a grande maioria, sdo praticas comuns, utilizadas no dia a
dia, € quase impossivel avaliar a fisiologia de um organismo aquatico realmente sem
estresse (ROSS e ROSS, 2008). Os agentes estressores podem ser resultantes dos
sistemas de criacédo nao apropriados, dos manejos inadequados (fisico, profilatico,
sanitario e alimentar), das alteragbes ambientais (temperatura e luminosidade), de
problemas com a qualidade fisica e quimica da agua e da presenga de outros
animais e pessoas, assim como o transporte (ROCHA, 2007; IVERSEN e
ELIASSEN, 2009; IVERSEN et al., 2009). A operagcao de transporte € umas das
mais importantes na aquicultura e tem recebido pouca atengdo (GOMES, 2002),
sendo que, o principal precursor do estresse € a abrasao mecanica, causada pelo

inevitavel contato entre os animais, principalmente, quando a densidade de
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estocagem é elevada (ROSS e ROSS, 2008). Assim, procedimentos rotineiros em
aquicultura podem ser uma fonte importante de estresse a muitas espécies

(IVERSEN et al., 1998; CARNEIRO e URBINATI, 2001).

Em anfibios, ainda sao poucos os estudos com respeito aos mecanismos
envolvidos na resposta fisiolégica ao estresse, bem como as variagdes fisioldgicas
envolvidas. Um dos principais problemas enfrentados pela ranicultura, diz respeito a
agentes patoldgicos, que podem ter como fonte primordial, o estresse (FERREIRA et

al., 2001).

3.5.1. Respostas Fisioldgicas ao Estresse

Embora diversos horménios estejam envolvidos na resposta fisiolégica a um
agente estressor, dois grupos se destacam: as catecolaminas e os glicocorticéides.
A primeira, responsavel pela resposta imediata ao agente estressor, fuga ou luta, e o
segundo pela resposta ao longo prazo (WENDELAAR BONGA, 1997; BARTON,

2002).

Inimeras respostas fisioldgicas sdo ativadas pela agcdo das catecolaminas
(por exemplo, epinefrina e a norepinefrina) com a redugédo da atividade visceral e
digestiva, aumento da acuidade visual e do fluxo sanguineo para o cérebro, aumento
da frequéncia respiratoria e da eficiéncia das trocas gasosa nos pulmdes,
vasodilatacdo nos musculos, vasoconstricdo periférica e aumento da frequéncia
cardiaca (ROMERO e BUTLER, 2007). As respostas fisiolégicas auxiliam o animal a

sobreviver a uma ameaca imediata, como o ataque de um predador ou competidor
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co-especifico, aumentado o alerta e provendo energia para os musculos

(WINGFIELD et al., 1998; SAPOLSKY, 2002; MCEWEN e WINGFIELD, 2010).

Os glicorticoides sdo uma classe de horménios esteredides e a elevagao da
taxa circulatéria de cortisol € uma resposta classica ao estresse, em peixes e na
maioria dos mamiferos, incluindo humanos e mamiferos marinhos, e a de
corticosterona, em passaros, répteis, anfibios e alguns roedores (ROMERO e
BUTLER, 2007). A acado dos glicocorticéides, em longo prazo, parece estar
associada tanto a mobilizagao de energia dos musculos e aumento da concentragéo
de acidos graxos no plasma, como também, a redugcédo de efeitos prejudiciais do
estresse como reducdo do crescimento, aumento da incidéncia de doencas e
diminuicao da sobrevivéncia (PAOLUCCI et al., 1990; ZERANI et al., 1991; HARBUZ
e LIGHTMAN, 1992; CODDINGTON e CREE, 1995; WENDELAAR BONGA, 1997;
EINARSDOTTIR et al., 2000a; EINARSDOTTIR et al., 2000b; SCHRECK et al.,
2001; BARTON, 2002; WINGFIELD e SAPOLSKY, 2003; FINSTAD et al., 2003;
MOORE e JESSOP, 2003, PORTZ et al., 2006; HASAN e BART, 2007; MARTIN,

2009).

De acordo com Gomes et al. (2003) e Sumpter (1993) apud Rocha (2007), os
niveis plasmaticos de glicose, liberado pela agdo das catecolaminas e de
glicocorticéides, sdao bons marcadores biolégicos para a avaliagdo do estresse
(SAPOLSKY et al., 2000; TSIGOS e CHROUSOS, 2002; ROTHWELL et al., 2005).
Paolucci et al. (1990) ao avaliarem o efeito do estresse agudo, causado pela
captura, sobre a concentracdo plasmatica de corticosterona em fémeas
vitelogénicas de Rana esculenta, relataram que apds cinco minutos de captura a
concentragao plasmatica desse glicocorticoide dobrava. Valores semelhantes foram

relatados por Zerani et al. (1991), apds avaliar o efeito do estresse em fémeas da
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mesma espécie, e por Licht et al. (1983), apds analisar a concentragcdo plasmatica
de corticosterona, em fémeas vitelogénicas de Rana catesbeiana. Coddington e
Cree (1995) relataram valores bem inferiores para fémeas de L. ewingi (<1,8 ng/ml).
Segundo os autores, essa baixa concentragao plasmatica pode ter ocorrido devido a
acao do uso de MS-222, na tentativa de diminuir a “luta” do animal durante a coleta
de sangue, e afirmaram que o uso do anestésico pode ter resultado na reducéo do

estresse e, consequentemente, no pequeno aumento de corticosterona no plasma.

3.5.2. Respostas Neuroenddcrinas ao Estresse

A resposta neuroenddécrina ao estresse em peixes € semelhante a dos
mamiferos e sdao mediados pelo sistema adrenérgico e pelo eixo hipotalamo-
hipofise-interrenal (WENDELAAR BONGA, 1997; CHANDROO et al.,, 2004,
HUNTINGFORD et al., 2006; ROSS e ROSS, 2008), assim como em anfibios

(GLENNEMEIER e DENVER, 2002b).

A percepgao de um agente estressor inicia-se com uma rapida liberagdo de
catecolaminas pelos tecidos cromafins, homologo a medula adrenal em mamiferos,
que por sua vez induzem rapidamente ao aumento da glicose no sangue,
inicialmente, pela via glicogenolitica (PERRY E BERNIER, 1999; TSIGOS e
CHROUSOS, 2002; ROTHWELL et al., 2005). Em seguida, o hipotalamo
disponibiliza o horménio liberador de corticotropina que, juntamente com a arginina
vasopressina, promovem a liberagao do hormonio adrenocorticotréfico pela pituitaria
e, consequentemente, a sintese e a secrecdao de glicocorticoides pelo tecido

interrenal, homdlogo ao cortex adrenal em mamiferos (HUNTINGFORD et al., 2006).

19



O controle da liberagao de glicocorticdides € realizado principalmente por
meio de feedback negativo, mas também possui outras formas de regulagéo tais
como: ciclo circadiano (diarios), ultracircadianos (dentro de um mesmo dia), variagao
sazonal, etapas de desenvolvimento (fetal, neonatal e puberal) e estresse (VOET et

al., 2000; GUYTON e HALL, 2002; HICKMAN et al., 2003).

Ao contrario das catecolaminas, cuja resposta ao agente estressor ocorre em
questdo de segundos, a resposta dos glicocorticéides é lenta (GERWICK et al.,
1999; ROMERO e BUTLER, 2007), cerca de 3 a 5 minutos, mas dependendo da
espécie esse tempo pode ser maior (ROMERO e BUTLER, 2007). Assim, com a
ativacao do eixo hipotalamo-hipofise-interrenal inicia-se um somatério de alteracdes
comportamentais e/ou fisiolégicas, responsaveis pela eliminagdo ou redugdo do
potencial impacto do agente estressor, aumentando assim, a sobrevivéncia do
animal (DENVER, 1997; DENVER, 1998; MOORE e JESSOP et al, 2002,
GLENNEMEIER e DENVER, 2002a; MOORE e JESSOP, 2003). Todavia, as
alteragdes comportamentais dependem do tipo de agente estressor sendo de dificil

predicdo (ROMERO e BUTLER, 2007).

3.6.Dor e Nocicepgao

A Associagado Internacional para o Estudo da Dor (IASP- International
Association for the Study of Pain) define a dor como uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel, associada a um dano real ou potencial dos tecidos, ou

descritas em termos deste dano.
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De acordo como o Artigo 2°, do Capitulo Il, da Resolugdo N° 879, de 15 de
Fevereiro de 2008 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, “Qualquer
procedimento que cause dor no ser humano causara dor em outras espécies de
vertebrados, tendo em vista que os animais sao seres sencientes, experimentam
dor, prazer, felicidade, medo, frustracdo e ansiedade”. Entretanto, o tema:

“percepcao da dor em animais ndo mamiferos” € muito controverso.

Nos seres humanos, o neocortex (encontrado somente em mamiferos) € uma
parte importante do mecanismo neural, responsavel pela experiéncia subjetiva do
sofrimento. Baseado nessa informagao, muitos autores afirmam que, os peixes e 0s
demais animais, ndo pertencentes a classe Mammalia, sdo incapazes de sentir dor
ou sofrimento (ROSE, 2002; STEVENS, 2004; HUNTINGFORD et al., 2006). A
palavra dor se refere a complexas experiéncias perceptuais e emocionais, em
humanos, sendo um conceito extremamente subjetivo (IASP Subcommittee on
Taxonomy,1986) e desse modo, aplicado inadequadamente em seres nao humanos.
Do ponto de vista desses autores, a dor € uma visdo totalmente antropocéntrica e
irreal, sendo o termo mais adequado para esses animais a nocicepgao. Nocicepgao
€ a detecgado de um estimulo, potencialmente prejudicial, pelos nociceptores ou vias
nociceptivas, acompanhada de um reflexo de retirada, afastando-se da fonte de

estimulo (SNEDDON, 2004).

A auséncia de neocortex em vertebrados ndo mamiferos foi também relatada
por Hastein et al. (2004). Entretanto, segundo os autores a capacidade cognitiva
necessaria para senciéncia, auto preservacao e percepcao da dor ndo podem ser
inferidos apenas pela neuroanatomia. Ross (2008) reforca ainda que, qualquer
procedimento, que envolva a captura e/ou manipulacdao de animais aquaticos, pode

causar dor, em algum grau, razdo pela qual, medidas que proporcionem alivio a
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esse sofrimento devem ser tomadas, visando sempre o bem-estar do individuo.
Além disso, evidéncias crescentes sugerem que todos os animais aquaticos podem
experimentar um estado psicolégico negativo, analogo a dor humana, em resposta a

estimulos nocivos (SMITH et al., 2007).

Em anfibios, os terminais nervosos responsaveis pela transducéo do estimulo
nocivo (nociceptores) sdo formados por fibras aferentes mielinicas e amielinicas,
classificadas de acordo com a morfologia, velocidade de condug¢do do impulso
nervoso, laténcia e potencial de resposta, em: tipo A (fibras de grande didametro e
bastante mielinizadas), tipo B (fibras mais finas e pouco mielinizadas) e tipo C (fibras
amielinicas), cujas caracteristicas tem grandes semelhangcas com as fibras
aferentes, AB, Ad e C, respectivamente, encontradas no sistema sensorial de
mamiferos (LYNN, 1994; STEVENS e WILLENBRING, 1997). Outra semelhanga
encontrada no mecanismo nociceptivo de anfibios e mamiferos € a presenca de
neurotransmissores como: substancia P, calcitonina e glutamato, além de metil-
encefalinas e sitios receptores de opidides, importantes na percep¢ao da dor
(INAGAKI, et al., 1981; LOREZ e KEMALI, 1981; STEVENS, 1988; STEVENS e

PAUL, 1996, NEWMAN et al., 2002, SNEDDON, 2004).

Assim, diversos estudos demonstram que a via nociceptiva de anfibios é,
estruturalmente e funcionalmente, similar ao dos mamiferos, embora talvez um
pouco mais primitiva (WILLENBRING e STEVENS, 1996; WILLENBRING e

STEVENS, 1997; HANAMOTO E SIMONE, 2003; STEVENS, 2004).

A sedagao, a analgesia e a anestesia sdo ferramentas que podem contribuir
para o conforto e bem-estar animal durante o manejo e o transporte, além de

atender a uma das exigéncias da Resolugcdo N° 879/2008 do Conselho Federal de
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Medicina Veterinaria, segundo a qual, durante os procedimentos didaticos e
cientificos, deve ser evitando a ocorréncia de dor e minimizado o estresse e o

desconforto dos animais (Art. 6°, § 3°).

3.7.Sedacéao, Analgesia e Anestesia

3.7.1. Definicao

A anestesia foi definida inicialmente por Bailey (1721) como “defeito da
sensacgao” e posteriormente, na Enciclopédia Britanica (1771) como “privagado dos
sentidos” (MORGAN Jr. et al., 2006). Ross e Ross (2008) definiram anestesia como
perda de sensibilidade ou insensibilizacdo, e a sedacdo, como um efeito calmante,
um estadio preliminar a anestesia, em que a sonoléncia é induzida, com o
entorpecimento da percepgao sensorial e, talvez, com alguma analgesia
(insensibilidade a dor) ou antinocicepgcdo, mas sem que haja perda total da

percepcao sensorial ou do equilibrio.

3.7.2. Técnicas de Inducédo a Anestesia

Dependendo da espécie, a sedacao e a anestesia podem ser induzidas por
uma ampla variedade de técnicas, entre elas fisicas, como hipotermia, estimulo
elétrico, pressdo local e acupuntura; quimicas (inalagdo, aspersao, imersdao ou

aplicacao de drogas quimicas) e psicolégicas, como a hipnose. A eficacia real de
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alguns desses métodos para animais pecilotérmicos ainda é duvidosa (ROSS e

ROSS, 2008).

Embora a indugdo a anestesia por meio da hipotermia, em mamiferos, seja
relatada por diversos autores (de JONG et al.,1966; ROSSI e BRITT, 1984;
ANTOGNINI, 1993; GUERIT, 1994), inclusive em humanos (de JONG et al.,1966;
GUERIT, 1994), em animais ectotérmicos, o uso dessa técnica, objetivando
anestesia e/ou analgesia, permanece em discussdo. Aparentemente, apesar da
diminuigdo da temperatura levar a redugao do metabolismo geral e imobilizacdo do
animal, a anestesia parece ndo ser alcangada, assim como qualquer analgesia
(ROSS e ROSS, 2008), de modo que a hipotermia deve ser limitada a
procedimentos nao dolorosos (MARTIN, 1995) ou associada a outras técnicas

anestésicas (ROSS e ROSS, 2008).

Assim, em animais pecilotérmicos, as técnicas mais utilizadas, atualmente,
para indugao a anestesia, sdo realizadas por meio de inalagao, imersao, aspersao
ou aplicagdo de substancias anestésicas (CAKIR et al., 2005; HERNANDEZ-
DIVERS et al., 2005; GUENETTE et al., 2007; CECALA et al., 2007; BARTER et al.,

2007; GONCALVES et al., 2008; ANTUNES et al., 2008).

3.7.3. Caracteristicas Desejaveis de um Composto Anestésico

Embora existam diversas técnicas para indugdo a anestesia, algumas
propriedades, necessarias a um agente anestésico, sdo comuns a todos os métodos
de uso corrente como facilidade de administragao, eficacia a baixas dosagens e/ou

exposicao, boa analgesia, rapida indugdo ao estado desejado e facilidade de
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manutencao, facil reversdo, grande margem de seguranga e baixo custo, além de
rapida excre¢gdo ou metabolizacdo e auséncia de residuos (MARKING e MEYER,

1985, PIRHONEN e SCHERECK, 2003; ROSS e ROSS, 2008).

3.8. Anestésicos Locais

Anestésicos locais diferem dos anestésicos gerais por sua agao regional,
modo de aplicagcdo e, principalmente, sobre o local de atuagdo. Os anestésicos
locais atuam sobre os axbénios enquanto os anestésicos gerais atuam sobre as

transmissdes sinapticas (STOELTING e MILLER, 2004; MORGAN Jr. et al. 2006).

Os anestésicos locais compreendem um grande numero de moléculas de
diferentes estruturas quimicas como os amino-ésteres, as amino-amidas, as amido-
acetonas, as amidas, os alcodis, os tio-ésteres, as tio-amidas, os derivados de uréia,
os poliésteres (GUPTA, 1991), os derivados de monoterpenos do carano
(LOCHYNSKI et al., 2002). Em geral, os anestésicos locais consistem em um anel
aromatico insaturado separado de uma amina terciaria por uma cadeia intermediaria,
um éster ou uma amida. A amina terciaria aceita prétons e confere o carater
hidrofilico a molécula que, quando protonada, pode ser ionizada para competir com
o canal de sddio em seu canal protéico. O anel aromatico imprime o carater lipofilico
e esta diretamente relacionado a difusibilidade das moléculas do anestésico pelas

barreiras organicas (DELFINO e VALE, 2001).

Os anestésicos locais, quando em contato com as membranas nervosas,
provocam bloqueio reversivel da conducdo de impulsos nervosos. Aumentos na

concentracdo levam a interrupgao da transmissao de impulsos neurais autbnomos,
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sensoriais € motores, que resultam em bloqueio do sistema nervoso auténomo,
anestesia sensorial e paralisia dos musculos esqueléticos nas areas inervadas pelos

nervos afetados (STOELTING e MILLER, 2004).

Uma vez que, a lipossolubilidade tem relagcao direta com a poténcia do
anestésico; o grau de ligagao protéica influencia o tempo de acdo; o grau de
ionizacdo guarda relagao inversa com a velocidade de acdo e a estereocisomeria
relaciona-se com a poténcia e toxidade (CARVALHO, 1994; DELFINO e VALE,
2001), a farmacologia dos anestésicos locais depende de substituicbes no anel
aromatico, do tipo de ligagao na cadeia intermediaria e dos grupos alquil presos ao

nitrogénio da amina (MORGAN Jr. et al., 2006).

3.8.2. Mecanismo de Acao

As teorias propostas para explicar o mecanismo de acdo dos anestésicos
locais podem ser categorizadas em duas vertentes. A primeira atribui o efeito
anestésico, dos diferentes compostos, a ligagdo destes a proteina canal de sodio (de

PAULA e SCHREIER, 1996).

Trabalhos pioneiros demonstraram o efeito direto dos anestésicos sobre os
canais de sodio e que a interacdo, anestésico X canal de sodio, ocorria com
diferentes graus de afinidade, dependendo do estado funcional (ativado, inativado ou
repouso) dessa proteina. Teorizou-se, entdo, que as diferentes afinidades seriam
devido a existéncia das formas ionizada e neutra dos anestésicos, em pH fisiolégico

(HODGKIN e HUXLEY, 1952).
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Estudos a partir do final da década de 60 apontaram que a forma carregada
dos anestésicos locais seria a responsavel pelo efeito anestésico e que, o sitio de
ligacao seria acessivel apenas pela face citoplasmatica da membrana (NARAHASHI
e YAMADA, 1969; FRAZIER et al., 1970). Todavia, a eficacia anestésica de
compostos que ndo se protonam em pH fisiolégico, como a benzocaina e seu
analogos, nao encontrava respaldo nessa teoria de sitio Unico para os anestésico

protonados (PINTO et al., 2000).

A segunda teoria, idealizada na década de 70 e a mais aceita até os dias
atuais, € dada pela hipotese da afinidade modulada pelo receptor, que admite a
existéncia de um ou mais sitios receptores para os anestésicos locais no canal de
sodio, de modo que, as diferentes afinidades desses compostos pelo sitio, ou pelos
sitios, seriam determinadas pelo estado conformacional do canal, sendo maior a
afinidade pelo estado inativo ou em repouso que pelo estado aberto (HILLE, 1977;

HONDEGHEM e KATZUNG, 1977).

A segunda vertente (hipdtese do lipidio) considera a interagdo dos
anestésicos locais com os componentes lipidicos da membrana, que levariam a
alteracbes estruturais e dinamicas, como: expansdo da area superficial de
monocamadas e de bicamadas (SKOU, 1954 apud FRACETO e de Paula, 2006),
bem como sua separacgao lateral (GALLOVA e BALGAVY, 1997) e aumento de
fluidez (BIANCONI e SCHREIER, 1991), que resultariam em alteragdes
conformacionais no canal de sédio e, consequentemente, no fechamento dos canais

de sddio, inativando-os (LEE, 1976; de PAULA e SCHREIER, 1996).

3.8.2. Metabolismo e Excrecéo

27



O metabolismo e a excrecao dos anestésicos locais diferem de acordo com a

sua estrutura (FERNADES e ISMAEL, 2007)

Os compostos mais utilizados clinicamente sdo aqueles derivados de ésteres
(cocaina, procaina e benzocaina) e amidas (bupivacaina, dibucaina e lidocaina). Os
do tipo éster sdao metabolizados pela pseudocolinesterase ou colinesterase
plasmatica e a hidrdlise é bastante rapida, sendo os metabdlitos soluveis excretados
na urina. Em locais onde néo existem enzimas esterases (liquido cefalorraquidiano)
a excregcao do anestésico depende da absorgcdo do composto pela corrente

sanguinea (MORGAN Jr. et al., 2006).

Os anestésicos do tipo amida, menos potentes e com menor toxicidade, sdo
metabolizados por enzimas microssomais no figado, via citocromo P450
(CAGNOLATI et al., 2007; FERNANDES e ISMAEL, 2007). A taxa de metabolismo
depende do agente utilizado, porém, é mais lenta do que a hidrdlise dos ésteres, 0
que confere uma meia vida plasmatica mais longa as amino-amidas (MORGAN Jr. et

al., 20086).

3.9.PRINCIPAIS COMPOSTOS OU AGENTES ANESTESICOS UTILIZADOS

EM ANIMAIS PECILOTERMICOS

Dependendo da técnica empregada para a indugdo anestésica, existem
diferentes tipos de drogas e/ou compostos que podem ser utilizados. Entre os

agentes anestésicos, frequentemente, empregados na imersao encontram-se o MS-
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222 (tricaina metanosulfonato), benzocaina, quinaldina, 2-fenoxietanol, metomidato,

etomidato, mentol, eugenol e AQUI-S°.

Maiores detalhes dos compostos anestésicos utilizados no presente estudo,
com respeito aos mecanismos de acao, presenca de receptores especificos,

acumulo e eliminagdo no sangue e nos tecidos, em peixes, sdo descritos a seguir.

3.9.1. Benzocaina

Composto obtido a partir da esterificagdo do acido p-aminobenzdico, muito
semelhante estruturalmente ao MS-222 (tricaina metanosulfonato), unico anestésico
aprovado nos Estados Unidos da América pela FDA (Food and Drug Administration)
para 0 uso na aquicultura, visando a reducédo de estresse, injurias e mortalidade
durante as praticas de manejo e transporte (MEINERTZ et al., 1996). Todavia, é
exigido um periodo de depuragédo dessa droga de 21 dias para o consumo humano

(MEINERTZ e SCHREIER, 2009).

A benzocaina, um anestésico local em mamiferos e um eficiente anestésico
geral, em peixes (STEHLY et al., 2000), € inodoro, insipido e de baixa solubilidade
em agua (ALLEN et al., 1994). Possui tempo de indugdo e recuperagao rapida
(MEINERTZ et al., 1999), além de boa margem de seguranca (IVERSEN et al.,
2003; ROSS e ROSS, 2008), embora, em altas temperaturas, esse valor pareca
diminuir (ROSS e ROSS, 2008). Por ser uma substancia soluvel em gordura, o
tempo de recuperacado pode ser maior em animais mais velhos, com maior acumulo

de gordura e/ou prenhes (ROSS e ROSS, 2008).
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As principais vantagens relatadas a respeito desse composto sdo: o baixo
custo e a facilidade de obtencéao (ROUBACH e GOMES, 2001). Mas, do ponto de
vista ecoldgico, a benzocaina tras uma terceira grande vantagem, a possibilidade de
ser removida por meio de filtragem por carvao ativado, ndo deixando residuos no

meio ambiente (HOWE et al., 1990; ROUBACH e GOMES, 2001).

3.9.1.1. Acumulo e Eliminagao

Embora a literatura com relacédo a eficacia do uso da benzocaina como um
anestésico para peixes seja vasta, pouco se sabe a respeito das propriedades
farmacocinéticas desse composto (MATTSON e RIPLE, 1989; GOMES et al., 2001;
IVERSEN et al., 2003; INOUE et al., 2004; DELBON, 2006; GIMBO et al., 2008;

OKAMOTO et al., 2009; KIESSLING et al., 2009).

Em estudos avaliando a metabolizagdo e persisténcia da benzocaina em
peixes observou-se a formacao trés metabdlitos: acido p-aminobenzdcio, acido
acetil-p-aminobenzéico e acetilbenzocaina, com diferentes tempos de eliminagao
(MEINERTZ et al., 1991; HAYTON et al., 1996; SZOKE et al., 1997). A benzocaina e
a acetilbenzocaina sado eliminados mais rapidamente, por meio das branquias
enquanto que os acidos, p-aminobenzacio e acetil-p-aminobenzadico, sdo eliminados,

inicialmente na urina, a taxas menores (MEINERTZ et al., 1996).

Em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), por meio da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), observou-se que apds 3 minutos, da
aplicacdo intrarterial de 20,8 ug kg’ de 'C-benzocaina HCI, o principal residuo

eliminado na agua foi de benzocaina e, ap6s 60 minutos, acetilbenzocaina. Na urina,
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o acido acetil-p-aminobenzdico foi o principal metabdlito encontrado, apés 1, 8 e 20
horas pds aplicagdo, embora vestigios de benzocaina, acido p-aminobenzécio e

acetilbenzocaina tenham, também, sido encontrados (MEINERTZ et al., 1991).

3.9.1.1.1. Plasma

Stehly et al. (1998) ao avaliarem a farmacocinética da benzocaina em truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) mantidos em imersao, relataram um volume de
distribuicdo de 2,369 + 0,678 L kg' a 6 °C e de 3,260+ 1,182 L kg" a 18 °C,
enquanto que Meinertz et al. (1996) ao analisarem a mesma espécie informaram
valores iguais a 0,112 L kg™ e 0,156 L kg™ ap6s administracdo intrarterial de 6 mg/kg
e 9 mg/kg do anestésico, respectivamente. Um indicativo de que a via de
administragao da droga tem grande influéncia sobre a distribuicdo do farmaco mg/kg

(KIESSLING et al., 2009).

A meia-vida de eliminacdo da benzocaina no plasma em trutas, relatado por
Meinertz et al. (1996), de 15,8 minutos (apds aplicacédo de 9 mg/kg de benzocaina)
foi semelhante ao observado em salmdes Salmo salar, cujo valor relatado foi de 18,7
minutos (KIESSLING et al., 2009). Entretanto, valores bem diferentes foram
relatados por Stehly et al. (1998), 60,8 + 30,3 minutos e 35,9 + 13,0 minutos, em

trutas aclimatadas a 6 e 12°C, respectivamente.

3.9.1.1.2. Tecidos
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Allen (1988), avaliando a deposi¢cao nos tecidos de benzocaina, em truta
arco-iris (Salmo gairdneri) e em “largemouth bass” (Micropterus salmoides), apés 15
minutos de exposi¢cao ao anestésico (50 mg/L de benzocaina), encontrou valores
iguais a 14,0 ug g em truta arco-iris e 10,6 ug g em “largemouth bass”. Apés um
periodo de eliminagdo de 4 e 8 horas, para trutas e “largemouth bass”,
respectivamente, a quantidade de residuos, nos tecidos, caiu para niveis abaixo do

detectavel (0,5a 1,0 ug g™).

Em “catfish” (Ictalurus punctatus), apos imersao em 70mg/L, por 5 minutos,
seguido de 30 minutos de exposicdo em 35mg/L em 'C-benzocaina, os autores
encontraram uma maior deposi¢cao de residuos, apos 10 dias, na bile, seguido por
figado, rins, pele e musculo vermelho, plasma e musculo branco. A meia-vida da
benzocaina nos tecidos e fluidos foi de, aproximadamente, 8 dias (HAYTON et al.,

1996).

Stehly et al. (2000), ao avaliarem a eliminagdo da benzocaina em filés de
tecidos comestiveis de trutas (Oncorhynchus mykiss) a 7 e 16°C efeito da
temperatura, relataram um periodo de eliminacdo da droga de 24 horas,
independente da temperatura. Apos esse periodo, as concentragdes de benzocaina,
em todas as amostras avaliadas, cairam para valores abaixo do limite de

quantificacao.

3.9.2. Eugenol

Composto anestésico obtido pela destilacdo das flores, talos e folhas da

Syzygium aromaticum (Eugenia aromaticum) ou Eugenia caryophillata cujo principio
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ativo, o eugenol, tem propriedades anti-inflamatérias e bactericidas, além de:
anticancerigena, anti-isquémica, anti-histaminica e anti-anafilatica (LAEKEMAN et
al., 1990; ATSUSANE, 1991; REDDY e LOKESH, 1994; NISHIJIMA et al., 1998;
JADHAV, et al., 2004). Além disso, o eugenol é, também, um potente depressor do

Sistema Nervoso Central (ANDERSON et al. 1997; ROSS e ROSS, 2008).

Para fins alimentares, o 6leo de cravo é classificado como uma substancia
segura quando administrada em quantidades inferiores a 1500 ppm, em todas as
categorias (FISHER et al., 1990; ANDERSON et al., 1997; WATERSTRAT, 1999).
Além disso, a FAO (Food and Agriculture Organization) e a WHO (World Health
Organization) determinam como aceitavel a ingestdo diaria de 2,5 mg de eugenol
por kg de peso vivo, em humanos (FISHER e DENGLER, 1990; NAGABABU e

LAKSHMAIAH, 1992; ANDERSON et al. 1997).

3.9.2.2. Mecanismo de Acao

Frequentemente utilizado para indugdo analgésica em intervencoes
odontoldgicas, o exato mecanismo de agao do eugenol ainda nao foi esclarecido
(OHKUBO e KITAMURA, 1997). Estudos in vitro, demonstraram a interagao positiva,
entre o eugenol e o receptor vaniléide subtipo 1 (VR1), inibindo a transmissao da dor
pelo bloqueio desse receptor (YANG et al., 2003). O VR1 é um canal catidénico, nao
seletivo, que participa da transducao periférica da dor quimica e fisica, incluindo
estimulos nocivos térmicos e de baixo pH (GUENETTE et al., 2007c). O eugenol
parece interagir também com neurotransmissores importantes na transmissao da

dor, como o GABA (acido gama-aminobutirico) e o glutamato (AOSHIMA e
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HANAMOTO, 1999; YANG et al.,, 2003). No GABA, principal neurotransmissor
inibitério do SNC, o eugenol exerce efeito agonista, levando a depressdo do SNC e
anestesia (GUENETTE et al., 2007c), enquanto que, no glutamato, mais
especificamente, no receptor NMDA (N-metil-D-aspartato), relacionado com entrada
de ions célcio na célula, o eugenol exerce efeito antagonista, interferindo na

sensibilidade a dor (WIE et al., 1997; AOSHIMA e HANAMOTO, 1999).

3.9.2.2. Acumulo e Eliminagao

3.9.2.2.1 Plasma

Guennette et al. (2006) ao avaliarem a atividade farmacocinética do eugenol,
em ratos de laboratério (Sprague-Dawley), apés a aplicagéo na jugular de 20 mg/kg
do composto, relataram uma meia-vida no plasma e no sangue de 7,05 e 12,6
minutos, respectivamente, resultados inferiores aos relatados por Guennette et al.
(2007a), em que a meia-vida de eliminagdo do eugenol no plasma foi de 14 horas e
no sangue de 18,3 horas, o que, segundo ao autores, sugere uma possivel
acumulagao da droga apés administragdes consecutivas. De acordo com os autores,
o periodo necessario para a eliminagao total da droga em ratos é aproximadamente
128 horas, uma vez que, a taxa de eliminagao ou “clearance” encontrado foi de 86,8

L/h/kg.

Em truta arco-iris (Onchorhyncus mykiss), a avaliagdo de amostras de
sangue coletadas em diferentes periodos pds indugdo anestésica revelaram uma

rapida reducéo (acima de 50%) na concentragdo de eugenol no sangue, na primeira
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hora e uma meia-vida de eliminacdo da droga de 12,14 horas (GUENETTE et al.,

2007¢).

Uma vez que, estudos visando a redugao do estresse em anfibios séo
recentes, ainda existem poucos relatos a respeito do possivel acumulo de
compostos anestésicos no sangue ou nos tecidos, assim como, do tempo
necessario para a eliminagao total da droga nestes animais. Em um dos poucos
trabalhos encontrados, com relagédo a avaliagao farmacocinética de anestésicos em
anuros, os autores, apos analise de amostras de sangue, coletadas pos
administracdo de eugenol, em Xenopus laevis, relataram um meia-vida de

eliminacao da droga de 4 horas (GUENETTE et al., 2007b).

Em todas as espécies citadas, os autores reportaram uma possivel
acumulagao do eugenol apdés administragdes sucessivas, de modo que, o periodo
de caréncia de 28 horas para ras, 85 horas para trutas e 128 horas para ratos, deve

ser respeitada para completa eliminagdo da droga (GUENETTE et al., 2007c).

3.9.2.2.2 Tecidos

Em estudos visando a redugcdo do estresse com o uso de eugenol, em
Macrobrachium rosenbergii (SAYDMOHAMMED e KUMAR PAL, 2009), os autores
relataram um actimulo nos tecidos de 35,2 mg kg' de eugenol, logo apds o
tratamento anestésico e, apds periodos de depuracdo de 12, 24 e 48 horas, 0s
niveis teciduais de eugenol cairam para 12 mg kg™ , nas primeiras 12 horas, e para
niveis indetectaveis nos periodos seguintes. Resultados semelhantes foram

encontrados em perca prateada (Bidyanus bidyanus) (KILDEA et al., 2004). Os
35



autores, ao avaliarem a acumulagdo e eliminacdo do eugenol nos tecidos,
observaram que apos uma exposicao inicial, o acumulo do composto foi inferior 5
mg kg e que, apds 48 horas de depuracdo, nenhum residuo do anestésico foi
detectado. Segundo os autores, o uso frequente de 6leo de cravo pode levar a
reducdo da capacidade dos animais em eliminar completamente os residuos dos

tecidos.

3.9.3. Mentol

O mentol (5-metil-2—Isopropil-ciclohexanol), um composto organico, obtido em
geral a partir da extragdo do 6leo essencial da folha da menta (Mentha arvensis ou
Mentha piperita) pode também, ser extraido ou sintetizado a partir de outros 6leos
essenciais como, por exemplo, do 6leo essencial de citronela e de eucalipto. Por
possuir trés atomos de carbono assimétricos, o mentol possui quatro pares de
isbmeros Opticos denominados (+)- e (-)- mentol; (+)- e (-)- neomentol; (+)- e (-)-
isomentol; (+)- e (-)- neoisomentol. Dentre eles, 0 mais comum na natureza é (-)-
mentol que possui propriedades peculiares, responsaveis pelo odor e sabor
caracteristico de menta, e por isso muito utilizado como matéria-prima, ndo s6 em
produtos alimenticios (aromatizagdo de balas, bolos, bebidas, entre outros) como
também, na linha de cosméticos (creme dental, exaguatérios bucais, cremes de
barbear etc.) e, principalmente farmacéuticos, devido a suas propriedades anti-
inflamatdrias, antifungicas, antibacteriana, analgésicas e anestésicas (TIRILLINI et
al., 1996; ECCLES, 2000; OLSEN, 2000; UMEZU et al., 2001; GALEOTTI et al.,

2001; GALEOTTI et al., 2002).
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3.9.3.1. Mecanismo de Agao

No primeiro relato fundamentado de que o mentol poderia produzir analgésia,
foi constatado que a aplicacdo de mentol na mucosa oral provocava inicialmente
irritacdo, mas, apos exposicdes sucessivas, essa sensacao reduzia devido a

dessensibilizagédo das fibras nociceptivas (CLIFF e GREEN, 1994).

Posteriormente, ao avaliar o efeito analgésico ou antinociceptivo do (-)-
mentol e do (+)-mentol, constatou-se que apenas o isébmero (-)-mentol possuia
propriedades analgésicas e que, essas propriedades, eram resultantes da ativagao
de receptores kappa opidides (GALEOTTI et al., 2002). Porém, postula-se que a
acgao analgésica do mentol seja via ativagdo do TRPMS, receptor para frio (VIANA et
al, 2002; JORDT et al, 2003), induzindo a liberagdo de Ca®" dos estoques
intracelulares e estimulando a neurotransmissao das sinapses sensoriais (TSUZUKI
et al., 2004; McKEMY, 2005). Outra via de agao ocorre pela inibicdo do sensor de
dor TRPA1 (HARRIS, 2006). Ambos pertencentes a familia dos receptores
potenciais transientes, responsaveis pela sensacao de estimulos fisicos e quimicos
(luz, forcas mecanicas, calor, odor, feroménios, pH, osmolaridade e estresse

metabdlico) (MINKE e COOK, 2002).

Além de propriedades analgésicas, o mentol, quando administrado
topicamente possui efeito anestésico, provavelmente devido ao bloqueio dos canais
de sodio voltagem-dependentes do SNC (HAESELER et al., 2002). Estudos
subsequentes demonstraram que o mentol age como um potente modulador
alostérico de receptores GABAA e glicina (HALL et al., 2004; WATT et al., 2008), os

principais alvos de agentes sedativos, ansioliticos e anestésicos (FRANKS e LIEB,
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1994; KRASOWSKI e HARRISON, 1999), uma vez que, esses receptores atuam na
rapida inibicdo da neurotransmissdo do SNC. Assim, a modulagcdo desses
receptores pode influenciar significativamente a atividade neuronal e,

consequentemente, produzir sedacédo ou anestesia.

3.9.3.1.  Acumulo e Eliminagao

O mentol é amplamente utilizado na anestesia de invertebrados marinhos
(RUPPERT e BARNES, 1996) como, por exemplo, ostras (NORTON et al. 1996;
MAMANGKEY et al., 2009) e camardes, sendo que para este ultimo, foi relatado um
periodo de depuragao, para eliminacdo de qualquer residuo de mentol nos tecidos,
de 12 horas (SAYMOHAMMED e PAL, 2009). Porém, em animais superiores
pecilotérmicos, ainda existem poucas informagdes a respeito do uso desta
substancia, sendo encontrando na literatura apenas informacoes relativas a eficacia
do uso desse composto na indugao anestésica, por exemplo, em pacus (Piaractus
mesopotamicus) (GONCALVES et al., 2008), em tambaquis (Colossoma
macropomum) (FACANHA e GOMES, 2005) e em tilapias (Oreochromis niloticus)
(SIMOES e GOMES, 2009). Deste modo, possiveis acimulos teciduais e o periodo
de caréncia, necessario para eliminagdao de qualquer residuo, ainda ndo sao
conhecidos. Assim, maiores estudos sao necessarios para avaliagdo correta,
quanto a eficiéncia e seguranca, desse anestésico. A FAO e a WHO, classificam
como seguro a ingestdo diaria de 0,20 mg kg~ de mentol (FISHER e DENGLER,

1990; NAGABABU e LAKSHMAIAH, 1992).
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3.10.ESTAGIOS DE ANESTESIA

Em peixes, a primeira descricdo dos estagios de indugdo a anestesia foi

adaptada por McFarland (1959), sofrendo algumas modificagdes ao longo dos anos,

mas sem grandes alteragbes. Uma descrigdo dos estagios de anestesia e da

resposta comportamental apresentada pelos peixes, mediante a indugdo anestésica

(TABELA 1), foi apresentada por Bowser (2001), adaptada de Summerfelt e Smith

(1990).

TABELA 1 — Identificacdo dos estagios de anestesia e descricdo da resposta comportamental, em

peixes

Estagios Descrigao

Resposta comportamental

0 Normal

1 Sedacéo leve

2 Sedacao profunda

3 Perda parcial do equilibrio

4 Perda total do equilibrio

Reacao reflexa normal a estimulos;
Frequéncia opercular normal;
Tdnus muscular normal;

Reacao reflexa a estimulos reduzida;
Frequéncia opercular reduzida;
Equilibrio normal;

Auséncia de resposta a estimulos externos leves;
Reducao da frequéncia opercular;
Equilibrio normal;

Perda parcial do tbnus muscular;
Nado erratico;
Aumento da frequéncia opercular;

Reacdo apenas a estimulos tateis ou vibratorios
fortes;

Perda total do tbnus muscular e equilibrio;
Frequéncia opercular lenta e regular;
Perda dos reflexos espinhais;
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Perda de todos os reflexos;
5 Perda da reagao reflexa Movimentos operculares lentos e irregulares;
Frequéncia cardiaca lenta;

Auséncia de movimentos operculares;
6 Colapso medular Provavel parada cardiaca;

Fonte: BOWSER, 2001.

Com relacdo a anfibios, até o momento, nao foi observado uma descricdo
clara dos estagios de indugdo a anestesia e da resposta comportamental
apresentada, sendo relatado apenas que a indugao leva a redugao dos movimentos
gulares e dos reflexos de retirada; a anestesia leve, a auséncia de reflexo de fuga e
respiragcdo abdominal; e a anestesia cirurgica, a auséncia do reflexo de retirada e

dos movimentos gulares (Amphibian Anesthesia Guidelines, 2008).

3.10.1. Fatores que Afetam a Resposta Anestésica

Existem diversos fatores, além das diferentes rotas de administragdo da droga
(LAFORTUNE et al., 2001), classificados em bioticos e abidticos, que podem alterar
ou mediar os processos anestésicos, interferindo na sua eficacia (ROSS e ROSS,
2008). Dentre os fatores bidticos podemos citar: a espécie (variabilidade inter e intra-
especificas), tamanho e/ou peso (variabilidade fisioldgica), sexo e maturidade sexual
(diferengas na producdo de enzimas), estagio reprodutivo (animais pos-desova),
condigao corporal (reserva de gordura), estresse (cansago e exaustdo) e sanidade
(animais doentes, enfraquecidos) (HALL et al., 2001; ZAHL et al., 2009; HOSKONEN

e PIRHONEN, 2004; TSANTILAS et al., 2006). Com relagdo aos fatores abioticos
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podemos citar a temperatura, salinidade, ph, pKa, temperatura da agua e
lipossolubilidade (HOSKONEN e PIRHONEN, 2004; KILDEA et al., 2004; MYLONAS
et al., 2005; MEINERTZ et al., 2006; FERNADES e ISMAEL, 2007; ROSS e ROSS,

2008).

3.11.USO DE ANESTESICOS EM ANFIBIOS

Estudos envolvendo o uso de anestésicos em anfibios s&o recentes e a maior
parte da literatura encontrada generaliza o seu uso para: “anfibios em geral” ou
“anfibios adultos”, sem considerar a possivel existéncia de variancia inter e intra-
especificas, que podem influenciar de maneira negativa a reposta ao tratamento,

causando, em ultima instancia, o 6bito do animal (TABELA 2).

Diversos estudos tém comprovado a existéncia de variagdo na resposta
anestésica entre diferentes espécies e dentro da mesma espécie (STEHLY e
GINGERICH, 1999; BLOUIN-DEMERS et al., 2000; HOSKONEN e PIRHONEN,
2004; TSANTILAS et al.,, 2006), o que demonstra a necessidade estudos mais
abrangentes a fim de reduzir as extrapolagdes e aumentar a seguranga e a eficacia
do uso de anestésicos, ndo sé para uso clinico (cirurgia e eutanasia) como também

para manejo geral.

TABELA 2 — Sintese de alguns anestésicos utilizados em anfibios por meio do método de imerséo

Anestésico Espécie Peso Concentragao Fonte
; " R. pipiens o) * Lumb & Jones
Alcool etilico (adultos) 10% (1984)

41



Benzocaina
Benzocaina
Benzocaina
Benzocaina
Benzocaina
Clorobutanol
Eugenol
Eugenol
Eugenol
Eugenol
Isoflurane
Isoflurane
Orajel®
Orajel®
Pentobarbital
Propoxato
MS-222
MS-222
MS-222
MS-222
MS-222
MS-222
MS-222

MS-222

Anfibios em geral
R. pipiens
Girinos e juvenis
Ras adultas

Anfibios em geral

Anfibios em geral
(adultos)

X. laevis

R. pipiens e X.
laevis

R. pipiens
(adultos)

Salamandra (A.
tigrinum)

X. laevis e Bufo
X. laevis

Acris crepitans
Bufo fowleri

R. pipiens

R. pipiens
(adultos)

Anfibios em geral

R. pipiens

Ras adultas e
salamandras

Ras adultas
Acris crepitans

Bufo fowleri

Anfibios em geral
(adultos)

Réas adultas e
salamandras

90 a
140 g

0,4 a
169

2,1a
27,3 g

40 a 60

0,4 a
169

2,1a
27,3 g
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0,01%- 0,03%
200 mg/I

200 - 300 mgl/I
200 - 300 mg/I*
100 - 200 mg/I
0,20%

350 mg/l

318 mg/l - 350
mg/l *

310 - 318 mg/l
450 mg/l
0,28%*

0,03 - 0,06 ml/g
1,0 g/l

1,0 g/l

300 mg/I

16 ppm*

200 mg/l - 500mg/I
100-800 mg/L
500 - 2000 mg/I
200 - 500 mg/I*
0,54/l

0,54/l

acima de 1,0 g/l

1a2dgl

Mitchell, 2009

Cakir e Strauch
(2005)

IACUC (Univ. of
Arizona)

Smith (2007)

Vet. Form. (Univ.
Minnesota)

Lumb & Jones
(1984)

Guenette et al.
(2007)

Mitchell, 2009

Lafortune et al.
(2001)

Mitchell et al.
(2009)

Mitchell, 2009
Reed (2005)
Smith (2007)

Smith (2007)

Cakir e Strauch
(2005)

Lumb & Jones
(1984)

Mitchell, 2009

Cakir e Strauch
(2005)

IACUC (Univ. of
Arizona)

Smith (2007)
Smith (2007)
Smith (2007)

Gentz (2007)

Lab Anim
Resource, 2007



MS-222

MS-222

MS-222

MS-222

MS-222

Ras adultas e
sapos

Ras adultas

X. laevis

R. pipiens
(adultos)

Anfibios em geral

2a3gll
1:1000

300 - 500 mg/I*
0,1%*

30 - 1500 mg/I*

Lab Anim
Resource, 2007

CCAC(1993)

Reed (2005)

Lumb & Jones
(1984)

Hendrik & Winwill
(2002)
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nas dependéncias do Ranario Experimental da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, onde foram avaliados trés compostos
anestésicos, dos quais dois eram substancias naturais, o eugenol e o mentol, e o
terceiro sintético, a benzocaina. Cada farmaco foi avaliado quanto aos objetivos
propostos, de acordo com as diferentes fases de desenvolvimento da ra-touro
(Lithobates catesbeianus), ou seja, imago (5-10g, 20-30g), juvenil (80-100g) e adulto
(120-160g) e girino (15, 30, 45, 60 e 75 dias de idade). Todos os animais utilizados
neste trabalho (23.400 animais) foram provenientes do proprio Ranario

Experimental.

Os anestésicos avaliados foram comprados no comércio local, em farmacias
especializadas na venda de produtos odontolégicos ou em farmacias de
manipulagédo. Tanto o mentol quanto o eugenol foram adquiridos na sua forma pura
(99% a 100% de pureza) e, uma vez que possuem propriedades hidrofébicas, foi
necessaria a diluicdo prévia desses compostos em alcool comum (96%). A solugao
padrao estabelecida foi de 0,1g de mentol por mL de solugdo (10%) e de 50g de
eugenol por mL de solugdo (1:20), tornando-os, assim, mais soluveis em agua. A
benzocaina por sua vez foi adquirida ja diluida, na concentragcdo de 0,1g de

benzocaina por mL de solucéo.
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41. FASE 1 -

GIRINOS |

As desovas de ra-touro coletadas no setor de reproducdo do Ranario
Experimental, com o auxilio de uma jarra plastica, foram colocadas em caixas de
fibrocimento com capacidade de 1000 litros, com uma pequena lamina de agua até a
eclosdo. As datas da desovas foram anotadas em cada caixa de fibrocimento para
controle da idade dos animais. Aguardou-se o término das modificagdes
embrionarias e a transformacédo das larvas em girinos. Apés o desenvolvimento
larval, 0 manejo diario adotado nas caixas de fibrocimento foi: troca parcial da agua
pela manha, aproximadamente 10 a 20% do volume total da caixa, e alimentagao
dos animais seis vezes ao dia, com ragcdo para peixes carnivoros, com 36% de
proteina bruta, triturada e peneirada (granulometria compativel com a cavidade
bucal), até que atingissem a idade desejada, ou seja, 15, 30, 45, 60 e 75 dias de

idade.

O procedimento adotado para a avaliagdo dos anestésicos (benzocaina,
eugenol e mentol) foi o mesmo para todas as faixas etarias. Assim, de acordo com a
idade avaliada, uma amostra, ao acaso, foi coletada, com auxilio de uma peneira de
plastico, com didmetro de 15 centimetros, e colocada em um balde plastico, com
capacidade para 5 litros, contendo 2,5 litros de agua, proveniente da prépria caixa
de fibrocimento em que os animais estavam alocados. A amostra, entao, foi levada
ao laboratério, onde os girinos foram colocados em bandejas plasticas e, em
seguida, contados e separados em grupos, de modo que cada grupo continha dez

girinos. Para a determinagao das concentragées minimas e maximas para sedacgao
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e anestesia, assim como, o tempo de indugdo, manutencéo e retorno, de cada um
dos anestésicos, foram utilizados cinco grupos de girinos para cada faixa etaria (15,

30, 45, 60 e 75 dias), conforme exemplificado no esquema abaixo:

Girinos / g:

(X dias de idade) Benzocaina ) gr.
r.

A wON -

Gr.

Gr
< Eugenol < Gr.
Gr.
Gr.

A wON -

Gr.
Gr.
Mentol < Gr.

\ Gr.

Gr.

a b ON -

Apos separados os cinco grupos e determinado o anestésico a ser avaliado,
cada grupo foi alocado em uma cuba de vidro ambar, contendo 1 litro de solugao
(dgua + anestésico), com diferentes concentracées do composto anestésico a ser
avaliado (FIGURA 2A). Sob essas cubas foi colocada uma bandeja de plastico
contendo agua aquecida (FIGURA 2B), para manter constante a temperatura no
interior das cubas, entre 36 a 37°C, medido, constantemente, por meio de
termdmetro infravermelho com mira a laser, durante todo o periodo experimental

(360 minutos).
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FIGURA 2 - Girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) no interior da cuba de vidro

contendo solugdo anestésica (A) sobre bandeja plastica com agua aquecida

(B).

Durante o periodo de indugédo (180 minutos), os animais foram avaliados, a
cada 15 minutos, quanto ao reflexo de fuga (ReF) e a nocicepgao (NoC). O primeiro
reflexo observado a cada intervalo de tempo (15 minutos), durante o periodo de
indugao, foi o ReF, avaliado contando-se, individualmente, o numero de animais que
responderam a leve vibragado da agua (leve toque com a pinga cirurgica na borda da
cuba, as ondas mecanicas sao transmitidas no meio material, estimulando o animal)
e a leve movimentagdo da agua. A resposta ou a néo resposta, a estes dois
estimulos levou a classificagao dos animais, quanto ao reflexo de fuga, em presente
ou ausente. Em seguida, acompanhou-se o numero de animais que reagiram a uma
leve pressdo na base da cauda, reflexo nociceptivo, com o auxilio de uma pinga
cirurgica. Do mesmo modo como na avaliagdo do ReF, a resposta ou ndo dos

girinos de ra-touro, levou a classificagcdo dos animais quanto a NoC em presente ou
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ausente. Os que nao esbogaram qualquer reagdo ao teste de ReF, mas
reagiram a NoC, foram considerados sedados e aqueles que além de nao reagirem

a ReF e, nem tao pouco, ao NoC foram considerados anestesiados.

Ap0ds o periodo de indugdo, os animais foram retirados da solugdo anestésica
e colocados em cubas vidro, contendo 1 litro de agua sem anestésico, onde os
girinos foram mantidos até que todos apresentassem comportamento normal. Nesta
fase, denominado periodo de retorno, os animais foram avaliados, da mesma forma
como o realizado no periodo de inducdo, a cada 15 minutos, quanto a ReF e NoC,
seguindo a mesma metodologia, até que todos restabelecessem o comportamento
normal ou por um prazo maximo de 180 minutos. Passados esse prazo, os animais

que nao responderam a qualquer estimulo foram classificados como mortos.

Para cada faixa etaria, diferentes concentragdes crescentes dos trés
anestésicos foram avaliadas, quanto a sedagao e anestesia dos animais, até o limite
maximo de 50% de mortalidade. De acordo com os resultados obtidos, cinco
concentracdes foram selecionadas, de modo que a menor concentragao induzisse a
sedacdo, em pelo menos 10% dos animais, e a maxima induzisse tanto a sedagéao
quanto a anestesia, em 100% dos animais, excluindo-se as dosagens que levassem

a obito mais de 50% dos girinos (TABELA 3).

TABELA 3 — Concentragcdes (mg/L) minimas a maximas de benzocaina, eugenol e mentol para
inducéo a sedacgao e a anestesia em girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) em

diferentes faixas etarias

Concentragao mg/L

\dade (dias) Benzocaina Eugenol Mentol
15 10 -30 5-25 20-40
30 30-50 10 - 30 10 - 30
45 45 - 65 10 - 30 20-40
60 30-70 15-35 20-60
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75 20 -40 20 -40 35-55

4.2.FASE 1 - GIRINOS I

Visou-se simular o transporte de girinos de ra-touro, em diferentes faixas

etarias (30, 45, 60 e 75 dias de idade), sob a acao dos trés anestésicos.

Assim como na fase anterior os procedimento e manejos adotados, desde a
coleta das desovas a obtencao dos girinos nas faixas etarias de 30, 45, 60 e 75 dias

de idade, foram os mesmos da fase anterior.

Para a avaliagdo dos anestésicos (benzocaina, eugenol e mentol), o
procedimento adotado foi o mesmo para todas as faixas etarias. Assim, de acordo
com a idade avaliada, uma amostra, ao acaso, foi coletada, com auxilio de uma
peneira de plastico, com didmetro de 15 centimetros, e colocada em um balde
plastico, com capacidade para 5 litros, contendo 2,5 litros de agua, proveniente da
propria caixa de fibrocimento em que os animais estavam alocados. A amostra,
entdo, foi levada ao laboratério, onde os girinos foram colocados em bandejas

plasticas e, em seguida, contados e separados, em grupos (FIGURA 3).

49



'-v

.

FIGURA 3 - Amostra de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), com 45 dias de idade,

sendo contadas e separadas para posterior indugao anestésica.

Para cada um dos trés anestésicos foram separados, seis a oito grupos,
contendo 200 girinos cada, que foram, em seguida, acondicionados em sacos
plasticos, medindo 50 cm x 60 cm, contendo 10 litros de solugédo anestésica (agua +
anestésico), em concentracdes crescentes, e oxigénio, o suficiente para completar o
volume do saco, deixando apenas 0 espago necessario para se vedar a abertura da

embalagem e impedir a volatilizacdo do gas (FIGURA 4).
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FIGURA 4 — Grupos de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) induzidos a sedagéo,
por meio de diferentes concentragbes de benzocaina, eugenol e mentol,

simulando o transporte dos animais.

Embora essa fase experimental tenha sido realizada sem o controle da
temperatura ambiente, as temperaturas, da agua e do ambiente local, foram
aferidas, por meio de termdémetro digital com mira a laser, no inicio do experimento,

no momento da indugédo dos animais (Tabela 4).

Na faixa etaria de 60 dias, as temperaturas da agua aferidas, no inicio da
indugdo anestésica, tanto para a benzocaina quanto para o mentol e o eugenol
foram superiores as das demais faixas etarias. As variagbes observadas foram de
1,60 °C, 2,20 °C e 2,30 °C a menos do que a observada na faixa etaria de 60 dias,
para os animais com 30, 45 e 75 dias de idade, respectivamente. Em peixes, essa
variagao na temperatura da agua poderia ser uma fonte de variagado nos resultados
obtidos, uma vez que pequenas alteragcdes na temperatura afetam o metabolismo do
animal e, consequentemente a resposta anestésica. Porém, os anfibios ao contrario

dos peixes possuem a glandula tiredide bem desenvolvida, o que minimiza os efeitos
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da variacdo de temperatura do ambiente. Assim, a pequena variacdo térmica
observada na agua das diferentes faixas etarias néo leva a alteragdes drasticas no
metabolismo dos girinos, devido a agdo da tiroxina produzida pela tiredide, nao

influenciando a resposta anestésica.

Tabela 4 — Temperatura da agua e do ambiente (°C) aferidos no inicio da indugcédo anestésica, por
meio da benzocaina, eugenol e mentol, de girinos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), em diferentes faixas etarias

Idade (dias) Benzocaina Eugenol Mentol

Temperatura da agua (°C)

30 23,80 23,80 23,80
45 23,20 23,20 23,20
60 25,40 25,40 25,40
75 23,10 23,10 23,10
Médias 23,88 23,88 23,88
Desvios 0,9241 0,9241 0,9241

Temperatura do ambiente (°C)

30 24,00 24,00 24,00
45 24,00 24,00 24,00
60 23,00 23,00 23,00
75 24,00 24,00 24,00
Médias 23,75 23,75 23,75
Desvios 0,5000 0,5000 0,5000

Nesta fase, durante o periodo de indugédo, os grupos foram avaliados
somente quanto ao numero de animais induzidos (NI) a sedagao, a principio, a cada
1 hora, durante as 5 horas iniciais e, posteriormente, somente apds 24 horas do

inicio da inducdo anestésica. Uma vez que, nesta fase a nocicepcdo nao foi
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avaliada, os animais foram considerados apenas sedados, apresentando auséncia

de movimento mesmo apds estimulo externo (movimentagéao dos sacos).

Apos a observacado de NI, a cada hora, durante as cinco horas iniciais, um
grupo de cada concentragao e de cada anestésico foi retirado da solugdo anestésica
e colocado em caixas plasticas em recuperagao com capacidade para 45 litros,
contendo 10 litros de agua corrente, a temperatura ambiente, para avaliagdo do
periodo de retorno, ou seja, o tempo necessario para que o maior numero de girinos
restabelecessem o comportamento normal, caracterizado pela resposta imediata a
movimentagcdo da agua. Observou-se, entdo, o numero de animais que
restabeleceram o comportamento normal (NR) e o tempo necessario para que isso

ocorresse, ou seja, o tempo de retorno (TR).

Passado as 24 horas, o mesmo procedimento anterior foi adotado, todos os
grupos de girinos foram retirados da solugdo anestésica e colocados caixas
plasticas, com capacidade para 45 litros, contendo 10 litros de agua corrente, a
temperatura ambiente, para avaliagao do periodo de retorno. Observou-se, entao, o
numero de animais que restabeleceram o comportamento normal (NR) e o tempo
necessario para que isso ocorresse, ou seja, o tempo de retorno (TR). O TR
estabelecido foi o tempo necessario para que o maior numero de girinos
restabelecessem o comportamento normal ou o tempo maximo de 180 minutos

(prazo maximo estabelecido para o restabelecimento do comportamento normal).

De acordo com o numero de girinos sedados ou nédo sedados, NI e NR foram
categorizados em quatro classes distintas: 1, quando 100% dos girinos (200
animais) apresentavam comportamento normal (ndo sedados); 2, quando mais de

50% estavam sedados (100 — 199 animais); 3, quando menos de 50% (1-99
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animais) apresentavam auséncia de movimento, apés estimulo externo; 4, 100% dos

animais estavam sedados.

Baseado nos resultados obtidos, cinco concentracbes foram selecionadas
(TABELA 5), excluindo a principio os tratamentos que apresentaram mortalidade
igual ou superior a 60%. Posteriormente, a concentragdo maxima foi estabelecida,
de modo que, esta induzisse a sedacdo em menos de 3 minutos, a mantivesse por
um periodo de cinco horas e o NR fosse superior a 50%. O terceiro e ultimo
parametro determinado foi a concentracdo minima. Esta foi selecionada de modo
que induzisse a sedagao, em pelo menos 50% dos animais, nas primeiras duas

horas.

TABELA 5 — Concentragdes (mg/L) minimas a maximas de benzocaina, eugenol e mentol para
inducédo a sedagcao em girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), em diferentes

faixas etarias

Concentragao mg/L

Idade (dias)
Benzocaina Eugenol Mentol
30 10 - 30 5-25 10 - 30
45 10 - 30 5-25 10 - 30
60 15-35 10 - 30 15-35
75 10 - 30 10 - 30 10-35

4.3.FASE 2 - IMAGOS, JUVENIS E ADULTOS

Nesta fase, os animais oriundos do setor de recria do Ranario Experimental
foram separados de acordo com o0 peso em quatro classes: imagos | (animais com

peso entre 5g a 10g), imagos Il (20g a 30g), juvenis (80g a 100g) e adultos (120g a
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160g). De acordo com essas quatro classes de peso, os animais foram
acondicionados em baias aquecidas, com area total de 22,5 m?> (5 m x 4,5 m). A
densidade maxima mantida em cada baia foi de 6,66 imagos I/m?, 4,44 imagos I/m?,
2,22 juvenis/m? e 1,50 adultos/m?. Os animais foram alimentados quatro vezes ao
dia, com racdo comercial para peixes carnivoros com 36% de proteina bruta e
granulometria compativel com a cavidade bucal, apés a troca da agua e limpeza das

baias.

Para cada um dos trés anestésicos (benzocaina, eugenol e mentol) avaliou-se
as quatro classes de peso, de modo que, cada classe foi submetida a 10
tratamentos, com concentragdes crescentes de solugdo anestésica, contendo dez
animais/tratamento. Assim, no total, considerando os trés compostos anestésicos,
foram utilizados nesta fase experimental 1200 animais, com pesos variando entre 5

a 160g (TABELA 6).

TABELA 6 - Numero de animais por tratamento € numero total de animais por classe de peso, de
imagos, juvenis e adultos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), submetidos, a dez

tratamentos por classe de peso, a benzocaina, eugenol e mentol

N° total de
Anestésico Classe de peso Tratamentos . .No de animais/classe de
(9) animais/tratamento
peso
5-10 10 10 100
, 20-30 10 10 100
Benzocaina
80-100 10 10 100
120-160 10 10 100
5-10 10 10 100
20-30 10 10 100
Eugenol
80-100 10 10 100
120-160 10 10 100
Mentol 5-10 10 10 100
20-30 10 10 100
80-100 10 10 100
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120-160 10 10 100

As médias e desvios de peso e CRC, por classe de peso (imagos, juvenis e

adultos) dos animais avaliados no experimento estdo demonstrados na Tabela 7.

TABELA 7 - Médias e desvios de peso (g) e CRC (mm) de imagos | (5g a 10g), imagos Il (20g a
30g), juvenis (80 a 100g) e adultos (120 a 160g) de ra-touro (Lithobates catesbeianus)
nos trés anestésicos avaliados (benzocaina. euaenol e mentol)

Classe de Peso Benzocaina Eugenol Mentol
Peso (g)
Médias Desvios Médias Desvios Médias Desvios
Imagos | 7,1454 1,2075 7,0954 1,2263 6,7436 1,2669
Imagos |l 23,6812 2,4488 23,2734 2,0545 23,0268 2,4618
Juvenis 89,0656  8,9897 93,3778 12,9244 89,5502 8,8379
Adultos 140,7564 18,0040 136,2302 12,8741 131,5106 7,6674
CRC (mm)
Médias Desvios Médias Desvios Médias Desvios
Imagos | 43,9886 2,0563 44,1744  3,1490 42,254 5,28314
Imagos |l 65,5640 2,1370 64,4422 2,4841 64,9192 5,9905
Juvenis 101,9176 4,7351 101,5360 4,4031 102,3910 4,4119
Adultos 117,8402 4,1478 114,3428 3,6284 113,0155 3,2786

Vinte quatro horas antes do inicio do experimento e determinada a classe de
peso a ser avaliada no dia seguinte, quatro grupos, com dez animais cada,
pertencentes a essa classe de idade, foram retirados das baias e transportados para
uma baia adjacente, onde foram mantidos em jejum. Apds esse periodo de restrigao
alimentar (24 horas), os animais foram pesados, em balanga analitica de precisao
0,001g, medidos, mensurou-se o comprimento rostro-cloacal (CRC), por meio de
paquimetro digital de precisdo 0,001 cm, e marcados, com fios coloridos (FIGURA

5), segundo a metodologia adotada por Camargo Filho (2008). Animais jovens e
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adultos, 80g a 160g, foram marcados na pata direita, enquanto que os imagos (5g a

el

30g) foram marcados na cintura pélvica.

com marcagao na cintura pélvica (B).

Em seguida os animais foram acondicionados em caixas plasticas, com
capacidade de 45 litros, contendo a solucédo anestésica a ser avaliada. Na fase de
5g a 30g (imagos | e imagos Il) e de 80g a 160g (juvenis e adultos), os volumes de
solugédo anestésica utilizados foram de um e dois litros, respectivamente, de modo
que os animais ficassem com, aproximadamente, 1/3 do corpo imerso na solugao
(FIGURA 6). Evitando dessa forma o afogamento dos animais quando estes

perderam, por completo, o tdbnus muscular.
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FIGURA 7 — Imagos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) imersos em um litro de solugéo

anestésica. Em detalhe, altura da solugao em contado com o animal.

Embora o experimento tenha sido conduzido em ambiente natural, ou seja,
sem o controle da temperatura, a averiguagdo da temperatura da agua e do
ambiente foi realizada no inicio do experimento, durante o preparo da solugéo

anestésica, por meio de termdmetro digital com mira a laser (TABELA 8).
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TABELA 8 — Médias e desvios das temperaturas da agua e do ambiente, por anestésico e por

classe de peso de ra-touro (Lithobates catesbeianus) induzidos a sedagédo e a

anestesia
Classe de Peso Benzocaina Eugenol Mentol
Temperatura da agua (°C)

Médias Desvios Médias Desvios Médias Desvios
Imagos | 24,60 1,75 21,80 0,54 27,10 1,92
Imagos I 19,04 0,82 17,44 0,69 19,20 0,76
Juvenis 18,00 1,69 22,80 0,76 20,80 2,59
Adultos 20,80 0,76 18,80 1,48 22,20 0,99

Temperatura do ambiente (°C)

Médias Desvios Médias  Desvios Médias  Desvios
Imagos | 24,80 0,99 23,20 0,25 22,50 2,76
Imagos I 21,00 0,00 19,80 0,76 21,00 1,28
Juvenis 18,00 1,69 22,00 1,69 20,20 1,62
Adultos 21,20 0,40 19,40 1,21 22,20 0,99

A metodologia adotada para a avaliacédo dos trés anestésicos foi a mesma,
independente da classe de peso observada. Assim, os animais foram avaliados,
individualmente, a cada 15 minutos por um periodo de 5 horas (periodo de indugao),
quanto aos movimentos gulares, a presenga (normal ou lenta) ou auséncia de
reflexo de fuga e de equilibrio, e quanto a sensibilidade a nocicepgao leve (normal

ou lenta) e a nocicepgao profunda.

O primeiro parametro observado a cada intervalo de tempo (15 minutos) foi a
frequéncia respiratéria. Entdo, logo apos a retirada do animal da caixa plastica,
antes de iniciar qualquer estimulo, a frequéncia respiratoria foi acompanhada,
contando-se o numero de movimentos gulares (MovG) realizados durante um minuto
e, de acordo com esse numero, classificados em normal (MovG=1; 78 a 108
MovG/min), médio (MovG=2; 42 a 72 MovG/min), baixo (MovG=3; 6 a 36 MovG/min)

e ausente (MovG=4).
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Em seguida os demais parametros foram observados, seguindo a sequéncia:
reflexo de fuga (ReF), equilibrio (EqL), nocicepcdo leve (NoclL) e nocicepgao

profunda (NocP).

O reflexo de fuga foi avaliado colocando-se o animal por sobre a bancada e
observando seu comportamento. Nos casos em que os animais fugiram de imediato,
tdo logo posto por sobre a bancada, o ReF foi considerado normal. Para os animais
que necessitaram de um tempo, menor que 10 segundos, para a fuga, o ReF foi
estabelecido como lento e aqueles que nao esbogaram qualquer reacéo de fuga em

10 segundos, o ReF foi classificado como ausente.

A auséncia ou presenca de equilibrio foi avaliada cronometrando-se o tempo
necessario para que 0s animais retornassem a posicdo normal apods serem
colocados, sobre uma superficie plana, e ndo escorregadia, em decubito dorsal

(FIGURA 7).

FIGURA 7 — Imago de ra-touro (Lithobates catesbeianus), induzido a sedagdo, colocado
sobre uma bancada plana, em decubito dorsal, para avaliagdo da presenca

ou auséncia de reflexo de equilibrio.
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Os animais que retornaram a posicdo normal de imediato, o EqL foi
classificado como presente e normal. Nos casos em que 0s animais nao retornaram
a posicao normal de imediato, mas o fizeram em menos de dez segundos, o EqL foi
categorizado como presente e lento, e nos casos em que 0s animais nao esbogaram
qualquer reagao, permanecendo em decubito dorsal, por mais de dez segundos, o

reflexo de equilibrio foi considerado ausente.

A nocicepcgao leve (Nocl) foi avaliada por meio de uma leve pressao, com
auxilio de uma pinga cirurgica, no quarto dedo da pata posterior direita dos animais

(FIGURA 8).

FIGURA 8 — Leve pressao, com auxilio de pinga cirurgica, na pata traseira, de imago (A) e
adulto (B) de ra-touro (Lithobates catesbeianus), para determinagdo de

presencga ou auséncia de reflexo nociceptivo leve, apds indugao anestésica.

Do mesmo modo como na avaliacdo dos outros reflexos, quando os animais
responderam ao estimulo de imediato e de forma abrupta, o reflexo nociceptivo foi
considerado normal. Nos casos em que a resposta demorou alguns segundos ou
nao houve resposta, apés uma sequéncia de trés tentativas consecutivas, o NocL foi

classificado, entdo, como lento ou ausente, respectivamente.
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A avaliagao do reflexo a nocicepgao profunda (NocP) foi feita somente apds
constatagdo da auséncia de qualquer resposta aos outros estimulos (ReF, EqL,
MovG e NoclL), por ser um teste mais invasivo. Assim, uma vez que, 0s animais nao
apresentaram reagao aos estimulos anteriores, com o auxilio de uma haste flexivel
com ponta de algodao, aplicou-se uma leve pressao nos olhos dos animais (FIGURA
9). Os animais que responderam positivamente ao estimulo, o NocP foi classificado

como normal, caso contrario, como ausente.

FIGURA 9 - Leve pressado, com auxilio de uma haste flexivel com ponta de algodao, na
ocular de um exemplar adulto de ra-touro (Lithobates catesbeianus), para
determinagdo de presenga ou auséncia de reflexo nociceptivo profundo, apds

inducéo anestésica.

Apods o periodo de indugao (5 horas), os animais foram retirados da caixa
contendo solugdo anestésica e alojados em caixa plastica, de mesmo volume (45 L),

contendo 1 litro de agua corrente, no caso de imagos, ou 2 litros, no caso de juvenis
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e adultos, até que restabelecessem o comportamento normal, fase denominada de
periodo de retorno. Nesse periodo os animais foram também avaliados a cada 15
minutos, quanto a ReF, EqL, MovG, NocL e NocP, conforme relatado anteriormente

para o periodo de inducao, durante 5 horas.

Foram avaliadas dez concentragcdes crescentes de cada anestésico, em cada
uma das quatro classes de peso e, de acordo com os resultados obtidos, cinco
concentragdes, por anestésico e por faixa de peso, foram selecionadas (TABELA 9).
A maxima concentragdo foi aquela que induziu 100% dos animais a anestesia
profunda e levou a o6bito 30% dos animais quando mantidos em solugdo por um
periodo de cinco horas e a concentragdo minima selecionada induziu os animais

apenas a sedacao.

TABELA 9 — Concentragdes minimas a maximas de benzocaina, eugenol e mentol para indugao a
sedacgao e a anestesia de ra-touro (Lithobates catesbeianus), em diferentes faixas de

peso

Concentragao (mg/L)

Faixa de Peso

Benzocaina Eugenol Mentol

5g — 10g 50 -90 60 — 140 60 — 100

20g — 30g 50 — 150 50 — 150 50 — 150
80g — 100g 60 — 140 50 — 150 50 — 150
120g — 1609 60 — 140 75-175 75-175

4 4ANALISE ESTATISTICA

Uma vez que, as concentragdes utilizadas de cada anestésico, para cada

faixa etaria assim como para cada classe de peso, foram diferentes, a comparagao
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entre os trés anestésicos foi realizada pelas curvas de regressao obtidas. Além, de
modelos de regressao lineares simples e de platd, modelos de regressdo nao
lineares foram utilizados para o melhor ajustamento dos dados, com o auxilio do
pacote estatistico SAEG. Os modelos foram escolhidos baseados na significancia dos
coeficientes de regressao utilizando-se o teste t, adotando-se o nivel de 5% (p < 0,05)
de probabilidade, no coeficiente de determinagdo (R2 = S. Q. regressao/ S. Q.

Tratamento) e no fenémeno bioldgico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.FASE 1 — GIRINOS |

Em todos os testes realizados e em todas as faixas etarias a reacdo dos
girinos de ra-touro, ao primeiro contato com os anestésicos avaliados, foi de

hiperatividade, caracterizada pela rapida movimentagao na cuba.

A hiperatividade inicial observada durante a inducdo anestésica por meio do
eugenol foi igualmente relatada para juvenis de zebrafish (Danio rerio), pintado
(Psedoplasystoma corruscans), tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) e piavugu
(Leporinus macrocephalus) (GRUSH et al., 2004; VIDAL et al., 2006, OLIVEIRA et
al., 2007; VIDAL et al., 2007b, VIDAL et al., 2008). Mylonas et al. (2005) imputaram
essa reacgao (hiperatividade) a acdo apenas do eugenol, uma vez que, 0s
exemplares de Sparatus aurata e Dicentrarchus labrax, por eles avaliados, nao
apresentaram reacdes adversas a quantidade de alcool utilizado na diluicdo do
anestésico. Resultado que corrobora com os obtidos por Mylonas et al. (2005) foi
apresentado por Grush et al. (2004), onde os autores relataram a auséncia de
alteragcdes comportamentais em “zebrafish” (Danio rerio) expostos a 1440 ppm de

alcool por 96 horas.

Valente (2009) e Oliveira (2009) também relataram a ocorréncia de
hiperatividade logo apds indugado anestésica por meio de benzocaina, mentol e

eugenol em reprodutores de pacu (Piaractus mesopotamicus), matrinxa (Brycon
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cephalus), tilapia-do-nilo  (Oreochromis  niloticus), piavugu (Leporinus

macrocephalus), curimbata (Prochilodus lineatus) e trairdo (Hoplias lacerdae).

Segundo Collins (1978) a hiperatividade €& o primeiro comportamento

observado em um animal induzido a anestesia.

Apoés a hiperatividade inicial, o comportamento dos girinos seguiu o seguinte
padrao: natacao lenta; imobilizagdo dos animais, em que a natagao so6 foi observada
apos estimulo externo (vibragdo da agua e/ou leve movimentagcdo das cubas e
pingada leve na base da cauda), auséncia total dos movimentos; parada dos animais

em decubito dorsal e, em alguns casos, na posi¢ao lateral.

3.7.3. Eugenol

5.1.1.1. Faixa Etaria: 15 dias

Nesta faixa etaria as concentragcées de eugenol utilizadas foram de 5 mg/L

(T4), 10 mg/L (T2), 15 mg/L (T3), 20 mg/L (T4) e 25 mg/L (Ts) de eugenol.

Na dosagem de 5 mg/L, 50% dos girinos foram sedados ap6s 15 minutos de
imersao, estado mantido por 180 minutos, em 30% dos girinos, e por 165 minutos
em 20% dos animais. Apenas um caso de anestesia foi observado, apds 15 minutos
de imersdo, com duracido de 180 minutos. A ocorréncia de anestesia no tratamento
T4 foi um caso isolado e ndo observado nas concentragdes seguintes indicando que
0 girino anestesiado se tratava de um animal debilitado ou mais sensivel ao

anestésico.
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Existem diversos fatores bidticos e abidticos que podem interferir na eficacia
de um anestésico, resultando em nao inducdo anestésica ou inducdo de uma
pequena parcela da populagao. Entretanto, € pouco provavel que fatores abiéticos
como temperatura, ph e salinidade, tenham interferido nos resultados levando a nao
inducao dos animais, uma vez que, todos os animais utilizados em cada um dos
tratamentos, foram alocados ao mesmo tempo no interior das respectivas caixas
plastica contendo solugdo anestésica previamente homogeneizada. Dentre os
fatores bioldgicos que poderiam interferir na agdo de um anestésico citam-se
variagdo individual (genética), tamanho ou peso, maturidade sexual, condigéo
corporal (conteudo de reserva corporal), estado de saude e estresse (ROUBACH et

al., 2002; KING et al., 2005; ROSS e ROSS, 2008).

Excluindo a variagao de peso e tamanho, a influéncia da maturidade sexual, a
condicdo corporal e o estado de saude, visto que todos os animais utilizados
pertenciam a mesma desova, restam apenas o estresse e a variagao individual

(genética).

Uma vez que todos os animais utilizados foram criados no mesmo local e sob
as mesmas condi¢des de manejo sanitario, profilatico e alimentar (ragcdo com 36%
PB, ad libitum), acredita-se que, se houve diferengas entre eles, com respeito ao
nivel de estresse, provavelmente, essas variagcdes sdo do proprio individuo devido a

variabilidade fisiolégica e ndo devido a fatores abidticos.

No tratamento T4, 50% dos girinos foram sedados apdés 15 minutos de
imersao e a anestesia ndo foi alcangada. Provavelmente, essa baixa eficiéncia seja
devido a baixa dosagem anestésica utilizada, ndo sendo o suficiente para sedagao e

anestesia dos animais nessa faixa etaria. Entre os animais sedados, o tempo médio
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de manutencao a sedacao foi de 174 £ 8 minutos e o tempo médio de retorno de 15

minutos.

No tratamento T,, 60% da populacdo amostral foram sedadas apds 15
minutos de imersdo em solugdo anestésica. Porém, nessa dosagem, a anestesia
assim como tratamento anterior ndo foi atingida. Dentre os animais sedados, essa
condicdo foi mantida por um periodo de 180 minutos e o retorno ao estado normal

ocorreu apos 15 minutos de imersao em agua livre de anestésico.

Nos tratamentos seguintes (Tz= 15 mg/L, T4= 20 mg/L e Ts= 25 mg/L), todos
0s animais induzidos a anestesia (100% da populagdo amostral) alcangaram o
estagio de sedacdo apdés 15 minutos de imersdo na solugdo anestésica. No
tratamento T3, 30% dos animais mantiveram a sedagao por menos de 60 minutos
(TMmedio= 50 £ 9min) e os demais por em média 163 + 29min. Em razdo do pequeno
nuamero de animais que permaneceram sedados por menos de uma hora (trés
animais), provavelmente devido a maior resisténcia desses girinos ao composto
anestésico (variagao individual), o tempo médio de manutengcdo a sedagcdo nesse
tratamento foi menor do que nos demais tratamentos (TMmggio= 129 £ 59min). Nos
tratamento T4 e Ts a sedacgao foi mantida por 180 minutos, em 100% dos casos, e 0
retorno ocorreu, em média, apés 21 £ 10min e 19 + 11min, respectivamente, de
imersdo em agua pura. No tratamento T3, dentre os animais sedados por 180

minutos (50%da populagao), o tempo de recuperagao foi de 15min.

A anestesia foi observada a partir da dosagem de 20 mg/L de eugenol (T4) e
em 100% dos animais amostrados tanto em T4 quanto em Ts. Esse estado foi

mantido por 180 minutos, em ambos os casos, e o tempo de recuperagao foi de 18 +
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9min para o tratamento T, e de 14 + 8min para o tratamento Ts em que foi

observado o nao retorno de 20% da populagdo amostrada.

Os valores ajustados pela regressao dos tempos de indugdo, manutengao e
retorno a sedagao e a anestesia, em funcdo da concentragdo do anestésico, estao

apresentados na Tabela 10.

TABELA 10 — Valores ajustados pela regressédo dos tempos de indug¢ao (Tl), manutengéo (TM) e
retorno (TR) a sedagéo de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus) em fungéo

da concentracao de eugenol, na faixa etaria de 15 dias

Concentragao ~ .
(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugéo Manutengéao Retorno Inducéo Manutengao Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
5 7 80 4 - - -
10 11 112 8 - - -
15 13 142 14 - - -
20 15 165 15 15 111 15
25 16 180 17 16 180 16

Os tempos de indugao a sedacgéao (Tlseq) ajustaram-se a um modelo nao linear
sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdo, com R? de 0,8953. Os
valores obtidos pela regressdo nos tratamentos iniciais (T1 e T2), inferiores aos
valores médios citados anteriormente ocorreram, provavelmente, devido ao
ajustamento dos dados pelo modelo de regressao, que considerou toda a populagao
amostral e ndo apenas a que alcangou a sedagao (50%) como no caso da obtencgéo
do tempo médio a sedacado citado anteriormente. Todavia, em funcdo da baixa

eficiéncia desses dois tratamentos na inducdo a sedacdo e a anestesia essa
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subestimacdo dos valores torna-se irrelevante, uma vez que, o uso delas é

desaconselhavel.

De acordo com o modelo de regresséo, a partir da dosagem de 16,65 mg/L de
eugenol, onde se encontra o ponto de curvatura maximo (ponto em que Tlggqg
comeca a estabilizar), o tempo de inducdo a sedacdo dos girinos tende a

estabilidade, ou seja, aumentos na dosagem anestésica ndo levam a aumentos ou a

redugoes de Tlseq (FIGURA 10).

Tempo
{minutos) Sed= 15,98397[1+axp(1, 28506 - 0,197 23 DOS))
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|
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FIGURA 10 — Valores ajustados pela regressédo dos tempos de inducdo a sedagcdo em

funcdo da concentracdao de eugenol, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 15 dias.

Resultados que corroboram com os obtidos (tempo de indugédo tendendo a
estabilidade) foram relatados por Inoue et al. (2003) e Vidal et al. (2008; 2007a;
2007b) ao avaliarem a eficacia do eugenol como anestésico para juvenis de B.
cephalus, e juvenis de O. niloticus, L. macrocephalus e B. cephalus,
respectivamente, em que, de acordo como os autores, o tempo de indugcédo nestas

espécies tendeu a estabilidade com o0 aumento da dosagem anestésica.
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Os tempos de manutengdo a sedacgdo (TMseq) ajustaram-se a um modelo ndo
linear sigmoidal simples em resposta a variagao da concentragdo, com R? de 0,9352.
De acordo com o modelo de regressao, a partir da dosagem de 23,46 mg/L de
eugenol, onde se encontra o ponto de curvatura maximo (ponto em que TMseq
comeca a estabilizar), aumentos na dosagem anestésica ndo levam ao aumento do

tempo de manutengao a sedacgao (FIGURA 11).

Tempo
(minutos) Man= 200,00000/(1+exp(1,05058 —0, 13001 DOS)
200 Ri=0,9352
| 176,16
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¥
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FIGURA 11 - Valores ajustados pela regressdo dos tempos de manutencdo a sedagdo em

fungdo da concentragdo de eugenol, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 15 dias.

Logo, a partir desse ponto, o aumento da concentragdo anestésica nao
apresenta ganhos na eficiéncia de manutengao a sedagao, mas leva ao aumento da
probabilidade de oObitos e ao gasto desnecessario de anestésico e,

consequentemente, ao aumento dos custos de operacéao.

Os tempos de retorno a sedagéo (TRseq) ajustaram-se a um modelo néo linear
simples em resposta a variagdo da concentragdo, com R? de 0,6612. De acordo o

modelo, até a dosagem de 23,10 mg/L, onde se encontra o ponto de curvatura
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maximo (ponto em que TRsq comeca a estabilizar), para cada acréscimo na
concentragao da solugéao anestésica de 1 mg/L de eugenol houve o aumento de 0,60
minutos no tempo de recuperacdo. Todavia, a partir desse ponto, aumentos na
dosagem anestésica nao levam a alteragdes significativas no tempo de retorno a

sedacéao (FIGURA 12).

Tempo
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FIGURA 12 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de retorno a sedagéo em fungao
da concentragdo de eugenol, de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus),

na faixa etaria de 15 dias.

Os tempos de inducdo a anestesia (Tlane) ajustaram-se a um modelo ndo
linear sigmoidal simples em resposta a variagado da concentragdo, com R? de 0,9801,
segundo o qual Tlzne assim como Tlseq apresentou tendéncia a estabilizagdo nas

ultimas dosagens (T4 e Ts), com o tempo médio de 15,5 £ 0,7min.

Os tempos de manutengdo a anestesia (TMane) ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variacdo da concentracdo, com R? de 0,7862. TMane

apresentou comportamento crescente, onde foi observado que a partir de T4, O

72



aumento de 1 mg/L de eugenol levava ao aumento do tempo de manutencdo a

anestesia de 13,89 minutos.

Os tempos de retorno a anestesia (TRane) ajustaram-se a um modelo n&o
linear sigmoidal simples em resposta a variagado da concentragdo, com R? de 0,9437.
Assim como o observado no tempo de indugédo a anestesia, a partir da dosagem de

20 mg/L, TRane apresentou tendéncia a estabilizagao (15,5 = 0,7min).

As equacgdes de regressao ajustadas para as variaveis tempos de indugao
(Tlane), tempos de manutencdo (TMane) € tempos de retorno (TRane) @ anestesia

encontram-se na Tabela 11.

TABELA 11 - Equacgdes de regressao ajustadas para as variaveis tempos de indugéo (Tl,ne), tempos
de manutengédo (TM,,) € tempos de retorno (TRae) @ anestesia, em fungdo da
concentracdo de eugenol em girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa

etaria de 15 dias

Variaveis Equacgdes ajustadas R?
Tlane 16,03595/(1+exp(20,00000 - 1,15529 DOS)) 0,9801
TMane 32,40000 — 8,43429 DOS + 0,617143 DOS? 0,7862
TRane 15,89669/(1+exp(20,00000 — 1,17342 DOS)) 0,9437

5.1.1.2. Faixa Etaria: 30 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas de 6leo de cravo foram de 10

mg/L (T1), 15 mg/L (T2), 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de eugenol.
g g
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Na dosagem de 10 mg/L, a sedagao ocorreu em 100% dos animais apds, em
média 26 + 7min. Porém, nessa concentragdo, a anestesia ndo foi alcangada

provavelmente, em razdo da baixa dosagem anestésica utilizada.

No tratamento T,, a sedacao ocorreu apos um tempo médio de indugao de 15
* 2min, em 80% dos girinos (oito animais) e a anestesia, apds 45 minutos em 40%
dos animais (quatro animais). Uma vez que a parcela da populagao anestesiada néao
foi significativa (inferior a 60%), admite-se que estes animais se tratassem de
individuos mais sensiveis a acdo do farmaco, de modo que para essa faixa etaria a

dosagem de 15 mg/L foi considerada ineficaz para indugao a anestesia.

No tratamento T3 (20 mg/L) tanto a sedagdo quanto a anestesia foram
alcangadas em 100% da populagao amostral, ap6s em média 17 £ 5Smin e 20 + Smin,

respectivamente.

Nos tratamentos seguintes (T4 e Ts) 100% dos girinos foram sedados e

anestesiados apos 15 = 2min de indugao anestésica.

A manutencao a sedacdo em T4 foi de 164 = 5min, ndo sendo necessaria a
imersdo dos animais a agua livre de anestésico para o completo restabelecimento

dos animais, confirmando a hip6tese de baixa dosagem utilizada.

Na dosagem de 15 mg/L, a manutengdo a sedagao e a anestesia foram, em
média, de 167 = 20min e 139 + 45min, respectivamente. Apenas um individuo
manteve-se anestesiado por 180min, necessitando ser posto em agua pura para o
restabelecimento do comportamento normal, o que confirma a hipétese de baixa

eficacia dessa dosagem na indugéo a anestesia de girinos na faixa etaria de 30 dias.

Nos tratamentos seguintes tanto a sedagdo quanto a anestesia foram

mantidas por 180 £ 3min, por 100% da populagdo amostral.
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Em T4, o retorno a anestesia em 100% dos casos ocorreu apos 30 minutos e
o restabelecimento do comportamento normal (retorno a sedagao) apds 30min e 45
min, em 60% e 40% da populagdo amostral. Na dosagem de 30 mg/L (Ts), apos um
periodo de 180 minutos de imersdo, 100% dos girinos vieram a obito.
Possivelmente, o ébito dos girinos tenha ocorrido devido a dosagem elevada de
anestésico utilizada ou ao tempo excessivo de exposicdo, uma vez que, todos os
animais, sem excegao, vieram a obito. Devido as caracteristicas fisico-quimicas do
Oleo de cravo, talvez este tenha se aderido as branquias dos girinos, dificultando a
eliminacdo do produto e aumentado indiretamente o tempo de exposigcao ao

farmaco, aprofundando a anestesia em demasia, culminando na morte dos animais.

Sladky et al. (2001), ao avaliarem a eficacia de 6leo de cravo na inducéo
anestésica de pacus, (Piaractus brachypomus), relataram que os peixes submetidos
a anestesia com eugenol nas concentragcbes de 100 e 200mg/L, apresentaram
tempo de recuperagcdo elevado, e que alguns necessitaram ser reanimados.
Segundo os autores, a natureza persistente do 6leo de cravo, na superficie das
branquias, pode ter aumentando efetivamente o tempo de exposicido e,

consequentemente, prolongado o tempo de recuperagao dos animais.

Segundo King et al. (2005), doses elevadas de eugenol sdo frequentemente
associadas ao prolongamento do tempo de recuperagado e ao aumento significativo

da mortalidade.

De acordo com a metodologia, a menor concentragdo escolhida deveria
induzir a sedacdo no minimo 10% dos animais e a maxima induzir 100% dos
animais tanto a sedagdo quanto a anestesia, excluindo-se as dosagens que

levassem a obito mais de 50% dos girinos. Entretanto, embora o tratamento Ts tenha
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induzido a 6bito 100% dos girinos, essa concentracao foi selecionada porque doses
menores de eugenol (5 mg/L) ndo surtiram efeito; e por essa dosagem induzir a
sedacao e a anestesia de forma rapida. Provavelmente, se o periodo de exposicao a

solucao anestésica fosse menor, os animais nio tivessem vindo a obito.

Os tempos de inducdo, manutencdo e retorno a sedacdo e a anestesia,
ajustados pela regressdo, em fungdo da concentragdo do anestésico, estédo

apresentados na Tabela 12.

TABELA 12 — Valores ajustados pela regressao das variaveis tempos de indugéo (Tl), manutencéo
(TM) e retorno (TR) a sedacdo e a anestesia de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 30 dias, induzidos por meio de concentragdes

crescentes de eugenol

Concentragao ~ .
(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugdo  Manutengdo  Retorno Indugdo  Manutengdo  Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
10 23 152 - - - -
15 17 159 19 17 56 16
20 14 167 29 17 180 25
25 14 175 25 17 180 22
30 16 183 - 17 180 -

Nesta faixa etaria, os tempos de indugao a sedacao (Tlseq) ajustaram-se a um
modelo quadratico em resposta a variagdo da concentracdo. Tlseg apresentou
comportamento decrescente, indicando que aumentos na concentragao anestésica
levam a reducdo no tempo de inducao a sedacgao, 0,36 minutos para cada acréscimo

de 1 mg/L de eugenol.

Comportamento semelhante foi apresentado por Mylonas et al. (2005), ao

avaliarem o efeito do 6leo de cravo no tempo de indugdo a anestesia profunda, em
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duas espécies de peixes (D. labrax e S. aurata), a diferentes temperaturas (25°C e
15°C). Resultado ratificado pelos achados de Cunha e Rosa (2006) e por Okamoto
et al. (2009), ao analisarem os efeitos do eugenol no tempo de indugdo a anestesia

em sete espécies de peixes tropicais, e em juvenis do pampo (7. marginatus),

respectivamente.

Os tempos de manutencdo a sedagdo (TMseq) ajustaram-se a um modelo
linear em resposta a variagao da concentragdao. TMgeq apresentou comportamento
crescente com aumentos expressivos no tempo de manutengcdo com o aumento da

concentracido anestésica, 1,59 minutos para cada acréscimo na concentragao de 1

mg/L de eugenol.

Os tempos de retorno a sedacdo (TRseq) ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variagdo da concentracdo, com R? de 0,7223. TRseq
apresentou crescimento inicial crescente até a dosagem de 20 mg/L, onde o tempo

de retorno foi maximo (29 minutos), e em seguida decrescente (FIGURA 13).

Tempo
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FIGURA 13 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de retorno a sedagéo em funcgao

da concentragdo de eugenol, de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus)
na faixa etaria de 30 dias.
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Possivelmente, a superestimacao de Ts tenha ocorrido devido ao ajustamento
dos dados em razao da auséncia de TR a sedagao e a anestesia, uma vez que,

todos os individuos vieram a ébito.

Mylonas et al. (2005), ao compararem a eficacia do 6leo de cravo em duas
espécies de peixes, o dourado (Sparus aurata) e o robalo europeu (Dicentrarchus
labrax), em diferentes temperaturas, relataram que a 25°C, em ambas as espécies,
TR apresentou comportamento decrescente, reduzindo com o aumento da dosagem

utilizada.

Os tempos de indugdo a anestesia (Tlane), apresentaram o mesmo
comportamento observado em Tlsed e em Tlane na faixa etaria de 15 dias, e por

outros autores, como citado anteriormente, ou seja, tendéncia a estabilidade.

Talvez, a estabilizacdo do tempo de inducdo tenha ocorrido devido a
metodologia adotada, se os intervalos entre as observagdes tivessem sido menores
(inferior a 15 minutos), possivelmente o comportamento observado seria de redugao

de Tl com o aumento da dosagem.

Os tempos de manutengcdo a anestesia (TMane) ajustaram-se a um modelo
nao linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdo, com R? de
0,9999. O ponto de curvatura minima, que indica o inicio de aumentos expressivos
no tempo de manutencdo a anestesia, ocorreu na dosagem de 14,07 mg/L,
(FIGURA 14). A partir da concentragédo de 17,20 mg/L (ponto de curvatura maximo)
TMane cOmecga a estabilizar, indicando que aumentos na concentracédo de eugenol

nao levam a melhoras significativas no tempo de manutencéo.
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FIGURA 14 — Valores ajustados pela regressdo do tempo manutencdo a anestesia em

fungdo da concentracao de eugenol, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 30 dias.

Os tempos de retorno a anestesia (TRane) ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variacdo da concentragdo, com R? de 0,6495. TRseq
apresentou crescimento inicial crescente até a dosagem de 20 mg/L, onde o tempo

de retorno foi maximo (25 minutos), e em seguida decrescente (FIGURA 15).
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FIGURA 15 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos retorno a anestesia em fungao

da concentracdo de eugenol, de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus),
na faixa etaria de 30 dias.
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Todavia, nos tratamentos finais (T4 e Ts) os valores obtidos pelo modelo de
regressdo nao condizem com os valores médios obtidos. Possivelmente, a
subestimacdo de T, e a superestimacdo de Ts tenham ocorrido devido ao
ajustamento dos dados em razado da auséncia de TR a anestesia no tratamento Ts,
uma vez que, todos os individuos vieram a o6bito. Se desconsiderarmos os dois
ultimos valores obtidos (T4 e Ts), considerando-os como erro de ajustamento, e
adotarmos os valores médios observados 30 £ 1min e Omin (100% de &bito) teremos
que o tempo de retorno a sedagdo aumenta com o aumento da dosagem utilizada
até a dosagem de 20 mg/L e em seguida tende a estabilizagdo. Tempos de retorno
constantes, independentes da concentracdo anestésica utilizada, foram reportados
por Vidal et al. (2007b), ao avaliarem a eficiéncia do eugenol na anestesia de juvenis
de piavugu (L. macrochephalus) e por Valente (2009) ao observar os efeitos de trés
anestésicos (benzocaina, eugenol e mentol) na indugcdo anestésica de espécimes

adultos de piavugu (L. macrochephalus) e curimbata (P. lineatus).

5.1.1.3. Faixa Etaria: 45 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 10 mg/L(T1), 15 mg/L

(T2), 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de eugenol.

Nos tratamentos T1 e T,, apenas a sedacgao foi alcangada, apds em média 9 +
8min e 17 £ 5min de imersdo em solugao anestésica em 60% e 100% dos girinos,
respectivamente. A manutencio do estado sedado, no tratamento T4 foi mantida por
um periodo minimo de 45 minutos (trés casos) e maximo de 180 minutos (dois

casos), sendo o tempo médio de manutencao de 57min. Na concentragado seguinte
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(15 mg/L), o tempo médio de manutencéao foi de 177 + 9min. O retorno dos animais
ao estado normal, nos tratamento T e T, ocorreram apos 3 + 3min e 14 £ 5min de
imersdo em agua livre de anestésico, respectivamente. O baixo valor obtido para o
retorno dos animais na concentragdo de 10 mg/L ocorreu em fungcdo do numero
reduzido de animais que permaneceram sedados por 180min e necessitaram ser
colocados em agua pura para o completo restabelecimento (dois casos), indicando a
baixa eficiéncia dessa dosagem para sedacdo dos girinos de ra-touro por um

periodo superior a 57min.

Nas concentragdes seguintes, a sedagao ocorreu apos 15 £ 2min de imerséo,
em 100% dos girinos, estado mantido por 178 £ 2min. O tempo de retorno a sedagéao
variou entre 15min (33,33%) € 90min (3,33%), sendo o tempo médio de retorno de
20 £ 7min, 33 = 14min e 45 % 26min, para os tratamentos T3, T4 e Ts,

respectivamente.

A anestesia foi observada a partir de Ts. Porém, nessa dosagem apenas
quatro animais (40%) alcangaram este estagio anestésico apdés um periodo médio
de exposicao ao 6leo de cravo de 75 = 35min. O pequeno numero de individuos
anestesiados e o grande periodo de tempo necessario para a indugdo anestésica
indicam a baixa eficiéncia dessa dosagem para a indugao a anestesia de girinos na

faixa etaria de 45 dias.

Nas dosagens de 25 mg/L e 30 mg/L, 100% da populacdo amostral
encontravam-se anestesiados apos 56 £ 10min e 15 = 1min de imersdo em solugao
anestésica, respectivamente. Estado mantido em ambos os casos por um periodo
de 180 minutos e com a recuperacao de todos os animais apds 20 + 10min (T4) e 36

1 18min (Ts) de imersdao em agua livre de anestésico.
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Os valores ajustados dos tempos de indugdo, manutengcdo e retorno a
sedacdo e a anestesia, em funcdo da concentracdo do anestésico, estdo

apresentados na Tabela 13.

TABELA 13 — Valores ajustados dos tempos de indug¢ao (Tl), manutengdo (TM) e retorno (TR) a
sedagdo e a anestesia em funcdo da concentragdo de eugenol, de girinos de ra-

touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 45 dias

Concentragao

(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugéo Manutengéao Retorno Inducéo Manutengao Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
10 10 57 2 - - -
15 14 177 12 - - -
20 16 180 23 75 72 7
25 16 180 33 56 179 19
30 14 180 44 15 181 36

O tempo de indugdo a sedacgao (Tlseq) ajustado pela regressdo apresentou
comportamento inicial crescente (0,40 minutos para cada acréscimo na
concentragdo de 1 mg/L de eugenol), estabilizando nas dosagem de 20 mg/L e 25
mg/L, e em seguida decrescente, indicando que aumentos na dosagem de dleo de

cravo levam a reducao do tempo de indugao a sedagéao (0,36 min/mg/L).

Resultados que corroboram com os obtidos foram relatados para reprodutores
de pacu (Piaractus mesopotamicus) induzidos a anestesia por meio de imersao em

Oleo de cravo (OLIVEIRA, 2009).

Valente (2009), entretanto, ao avaliar o uso de trés anestésicos, entre eles o
6leo de cravo, a benzocaina e o mentol, em trés espécies de peixes em idade

reprodutiva (piavugu, curimbata e trairdo), relatou a independéncia entre as variaveis
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Tl e concentragdo anestésica. Segundo o autor, em reprodutores de piavugu e
curimbata, induzidos a anestesia profunda por meio de aspersdo branquial de
eugenol e benzocaina (piavugu), e por mentol, benzocaina e 6leo de cravo

(curimbata), o tempo de indugcdo apresentou valores constantes independente da

dosagem anestésica utilizada.

Os tempos de manutengéo a sedacgdo (TMseq) ajustaram-se a um modelo ndo
linear sigmoidal simples em resposta a variagado da concentragdo, com R? de 0,9999.
De acordo com o modelo, na concentragdo de 12,86 mg/L (ponto de curvatura
maximo) TMseq cOmeca a estabilizar. Assim, o tempo de manutengao a sedagao nos

tratamentos T, T3, T4 € Ts ndo apresentam diferengas significativas entre si.

Os tempos de retorno a sedagéo (TRseq) ajustaram-se a um modelo linear em
resposta a variagdo da concentracdo, com R? de 0,9861. TRsq apresentou
comportamento crescente, indicando que aumentos na concentracdao da solucao

anestésica levam a aumentos expressivos no tempo de retorno (2,07min/mg/L de

oleo de cravo) (FIGURA 16).
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FIGURA 16 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de retorno a sedagéo em fungao

da concentragdo de eugenol, de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus),
na faixa etaria de 45 dias.
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Nos tratamentos T1 (10 mg/L de eugenol) e T, (15 mg/L de eugenol), os
tempos de indugcdo a anestesia ajustados pela regressdo foram superestimados,
enquanto que no tratamento T3 (20 mg/L de eugenol), os mesmos foram
subestimados. Uma hipotese para explicar o ocorrido seria o numero reduzido da
populagdo amostral que, nessas concentragdes, atingiram o estado de anestesia
(0% em Tq; 0% em T, 40% em T3), em razdo da baixa dosagem anestésica
utilizada. Assim, em virtude do ajustamento dos dados devido a ndo indugdo a
anestesia de parcela representativa da populagdo e da grande variagao nos tempos
de inducdo, os valores estimados ndo condizem com o0s valores observados em
laboratério. O que explica o baixo valor de R? obtido pelo modelo de regressdo (R*=

0,3345).

Considerando os valores médios observados em Tl, tem-se que este diminui
a medida que se aumenta a concentragao de eugenol. Trabalhos que corroboram
com este resultado, em que o aumento da dosagem anestésica leva a redugao do
tempo de inducgdo, foram relatados por Neu et al. (2009), em juvenis de carpa
comum (C. carpio); Coppola et al. (2008), em alevinos de lambari (A. altiparanae) e

Park et al. (2008), em juvenis de garoupa (E. bruneus).

Os tempos de inducido a anestesia observados e as respectivas frequéncias

relativas, por tratamento, estdo apresentados na Tabela 13.
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TABELA 14 — Tempo de indugéo a anestesia, em minutos, e as respectivas freqléncia relativas, em

porcentagem, em fungéo das concentragdes de eugenol utilizada

Tratamentos Tempo de retorno (minutos) Frequéncia (%)
T4 (10 mg/L) 0 100
T, (15 mg/L) 0 100
T3 (20 mg/L) 45 20
318 mg 105 20
30 10
T4 (25 mg/L) 45 10
60 80
Ts (30 mg/L) 15 100

De acordo com o modelo de regressao, os tempos de manutengao a
anestesia (TMane) apresentaram comportamento crescente até a dosagem de 22,46
mg/L (33,79 minutos para cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L de eugenol) e
em seguida tendéncia a estabilizagdo. Assim, a partir dessa dosagem TMane

apresenta valores constantes independente da concentragdo anestésica utilizada.

Os tempos de retorno a anestesia (TRane) ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta & variacdo da concentragdo, com R? de 0,9985. TRane
apresentou comportamento crescente, indicando que aumentos na concentragao da

solucdo anestésica levam a aumentos expressivos no tempo de retorno (3min/ mg/L

de eugenol) (FIGURA 17).
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FIGURA 17 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno a anestesia em

fungdo da concentragdo de eugenol, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 45 dias.

Trabalhos que ratificam os resultados obtidos foram reportados por Okamoto
et al. (2009), em juvenis do pampo (7. marginatus); Coppola et al. (2008), em

alevinos de lambari (A. altiparanae) e Park et al. (2008), em juvenis de garoupa (E.
bruneus).

5.1.1.4. Faixa Etaria: 60 dias

Nesta faixa etaria as concentracdes utilizadas foram de 15 mg/L (T), 20 mg/L

(T2), 25 mg/L (T3), 30 mg/L (T4) e 35 mg/L (Ts) de eugenol.

No tratamento T4, apenas a sedacéao foi alcangcada possivelmente em razao
da baixa dosagem anestésica utilizada. Apés 15min (70%) a 30min (30%) de
imersdao em solugao anestésica, 100% dos animais imersos ndo apresentavam
reflexo de fuga. A sedacgao foi mantida por um periodo médio de 116 + 23min, por

40% da populagdo amostral que nao necessitaram ser imersos em agua pura para o
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completo restabelecimento do comportamento normal, enquanto que, os demais
(60%) mantiveram-se sedados por um periodo de 180 minutos e foram colocados
em agua livre de anestésico para o retorno ao estado normal. Nestes animais, o

tempo de recuperacdo médio foi de 9 £ 8min.

No tratamento T,, a sedacido assim como em T4, ocorreu apds um periodo de
20 = 7min de imersao, em 100% da populagao amostral. A anestesia, ndo observada
em T4, foi constatada em 40% dos girinos imersos. Supde-se que a nao indugéo de
parcela representativa da populagao (acima de 60%) tenha ocorrido devido a baixa
dosagem anestésica utilizada, anestesiando apenas os individuos mais sensiveis a

acao do eugenol.

Nos demais tratamentos (T3, T4 € Ts) a sedagao dos girinos foi constatada
apos 16 = 4min de imersao, porém, o tempo de indugdo necessario para que 0s
girinos perdessem completamente o sentido de nocicepg¢ao (anestesia), variou de
acordo com a dosagem de eugenol utilizada. Em T3, o tempo médio necessario foi
de 47 £ 5min (100% da populagéo), enquanto que, em T4 o tempo de indugéao variou
entre 15min (60%) e 30min (40%), e em Ts, o tempo médio observado foi de 16 *
3min. A manutencao tanto do estado sedado quanto do anestesiado, nestes trés

tratamentos, foi de 180 minutos em 100% dos casos.

Na dosagem de 25 mg/L (T3), os tempos médios de retorno a anestesia e a
sedacao foram respectivamente de 23 + 24min e 24 + 28min. Em T4 (30 mg/L) e Ts
(35mg/L), os tempos de retorno a anestesia e a sedagao variaram entre 30 e 45
minutos e 30 e 120 minutos, no primeiro caso, e, no segundo caso, entre 45 e 90
minutos e 75 a 180 minutos. Nestas concentragdes foram observadas o nao retorno

(6bito) de 60% (T4) e 50% (Ts) dos animais imersos. Uma vez que, uma parcela
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representativa da populacdo amostral foi a ébito, supde-se que isso tenha ocorrido
devido a dosagem elevada de anestésico utilizada ou ao tempo excessivo de

exposicao.

Os tempos de inducdo, manutencdo e retorno a sedacdo e a anestesia,
ajustados pela regressdao em fungdo da concentragdo do anestésico, estédo

apresentados na Tabela 15.

TABELA 15 — Valores ajustados dos tempos de inducao (Tl), manutencdo (TM) e retorno (TR) a
sedacdo e a anestesia, em fungdo da concentracdo de eugenol, de girinos de ra-

touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 60 dias

Concentragao ~ .
(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugdo  Manutengdo  Retorno Indugdo  Manutengdo  Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
15 20 155 6 - - -
20 19 180 12 24 72 6
25 17 180 37 35 179 21
30 16 180 60 31 181 22
35 15 180 90 12 181 22

No tratamento T, (20 mg/L de eugenol), os tempos de indugdo, manutencgéao e
retorno a anestesia foram subestimados pela equagao de regressdo, provavelmente
em razao do pequeno numero de animais induzidos a anestesia (quatro animais) e a
grande variancia encontrada nas respostas a indugao anestésica (T, TM e TR)

desses animais.

Embora alguns valores ajustados, principalmente os iniciais, tenham diferido

do observado experimentalmente, muitas vezes subestimando esses valores, o
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comportamento estimado pela regressdo se ajusta adequadamente ao

comportamento observado experimentalmente.

Nesta faixa etaria, os tempos de indugao (Tlseq) @ sedacao ajustaram-se a um
modelo linear decrescente, indicando que aumentos na dosagem anestésica levam

a reducgao do tempo de indugéo (0,27min/mg/L de eugenol).

Comportamento semelhante ao obtido para Tl (linear decrescente) foi relatado
para tilapias em idade reprodutiva durante a indugdo anestésica por meio de

imersdo em 6leo de cravo (OLIVEIRA, 2009).

Os tempos de manutencéo a sedagéo (TMseq) ajustaram-se a um modelo n&o-
linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdo. De acordo com
este modelo, o ponto de curvatura minima, que indica o inicio de aumentos
expressivos no tempo de manutengao, ocorreu na dosagem de 12,38 mg/L. A partir
desse ponto até a dosagem de 15,14 mg/L (ponto de curvatura maximo) o tempo de
manutencio a sedagao apresenta uma taxa de aumento de 49,79 minutos para cada
acréscimo de 1 mg/L de eugenol. Todavia, acima do ponto de curvatura maxima (15
mg/L) TMseq passa a apresentar comportamento constante, de modo que aumentos
na concentragdo anestésica ndo levam a alteragdes significativas no tempo de

manutencio a sedacgao.

Os tempos de retorno a sedagéo (TRseq) ajustaram-se a um modelo ndo-linear
sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdo, com R? de 0,9281. O
ponto de curvatura minima ocorreu na dosagem de 26,09 mg/L, indicando o inicio de
aumentos expressivos no tempo de retorno a sedacgao, 8,91 minutos para cada

acréscimo na concentragdo de 1 mg/L de eugenol (FIGURA 18).
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FIGURA 18 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno a anestesia em
fungdo da concentracdo de eugenol, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 60 dias.

Trabalhos que ratificam os resultados obtidos foram reportados para juvenis
de pintado (P. corruscans) induzidos a anestesia profunda por meio de imerséo em

eugenol (VIDAL et al., 2006).

Os tempos de indugdo a anestesia (TRane) ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variagdo da concentragcdo. TRane apresentou
comportamento inicial crescente até a dosagem de 25 mg/L (ponto de maximo),
onde o tempo de indugdo a anestesia foi de 34,7 minutos, e em seguida
decrescente, indicando que aumentos na concentragao de eugenol levam a redugéo

do tempo de indugéao.

Logo, a partir de T3 (25 mg/L), onde 100% da populagdo amostral foram
induzidos a anestesia, a taxa de reducdo no tempo de retorno foi de 2,26 minutos

para cada acréscimo na concentracéo de 1 mg/L de eugenol.

Os tempos de manutengéo (TMane) € retorno (TRane) @ anestesia ajustaram-

se a um modelo nao linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da
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concentragdo. No primeiro caso (TMane), O ponto de curvatura minima ocorreu na
dosagem de 18,38 mg/L, indicando o inicio de aumentos expressivos no tempo de
manutencao (33,81 minutos para cada acréscimo na concentragdo de 1 mg/L de
eugenol) e o ponto curvatura maxima na concentragado de 22,46 mg/L, indicando o
inicio da estabilizacdo de TMane. Assim, a partir desse ponto o tempo de manutencao
a anestesia passa a apresentar comportamento constante independente da
dosagem de eugenol utilizada. Em TRane, 0 ponto de curvatura minima ocorreu na
dosagem de 18,87 mg/L e o ponto curvatura maxima, na concentragao de 23,06
mg/L, indicando que a partir desse ponto aumentos na concentragado de eugenol nao
levam a alteracdes significativas no tempo de retorno a anestesia, sendo este

constante e igual a 22 minutos.

DELBON (2006), ao avaliar os efeitos fisioldgicos de diferentes dosagens de
oleo de cravo (40, 60, 80 e 100 mg/L), em juvenis de tilapia-do-nilo (O. niloticus), néo

observou diferencas estatisticas no tempo de recuperacdo dos mesmos.

VIDAL et al. (2006) ao exporem juvenis de pintado (P. corruscans) as
concentragdes de 25, 50, 75, 100 mg/L de eugenol, durante 10 minutos, concluiram
que os tempos de retorno a posigcao normal e a reagao a captura, nao apresentaram
diferencgas estatisticas até a concentragcéo de 75 mg/L. Todavia, Woody et al. (2002)
ao avaliarem os efeitos do 6leo de cravo em espécimes adultos de salmao
(Oncorhinchus nerka), relataram a existéncia de diferengas estatisticas quanto ao
tempo de recuperagao dos peixes na dosagem de 140 mg/L em comparagao as de

20 mg/L e 50 mg/L.
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5.1.5. Faixa Etaria: 75 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 20 mg/L (T+), 25 mg/L

(T2), 30 mg/L (T3), 35 mg/L (T4) e 40 mg/L (Ts) de eugenol.

Em todas as concentracbes avaliadas tanto a sedacdo quanto a anestesia
foram constatadas logo no primeiro tratamento, em 100% da populagdo amostral. Os
tempos médios de indugdo a sedagao nas cinco dosagens avaliadas foram de 15 +
1min. A anestesia nos tratamentos T1 e T, foram observadas apés 56 + 10min e 23 +

8min de imersao, respectivamente, e nos demais tratamentos apés 15 minutos.

A sedacdo assim como a anestesia foi mantida por 180 minutos, com o
restabelecimento do comportamento normal de 76% da populagdo amostral sedada
e anestesiada apdés 58 + 29min e 38 + 16min de imersdo em agua livre de

anestésico, respectivamente.

Os tempos de retorno a anestesia e a sedagao em T4, variaram de 15min
(80%) a 45min (10%) e de 15min (20%) a 60min (10%) de imersdo em agua livre de
anestésico, respectivamente. No tratamento T, 0 tempo minimo necessario para o
retorno a anestesia foi de 15 minutos (10%) e o maximo de 60 minutos (20%)
enquanto que, para a sedagdo o0s tempos minimos e maximos foram,
respectivamente, de 15min e 90min de imersdo em agua pura (livre de anestésico).
Nas dosagens de 30 mg/L (T3) e 35 mg/L (T4), o retorno a anestesia e a sedagao
ocorreram apos 74 £ 24min (TRseq €M T3) € 45 £ 10min (TRane €m T3), € 57 + 42min
(TRses em T4) e 38 = 23min (TRane em T4) de imersdo em agua pura,
respectivamente. Na dosagem seguinte (40 mg/L), apenas 10% dos animais (um

animal) restabeleceram o comportamento normal apds 105 minutos, os demais
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vieram a obito. Possivelmente, isso tenha ocorrido devido a dosagem elevada de
anestésico utilizada ou ao tempo excessivo de exposicdo. Talvez, em razdo da
natureza persistente do 6leo de cravo este tenha se aderido a superficie das
branquias dos girinos, dificultando sua eliminagdo, e consequentemente, aumentado

o tempo efetivo de exposicao, levando-os ao colapso.

Os valores ajustados pela regressao dos tempos de indugdo, manutengao e
retorno a sedacdo e a anestesia em funcdo da concentracdo do anestésico, estao

apresentados na Tabela 16.

TABELA 16 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de indug¢éo (TI), manutengéo (TM) e
retorno (TR) a sedacdo e a anestesia, em fungdo da concentragdo de eugenol, de

girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 75 dias

Concentragao ~ .
(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugdo  Manutengdo  Retorno Indugdo  Manutengdo  Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
20 15 180 30 53 180 19
25 15 180 62 28 180 42
30 15 180 70 14 180 47
35 15 180 54 11 180 35
40 15 180 - 17 180 -

Nesta faixa etaria, os tempos de indugdo e manutencdo a sedacido foram

constantes e iguais a 15 e 180 minutos, respectivamente.

Trabalhos que corroboram com os resultados obtidos foram reportados por
Tort et al. (2002) e Inoue et al. (2003), ao avaliarem o uso de diferentes
concentragbes de oOleo de cravo na indugado a anestesia de juvenis de dourado

(Sparus aurata) e de truta (Oncorhynchus mykiss), e em juvenis de matrinxa (Brycon
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cephalus), respectivamente. Os autores, de ambos os trabalhos, concluiram que nao

houve diferengas significativas nos tempos de indugédo nas espécies avaliadas.

Os tempos de retorno a sedagdo (TRseq) ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variagdo da concentracdo, com R? de 0,9556. TRseq
apresentou comportamento inicial crescente, com ganhos expressivos até a

dosagem de 30 mg/L (FIGURA 19), e em seguida decrescente, o que ndo observado

na pratica.
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FIGURA 19 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de retorno a sedagéo em fungao

da concentracdo de eugenol, de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus),
na faixa etaria de 75 dias.

Possivelmente, os valores obtidos foram subestimados pelo modelo de
regressao devido a redugédo do tamanho amostral em Ts (apenas uma informagao),
uma vez que, o numero de animais que nao retornaram ao estado normal passa a

ser representativo (90%) e, consequentemente, aumentando o erro amostral.

Se levarmos em conta apenas o tempo médio dos individuos que

restabeleceram o comportamento normal, desconsiderando os que vieram a obito,
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em que TR= 0min, o comportamento apresentado pelo tempo de retorno passa a ser

unicamente crescente (FIGURA 20).
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FIGURA 20 — Tempo médio do restabelecimento do comportamento normal de girinos de
ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 75 dias, em fungéo da

concentracdo de eugenol.

De acordo com o modelo de regressao, os tempos de indugdo a anestesia
(Tlane) apresentaram comportamento decrescente indicando que aumentos na
concentragcado anestésica levam a redugao do tempo de indugao (1,77 minutos para

cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L de eugenol).

Do mesmo modo como observado na sedagao, os tempos de manutengao a

anestesia (TMane) foram constantes em todos os tratamentos e iguais a 180 minutos.

Os tempos de retorno a anestesia (TRane) ajustaram-se a um quadratico em
resposta & variacdo da concentragdo, com R? de 0,9900. TRa.. apresentou
comportamento inicial crescente, indicando aumentos expressivos no tempo de

retorno a anestesia com o aumento da concentragcado anestésica (2,79 min/mg/L) até
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a dosagem de 30 mg/L, e, em seguida, decrescente (FIGURA 21), assim como

ocorreu no retorno a sedacao.

Tempo
(minutos) Ret=-244,67100+20,13860 DOS—0,347143 DOS*
60 R*=0,990021
40 4‘-_\,,
/ ,9
20 ~19,2

20
25
30
35

Concentragdo (mg/L) 40

FIGURA 21 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno a anestesia em
fungdo da concentragdo de eugenol de girinos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), na faixa etaria de 75 dias.

Se levarmos em conta apenas o tempo médio dos individuos que
restabeleceram o comportamento normal (80% em T, e 10% em Ts),
desconsiderando os que nao se recuperam da anestesia, em que TR= Omin, o
comportamento apresentado pelo tempo de retorno passa a ser inicialmente
crescente, nas dosagens iniciais com tendéncia a estabilizagdo nas dosagens
maiores (FIGURA 22). Assim, a partir de 25 mg/L a recuperagao anestésica € pouco

ou nao influenciada pelas diferentes concentracoes.
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FIGURA 22 — Tempo médio de recuperagcdo a anestesia em fungdo da concentragdo de
eugenol de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de
75 dias.

Diversos autores constataram ndo s6 a redugao do tempo de indugcdo com o
aumento da concentracdo anestésica como também a menor influéncia das
concentragdes na recuperagao dos animais (INOUE et al., 2003; VIDAL et al., 2006;

VIDAL et al., 2007).

Ao observar os graficos apresentados dos tempos de indugao (Tl) e retorno
(TR), em fungdo da concentragdo, nota-se que estes apresentaram comportamentos
semelhantes nas diferentes faixas etarias. Em todas as faixas etarias avaliadas o
tempo de retorno a sedagao correlacionou-se positivamente com a concentragao.
Segundo Mylonas et al. (2005), em geral, longos periodos de exposigcdo a um
anestésicos resultam em aumento no tempo de recuperagdo dos animais e assim,
dosagens menores apresentariam TR maiores pois necessitariam de um periodo

maior de exposi¢céo para se alcangar o estagio anestésico desejado.
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Todavia, neste trabalho independente da dosagem utilizada e do estagio
anestésico alcancado todos os animais permaneceram imersos em solugcao
anestésica por um periodo de 180 minutos, assim, supde-se que o0 aumento de TR

esteja relacionado ao aumento da concentragao anestésica.

Park et al. (2008) ao avaliarem a eficiéncia anestésica do eugenol em juvenis
de garoupa (Epinephelus bruneus) verificaram que o aumento da concentragdes
desse anestésico resultava na reducao do tempo de indugao e incremento no tempo
de recuperagao. Resultados analogos foram reportados para alevinos de lambari
(Astyanax altiparanae) e juvenis do pampo (Trachinotus marginatus), de dourado
(Salminus brasiliensis) e de pintado (Pseudoplatystoma corruscans) (da SILVA et al.,
2009; OKAMOTO et al., 2009; COPPOLA et al., 2008; HISANO et al., 2008; VIDAL

et al., 2006).

Em juvenis de carpa comum (Cyprinus carpio), e de jundia (Rhamdia quelen),
o tempo de retorno foi independente das concentragdes anestésicas, ndao sendo
constatada nenhuma diferenga significativa no tempo de recuperagao nas diferentes

dosagens avaliadas (NEU et al., 2009; CUNHA, 2007).

Em todas as faixas etarias, com excecao das de 45 e 60 dias de idade,
observou-se o aumento do tempo de inducdo a anestesia, nas concentracoes
iniciais, com tendéncia a estabilidade nas ultimas. O oposto foi relatado para juvenis
de Oreochromis niloticus, de Brycon cephalus, Sparus aurata e de Leporinus
macrocephalus (VIDAL et al., 2008; VIDAL et al., 2007a; VIDAL et al., 2007b;
INOUE, 2005; MYLONAS et al., 2005; INOUE et al., 2003). De acordo com o0s
autores, nas concentracdes iniciais houve queda no tempo de indugdo e, em

seguida, nas concentragdes finais, tendéncia a estabilidade.
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Nas faixas etarias de 30, 45 e 60 dias de idade, o tempo de indugdo a
sedacao reduziu como aumento da concentracdo anestésica, indicando que nas
dosagens iniciais foram necessarios maiores tempos de exposi¢cdo ao anestésico
para a sedacao dos mesmos. Trabalhos que corroboram com os resultados obtidos
foram relatados por Mylonas et al. (2005), Vidal et al. (2007a), Park et al. (2008),
Okamoto et al. (2009), Neu et al. (2009), Bittencurt et al. (2009). Todavia, nas faixas
etarias de 15 e 75 dias de idade, Tl foi constante independente da concentragao
utilizada. Possivelmente, isso tenha ocorrido devido a maior fragilidade dos animais
nessas faixas etarias, uma vez que, aos 15 dias idade, os girinos acabam de sair da
fase embrionaria e estdo mais susceptiveis a qualquer alteracdo do meio, e aos 75
dias, em raz&do das inumeras alteragdes fisioldgicas que irdo culminar no climax da
metamorfose e a conversdo de animais onivoros e aquaticos em animais carnivoros

e terrestres.

Embora o uso de anestésicos seja amplamente utilizado no manejo e
transporte de diversas espécies de peixes (KING et al., 2005), em anfibios anuras
sao poucos os relatos com respeito a esse assunto, e mais raros ainda os que

avaliam o uso de anestésicos em girinos.

Assim, com base na avaliacdo de 1200 girinos, de 15 a 75 dias de idade,
estipulou-se a primeira recomendacédo para sedagao e anestesia de girinos de ra-

touro (TABELA 17).
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TABELA 17 — Tempos de indugado, manutengao e retorno, em minutos, das concentragdes seguras,

em mg/L, para sedacgdo e anestesia, de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus),

de acordo com a faixa etaria, em dias

Faixa etaria (dias)

Paréametros
15 30 45 60 75
Sedacgao
Concentragao (mg/L) 15 10a20 15a20 15a20 20a30
Indugéo (min) 13 23a14 14a16 20 15
Manutengéo (min) 142 152 a 167 177 a 180 1552180 180
Retorno (min) 14 0a29 12a23 6al2 30a70
Anestesia
Concentragédo (mg/L) 20 20a 25 25 25 20230
Inducao (min) 15 15 29 35 53a14
Manutengdo (min) 111 180 179 179 180
Retorno (min) 15 20 19 21 19a47

Nas concentragdes recomendadas para a sedacdo, no minimo 80% da

populagdo amostral apresentou auséncia de reflexo de fuga e perda total de

equilibrio, com o restabelecimento do comportamento normal sem qualquer

alteracao visivel. Ja, nas concentragdes recomendadas para a anestesia, 100% da

populagdo amostral apresentou auséncia de reflexo de fuga, perda total de equilibrio

e auséncia de resposta a estimulo nocivo, além de, 100% de retorno ao estado

normal.

Castro et al. (2010), de acordo com os tempos de indugéo e retorno, numero

de animais induzidos a sedagéo e a taxa de sobrevivéncia de girinos de ra-touro,
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nas faixas etarias de 30, 45 e 60 dias, concluiram que o eugenol € um anestésico
eficaz para a sedacgao, podendo ser utilizado nao sé no transporte destes animais

como também em atividades de manejo.

Na literatura sdo encontradas diferentes recomendagdes para diferentes
espécies de peixes, sendo alguns bastante proximos aos encontrados neste trabalho
para girinos de ra-touro. Neu et al. (2009) e Vidal et al. (2007b) recomendam a
dosagem de 37,5 mg/L de eugenol para a indugédo anestésica de juvenis de carpa
comum (Cyprinus carpio) e piavugu (Leporinus macrocephalus), respectivamente.
Concentragao similar (40 mg/L) foi recomendada para a anestesia de juvenis de
Dicentrarchus labrax e Sparus aurata (MYLONAS et al., 2005). Hisano et al. (2008)
classificam o 6leo de cravo como um anestésico seguro para juvenis de dourado

(Salminus brasiliensis), quando utilizado entre 40 mg/L a 60 mg/L.

Okamoto et al. (2009) e da Silva et al. (2009) recomendam a dose de 50 mg/L
para indugdo anestésica de juvenis do pampo (T. marginatus) e de lambari (A.
altiparanae). Resultados que se encontram dentro do intervalo de valores,
frequentemente, obtidos para outras espécies variam de 25 mg/L a 150 mg/L
(WOODY et al., 2002; GRUSH et al., 2004; ROUBACH et al., 2005; HAJEK et al.,
2006; VIDAL et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007; CUNHA, 2007; VIDAL et al., 2008;
COPPOLA et al., 2008). Cook et al. (2004), no entanto, recomendam concentragdes
bem menores, de 5 mg/L a 9 mg/L, como sendo ideais para transporte de juvenis de

Micropterus salmonides.

5.1.2. Mentol
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Assim como descrito anteriormente, para o eugenol, em todos os testes
realizados e em todas as faixas etarias a reagao dos girinos de ra-touro, ao primeiro

contato com o anestésico, foi de hiperatividade.

A hiperatividade inicial, em fungdo do uso do mentol, foi também observada
em reprodutores de pacu (Piaractus mesopotamicus), matrinxa (Brycon cephalus),
tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), piavugu (Leporinus macrocephalus), curimbata
(Prochilodus lineatus) e trairdo (Hoplias lacerdae) (VALENTE, 2009; OLIVEIRA,

2009).

Apods a hiperatividade inicial, o comportamento dos girinos seguiu 0 mesmo

padrao observado pelos animais imersos em eugenol.

5.1.2.1. Faixa Etaria: 15 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 20 mg/L (T1), 25 mg/L

(T2), 30 mg/L (T3), 35 mg/L (T4) e 40 mg/L (Ts) de mentol.

Em todas as dosagens avaliadas 100% dos animais imersos em solugcao
anestésica encontravam-se sedados apos 19 £ 14min de imersdo. Nos tratamentos
T4, T2 € T3, 0 estado de sedagao foi mantido por um periodo minimo de 105 minutos
e maximo de 180 minutos, sendo o tempo médio de manutencéo a sedagao (TMgeq)
de 151 £ 32min. Dentre os animais sedados por 180 minutos (43% da populagéo
amostral), a recuperagao, caracterizada pelo restabelecimento do comportamento
normal, foi observada ap6s 15 de imersdo em agua livre de anestésico (periodo de
recuperacéo) em 100% dos casos. Nos tratamentos seguintes (35 mg/L e 40 mg/L),

100% dos animais permaneceram sedados por 180 minutos e o restabelecimento do
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comportamento normal, ou seja, a resposta imediata a estimulos externos, ocorreu
apos um periodo de 15min (minimo) a 135min (maximo) sendo que, o tempo médio
de recuperacgao (TRseq) foi de 82 + 62min (65% da populagdo amostral). A partir do
tratamento T4 em que foi observado o ébito de 30% dos girinos expostos ao mentol,
constatou-se o0 aumento do numero de O&bitos com o aumento da dosagem
anestésica (40% de o6bito em Ts e 70% de o6bito na dosagem de 45 mgl/L,

concentragao excluida devido a grande mortalidade observada).

Uma vez que a literatura referente ao uso de mentol visando a inducédo
anestésica em vertebrados é escassa e é, ainda, desconhecida os mecanismos
fisiolégicos envolvidos na agédo do mentol, possivelmente a mortalidade dos girinos

pode estar associada a exposigao demasiadamente longa ou ao proprio anestésico.

Uma terceira hipotese seria lise celular em razao de alteracbes ibnicas
resultantes do uso do mentol. Diversos trabalhos tém demonstrado a existéncia de
interagcdo negativa entre o uso de anestésicos e parametros sanguineos e
hematolégicos como, por exemplo, cortisol circulante, glicose plasmatica, numero de
eritrocitos e taxa de hemoglobina, os quais sao indicativos de estresse agudo
(GOMES et al., 2001; BOLASINA, 2006). Sartore et al. (2007), ao avaliarem o uso
de mentol no transporte de alevinos de piaugu (Leporinus macrocephalus),
constataram que a imersdo dos peixes em 8 mg/L de mentol implicou em morte
rapida dos animais. A hipotese formulada pelos autores, para explicar a alta
mortalidade encontrada, foi de lise celular resultante do aumento intracelular do ion

potassio (K*).

Facanha e Gomes (2005), ao avaliarem a eficacia do mentol como

anestésico para juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), verificaram
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aumentos significativos do ion potassio no plasma dos peixes expostos a
concentragbes superiores a 50 mg/L, e associaram a mortalidade encontrada a
esses aumentos, que teriam resultado no rompimento das células dos animais

anestesiados por meio de mentol.

Nos tratamentos T4 e T,, a anestesia foi alcangada por apenas 20% dos
animais (dois animais em cada tratamento), apos 15 minutos de imersao, condigéao
mantida por um periodo de 176 + 8min, com o restabelecimento do sentido de

nocicepgao apos 15 minutos de imersao em agua livre de anestésico.

Assim, uma vez que, a anestesia nao foi alcangada por no minimo 60% da
populagdo amostral e que nao houve variagdes significativas de peso, tamanho e
idade entre os animais induzidos a anestesia, supbe-se que 0s animais que
atingiram esse estagio se tratassem de individuos mais sensiveis ao mentol ou
debilitados, ou seja, animais estressados, exaustos ou enfraquecidos, devido
principalmente a variabilidade fisiolégica do préprio individuo, visto que, todos os
animais utilizados foram provenientes da mesma desova e criados no mesmo local e
sob as mesmas condi¢des de manejo sanitario, profilatico e alimentar (ragdo com
36% PB, ad libitum). Assim, acredita-se que se houve diferengas entre os animais,
com respeito a estado de saude e/ou nivel de estresse, provavelmente, essas
variagbes sao préprias do individuo, devido a variabilidade fisiolégica intra-

especifica.

Nos demais tratamentos, 100% dos animais encontravam-se anestesiados
apos 15 minutos de imersdo em solugao anestésica, estado mantido por no maximo
75 minutos, em T3 (TMmnedio= 60 = 22min), e 180 minutos, em T4 e Ts. O retorno a

anestesia nesses tratamentos ocorreu apés 58 + 52min de imersdo em agua pura,
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ou seja, agua livre de anestésico. Possivelmente, no tratamento Tz, a manutengao a
anestesia por curto periodo de tempo tenha ocorrido em razdo da baixa dosagem

anestésica utilizada.

Os valores ajustados pela regressao para as variaveis tempo de inducgao,
manutencdo e retorno a sedacdo e a anestesia em funcdo da concentracdo de

mentol, estdo apresentados na Tabela 18.

TABELA 18 — Valores ajustados dos tempos de indugcédo (Tl), manutencdo (TM) e retorno (TR) a
sedacgdo e a anestesia em fungdo da concentragcdo de mentol, de girinos de ra-touro

(Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 15 dias

Concentragao ~ .
(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugdo  Manutengdo  Retorno Indugdo  Manutengdo  Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
20 21 138 - - - -
25 21 154 - - - -
30 19 166 14 13 98 -
35 17 174 49 16 141 29
40 14 180 55 15 185 37

Resultados que corroboram com os obtidos quanto ao tempo de inducéo a
sedacdo foram reportados por Gongalves et al. (2008) ao avaliarem o uso de
diferentes concentragbes de mentol (50, 100, 150 e 200 mg/L) na indugéo
anestésica de juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) em substituicdo a
benzocaina. De acordo como os autores, nas concentragdes inicias o tempo de
indugdo a sedacado (estagio 2, segundo WOODY et al. 2002), foram
significativamente maiores do que as finais. Todavia, Fagcanha e Gomes (2005), ao

avaliarem a eficacia do mentol como anestésico para tambaqui (Colossoma
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macropomum), observaram que o tempo de indugao a perda de reacéo a estimulos
foi semelhante em todas as concentragdes avaliadas, ndo existindo diferencas

estatisticas no tempo de indugéo a sedagao com o aumento da dosagem de mentol.

Os tempos de manutengéo & sedacgdo (TMseq) ajustaram-se a um modelo ndo
linear sigmoidal simples em resposta a variagado da concentragdo, com R? de 0,8386.
TMseq apresentou comportamento crescente com aumentos expressivos no tempo
de manutengdo a sedagcdo com o aumento da concentragdo anestésica (2,09
min/mg/L de mentol). Todavia, a partir da dosagem de 30 mg/L (ponto de curvatura
maximo) o tempo de manutengdo comega a estabilizar passando a apresentar
comportamento constante (FIGURA 23). Possivelmente, a estabilizacdo tenha
ocorrido em razdo da metodologia adotada, em que foi estipulado o tempo maximo
de exposicao aos anestésicos de 180 minutos. Porém, a manutengcao dos animais
por um periodo superior ao estabelecido parece inviavel em razdo do provavel

aumento da mortalidade, observada a partir de Tj.

Tempo
{minutos) Man=188,79989/[1+exp(1,00000 - 0,09994 DOS)
200 - R2=0,8386

|
150

'I g ISR G G A S— 17 3
r

Concentracdo (mg/L)
FIGURA 23 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de manutencdo a sedagdo em

fungdo da concentracdo de mentol de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 15 dias.
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Os tempos de retorno a sedacédo (TRseq), em fungdo da concentragdo de
mentol, apresentaram comportamento crescente com aumentos expressivos a partir
da dosagem de 28,51 mg/L (6,62 minutos para cada acréscimo na concentragao de
1 mg/L de mentol) e tendéncia a estabilizacdo apdés a dosagem de 35,84 mg/L. A
partir desse ponto, o tempo necessario para o restabelecimento do comportamento
normal foi semelhante em todas as concentracbes avaliadas, nao existindo
diferencas estatisticas no tempo de retorno a sedagédo com o aumento da dosagem

de mentol.

Comportamento semelhante foi observado para os tempos de indugdo a
anestesia (Tlane). Segundo o modelo de regressdo (ndo linear sigmoidal simples, R?
= 0,9741), a partir da dosagem de 30 mg/L, ponto em que o mentol passa a induzir
uma parcela representativa da populagdo a anestesia, ndo houve diferencgas

significativas nos tempos de indugdo com o aumento da concentragdo anestésica.

Resultados que corroboram com os obtidos foram relatados por Valente
(2009) e Oliveira (2009), ao avaliarem o uso de mentol na indugao anestésica de
reprodutores de curimbata (P. lineatus), por meio de aspersao nas branquias, e em
reprodutores de pacu (P. mesopotamicus) e de tilapia-do-nilo (O. niloticus), por meio

de imersao, respectivamente.

Os tempos de manutengcdo a anestesia (TMane) ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variacdo da concentragdo, com R? de 0,8552. TMane
apresentou comportamento crescente com ganhos expressivos no tempo de
manutengdo com o aumento da concentragdo anestésica (8,67 minutos para cada

acréscimo na concentragcdo de 1 mg/L de mentol) (FIGURA 24).
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FIGURA 24 — Valores ajustados pela regressdao do tempo manutencao a anestesia em
fungdo da concentracdo de mentol de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 15 dias.

Assim como observado em TRseq, 0S tempos de retorno a anestesia (TRane)
apresentaram tendéncia a estabilizacdo nas ultimas concentragdes. De acordo com
o0 modelo de regressédo ajustado, apds a dosagem de 36,48 mg/L (TRane= 33,55
minutos) ndo houve diferengcas estatisticas significativas no tempo de retorno a
anestesia com o aumento da dosagem de mentol. Assim, a partir da dosagem em
que a anestesia é alcangada (35 mg/L, TRane= 29min) até a estabilizagdo do tempo
de retorno (36,48 mg/L), TRane apresentou um aumento de 3,07 minutos para cada

acréscimo de 1 mg/L de mentol.

No tratamento T3, o tempo de indugdo a sedacgao ajustado foi superior ao de
anestesia, devido a presenca de 10% da populagdo amostral sedada apenas apds
75 minutos, aumentando o tempo médio de sedacg&o (21 + 19min), e que n&o foram

induzidos a anestesia.
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5.1.2.2. Faixa Etaria: 30 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 10 mg/L (T+), 15 mg/L

(T2), 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de mentol.

Nas dosagens iniciais (10 mg/L, 15 mg/L e 20 mg/L), a sedagao ocorreu apos
um periodo minimo de 15 minutos e maximo de 45 minutos de imersao em solucao
anestésica. Nesses tratamentos, os tempos médios necessarios para a sedagao
foram, respectivamente, de 15 £ 7min, 18 £ 9min e 17 £ 5min. O estado sedado foi
mantido por no minimo 75 minutos, e o tempo médio de manutencao foi 142 *
41min. A necessidade de exposi¢cao a agua pura, ou seja, livre de anestésico para o
restabelecimento do comportamento normal dos animais sedados foi necessario
apenas em 20% dos casos (seis animais sedados em trinta expostos). Dentro desse

grupo, o tempo médio de recuperagao foi 19 £ 7min.

Houve apenas um caso, no tratamento T,, em que o girino, mesmo apdés 180
minutos de exposicdo a solucdo de mentol, ndo apresentou nenhum indicio de
sedacdo. Possivelmente, em razdo da variagédo individual (genética) esse animal
fosse mais resistente a acdo do mentol, necessitando de dosagens maiores para a
sedacgdo. Todavia, como se tratou de apenas um individuo (10%), ndo envolvendo
parcela representativa da populagdo (no minimo 60%) o ocorrido foi considerado

como um fato isolado, e consequentemente, nao representativo da populacao.

Nos demais tratamentos (T4 e Ts), a sedacgéao foi induzida apés 15 minutos de
exposi¢ao ao mentol, condicdo mantida por 180 minutos, em ambos os tratamentos.
O retorno a sedagao em T4 ocorreu apés um periodo de 15min a 30min de imersao
em agua pura, em 80% e 20% da amostra, respectivamente.
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A anestesia alcangada somente a partir de T4 (25 mg/L) ocorreu apdés um
periodo de imersao de 33 £ 37min, estado foi mantido por no minimo 165 minutos,
com o tempo médio de manutencdo de 176 + 7min. Nessa concentracdo a
recuperagcao dos animais ocorreu sem a necessidade do periodo de retorno
(imersao dos animais em agua pura), uma vez que, passados o prazo de 180
minutos de imersdo em solugdo anestésica, todos os girinos anestesiados ja
apresentavam resposta a estimulos nocivos ou nociceptivos, permanecendo apenas

sedados, ou seja, sem reflexo de fuga.

No tratamento Ts (30 mg/L), os tempos médios de indugdo e manutencéo a
anestesia foram, respectivamente, de 81 £ 19min e 179 £ 1min. Porém, apenas 10%
dos animais retornaram da sedacdo e da anestesia, apds um periodo de 150min e
135min de imersdo em agua livre de mentol, respectivamente, ocorrendo o 6bito de
90% dos animais avaliados. Possivelmente a mortalidade dos girinos pode estar
associada a exposicao demasiadamente longa, a dosagem anestésica elevada ou a
lise celular em razéo de alteragbes ibnicas resultantes do uso do mentol (aumento

intracelular de ions K").

Os valores ajustados pela regressao dos tempos de indugdo, manutengao e
retorno a sedacdo e a anestesia em funcdo da concentracdo de anestésico, estao

apresentados na Tabela 19.
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TABELA 19 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de indug¢ao (TI), manutengéao (TM) e
retorno (TR) a sedacdo e a anestesia em fungdo da concentragdo de mentol de

girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 30 dias

Concentragao ~ .
(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugéo Manutengéao Retorno Inducéo Manutengao Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
10 15 135 - - - -
15 17 146 - - - -
20 17 157 - - - -
25 16 168 11 33 102 -
30 15 179 18 81 180 -

Nesta faixa etaria, nao houve diferengas expressivas nos tempo de indugao a
sedacédo (Tlseq) com 0 aumento da concentragédo. Todavia, observou-se que a partir
da dosagem de 25 mg/L, Tlseq passou a apresentar tendéncia a estabilizagdo, com o

tempo médio de 15 minutos.

Os tempos de manutencédo a sedagdo (TMseq) ajustaram-se a um modelo
linear crescente em resposta a variagdo da concentracdo, com aumentos
expressivos no tempo de manutengcdo com o aumento da concentragdo (2,22

minutos para cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L de mentol).

Os tempos de retorno a sedagdo (TRseq) ajustaram-se a um modelo raiz
quadrada crescente, indicando que aumentos na concentragao anestésica levam a

incrementos em TRgeq.

Trabalhos que ratificam os resultados obtidos foram relatados por Faganha e
Gomes (2005), ao avaliarem os eventos comportamentais de juvenis de tambaqui
(C. macropomum) expostos a diferentes concentragées de mentol (50 mg/L, 100

mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L e 250 mg/L). Padrées semelhantes (TR quadratico
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crescente) foram, também, relatados para reprodutores de pacu (P.
mesopotaminus), anestesiados por meio de benzocaina e eugenol, e para

reprodutores de tilapia-do-nilo (O. niloticus) induzidos a anestesia por meio de 6leo

de cravo (OLIVEIRA, 2009).

Os tempos de indugdo a anestesia (Tlane) ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variagdo da concentracdo, com R? de 0,9904. Tlane
apresentou comportamento crescente, indicando que aumentos na concentragao
anestésica levam a aumentos expressivos no tempo de indugao (5,37 minutos para

cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L de mentol) (FIGURA 25).
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FIGURA 25 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de indugdo a anestesia em

fungdo da concentracdo de mentol de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus) na faixa etaria de 30 dias.

Gongalves et al. (2008), ao avaliarem os tempos de inducdo a anestesia de
juvenis de pacu (P. mesopotamicus), em quatro concentragdes crescentes de mentol
(50, 100, 150 e 200 mg/L), observaram que embora nao ocorressem diferengas
estatisticas em TI, nas concentragbes de 100 a 200 mg/L, os tempos necessarios

para a perda total do equilibrio e dos estimulos, aumentaram com o aumento da
dosagem anestésica.
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Resultados semelhantes foram reportados por Faganha e Gomes (2005), ao
avaliarem os efeitos de cinco dosagens crescentes de mentol (50, 100, 150, 200 e
250 mg/L), em juvenis de tambaqui (C. macropomum), onde os autores observaram
que embora nao ocorressem diferengas estatisticas em Tl, nas concentragdes de 50
a 100 mg/L e de 150 a 250 mg/L, os tempos necessarios para a perda total do

equilibrio e dos estimulos, aumentaram com o aumento da dosagem anestésica.

Os tempos de manutengcdo a anestesia (TMane) ajustaram-se a um modelo
nao linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdo, com R? de
0,9891. De acordo com este modelo, na concentragdo de 27,19 mg/L ocorreu o
ponto de curvatura maximo, que indica o inicio da estabilizacdo do tempo de
manutencdo. Assim, a partir desse ponto, em que TMj foi de 161 minutos,
aumentos na concentragdo de mentol ndo levam a alteragdes significativas no tempo

de manutencédo a anestesia (FIGURA 26).

Tempo Man=182,57153/[1+exp[20,00000 - 0,50919 DOS))
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FIGURA 26 — Valores ajustados pela regressdo do tempo manutengdo a anestesia, em
fungdo da concentracdo de mentol, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 30 dias.
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Nesta faixa etaria, o tempo de retorno a anestesia nao foi estabelecido devido
a trés fatores: a ndo indugdo a anestesia nos tratamentos iniciais (T4, T2 € T3); O
restabelecimento do comportamento normal dos animais anestesiados no
tratamento T4 sem a necessidade do periodo de recuperagao (imersdo em agua
pura), a partir do qual se cronometrava o tempo necessario para a recuperagao; € o

nao retorno (6bito) de 90% da populagdo amostral no tratamento Ts.

5.1.2.2. Faixa Etaria: 45 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 20 mg/L (T1), 25 mg/L

(T2), 30 mg/L (T3), 35 mg/L (T4) e 40 mg/L (Ts) de mentol.

Com excecao do tratamento T4, em que apds 15 minutos de exposicdo ao
mentol, 90% da populacdo amostral ndo apresentava reflexo de fuga, nos demais
tratamentos avaliados, apdés o0 mesmo periodo de exposicdo, todos os animais

amostrados (100%) apresentavam-se sedados.

Em T4, a sedacgéo foi mantida por no minimo 75 minutos (10% dos animais
amostrados) e por no maximo 180 minutos. Nessa dosagem, houve apenas um caso
em que o animal alocado em solugao anestésica nao apresentou perda de reflexo de
fuga, durante todo o periodo experimental, e apenas 67% dos girinos sedados
necessitaram ser colocados em agua pura (seis individuos em nove no total), ou
seja, livre de anestésico, para o restabelecimento do comportamento normal,
comportamento obtido apdés 15 minutos de imersdao. Supbe-se, que esses quatro

girinos, dos quais um nao foi afetado pelo mentol e os outros trés que ficaram
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sedados, em média, por apenas 115min, fossem individuos mais resistentes a acao

do anestésico em razao de variacdes individuais ou intra-especificas.

No tratamento T,, a sedagcdo dos girinos amostrados foi mantida por um
periodo de 180 minutos, com o restabelecimento do comportamento normal apds 15
a 30 minutos de imersdo em agua livre de anestésico. Nessa concentragdo apenas
20% dos animais alcancaram o estado de anestesia, condigdo mantida por 180
minutos. O restabelecimento do reflexo nociceptivo, ou seja, o retorno a anestesia
desses dois animais foi observado apés um periodo de recuperagao de 30 minutos.
A nao indugao a anestesia de parcela representativa da populagao (60% ou mais),

provavelmente, tenha ocorrido em fungao da baixa dosagem anestésica utilizada.

Nos tratamentos seguintes (T3, T4 € Ts), todos os girinos amostrados
encontravam-se anestesiados apdés 120 minutos de imersdo em solugdo de mentol,
estado mantido por 180 minutos. Nos dois primeiros tratamentos (T3 e T4), o retorno
a anestesia, em 100% dos casos, ocorreu apés um periodo médio de 28 £ 16min de
imersdo em agua pura, enquanto que, no tratamento Ts (40 mg/L), apenas 40% dos
animais, induzidos a anestesia, restabeleceram o sentido de nocicep¢ao. O o6bito de
parcela representativa da populagao (60%) indica que, provavelmente, o tempo de
exposicao ao anestésico tenha sido demasiadamente longo, aprofundando a
anestesia em demasia e, consequentemente, levado os animais ao colapso. Uma
segunda explicagdo seria a lise celular, em funcdo de alteragbes idnicas
intracelulares, principalmente de ions K*, causadas pela a¢do do mentol, que pode

ter resultado na intoxicacdo e morte dos animais.

Os tempos de indugdo, manutencéo e retorno a sedacao e a anestesia, em

funcdo da concentracido do anestésico, estdo apresentados na Tabela 20.
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TABELA 20 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de indug¢ao (TI), manutengéao (TM) e
retorno (TR) a sedacdo e a anestesia em fungdo da concentragdo de mentol de

girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etéria de 45 dias

Concentragao ~ .
(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugéo Manutengéao Retorno Inducéo Manutengao Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
20 14 143 - - - -
25 15 180 26 - - -
30 15 180 36 120 180 22
35 15 180 43 120 180 25
40 15 180 49 120 180 25

Embora os tempos de indugdo a sedacgdo (Tlseq) tenham se ajustado a um
modelo quadratico em resposta a variacdo da concentragdo (R*= 0,8571), nas
dosagens avaliadas, Tlseq apresentou comportamento praticamente constante (0,05
min/mg/L de mentol), nao apresentando diferengas significativas ao longo dos

tratamentos.

Os tempos de manutengéo a sedagdo (TMseq) ajustaram-se a um modelo ndo
linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdao. Segundo o qual, a
partir da dosagem de 20,62 mg/L, em que TMse foi de 159min, aumentos na
concentragcdo de mentol ndo levam a alteragcbes significativas nos tempos de

manutencao.

Os tempos de retorno a sedacdo (TRseq) ajustaram-se a um modelo
quadratico crescente em resposta a variacdo da concentragdo, indicando que
aumentos na concentracdo da solugao anestésica levam a aumentos no tempo de
retorno, em média, 1,53 minutos para cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L de

mentol.
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A partir do tratamento T3 (30 mg/L), em que a anestesia é alcancada, os
tempos de indugéo a anestesia (Tlane) assim como os de manutencao (TMane) foram
constantes, independente da dosagem de mentol utilizada (Tlane= 120min; TMgne=

180min).

Os tempos de retorno a anestesia (TRane) ajustaram-se a um modelo n&o
linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragado. De acordo com o
modelo, a partir da dosagem de 30 mg/L, em que TRane foi de 22min, aumentos na
concentragdo de mentol ndo levam a alteragcbes significativas nos tempos de

retorno.

5.1.3.1. Faixa Etaria: 60 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 20 mg/L (T), 30 mg/L

(T2), 40 mg/L (T3), 50 mg/L (T4) e 60 mg/L (Ts) de mentol.

Em todos os tratamentos avaliados, todos o0s animais amostrados
encontravam-se sedados apds 15 minutos de imersao em solucdo anestésica, ou
seja, nao apresentavam reflexo de fuga, condicdo mantida por no minimo 90
minutos (2% dos animais avaliados) e no maximo 180 minutos (92% da populagéo
amostrada), o restante (6%) mantiveram-se sedados por 150 minutos. O retorno a
sedacao ocorreu apos um periodo de 15min a 150min de imersao em agua livre de

anestésico, em 32% e 2% da populagdo amostrada, respectivamente.

No tratamento T4, 60% da populagao amostral foram colocadas em agua pura
para o restabelecimento do comportamento normal, o que ocorreu ap6s 9 £ 8min do

inicio do periodo de recuperagao. Os 40% restantes recuperaram os sentidos
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mesmo em solugcdo anestésica apos permanecerem sedados por, em meédia, 135
minutos. Uma vez que, uma parcela representativa da populagdo nado apresentou o
mesmo comportamento (60% ou mais), supde-se que estes se tratassem de animais
mais resistentes a agao do farmaco (variagao individual), permanecendo sedados

por tempo menor.

A partir do tratamento T, os animais induzidos a sedacdo permaneceram sem
apresentar reflexo de fuga por 180 minutos e observou-se o inicio da auséncia de

resposta a estimulos nociceptivos.

Nos tratamentos T, e T3, a anestesia foi observada em 70% e 100% da
populacdo em estudo apds 32 = 22min e 44 + 5min de imersdo em solucdo
anestésica, respectivamente. Condigdo mantida por 167 + 5min na dosagem de 30
mg/L (T,), e por 180min em T3 (40 mg/L). Nos tratamentos seguintes (T4 e Ts), a
anestesia de 100% dos animais foi obtida apds 32 + 5min e 17 + 5min de imerséao

em solucao anestésica, estado mantido em ambos os casos por 180 minutos.

O restabelecimento do sentido de nocicepgao (retorno a anestesia) foi
observado em 73% da populagdo anestesiada, sendo observado o nao retorno de

30% dos animais em T3, 20% em T4 e 30% em Ts.

Os tempos de indugdo, manutencéo e retorno a sedacao e a anestesia, em

funcao da concentracido do anestésico, estdo apresentados na Tabela 21.
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TABELA 21 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de indugdo, manutencao e retorno a
sedagao e a anestesia em fungédo da concentragdo de mentol, de girinos de ra-touro
(Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 60 dias

Concentragao ~ .
(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugéo Manutengéao Retorno Inducéo Manutengao Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
20 15 162 11 - - -
30 15 180 15 30 166 -
40 15 180 26 42 180 12
50 15 180 44 36 180 27
60 15 180 67 13 180 44

Os tempos de indugao a sedagéao (Tlseq) foram constantes, independente das

concentragdes avaliadas (FIGURA 27).
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FIGURA 27 - Tempos de indugdo a sedacdo em fungdo da concentracdo de mentol de

girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 60 dias.

Resultados que corroboram com o obtido foram relatados por Oliveira (2009)

e Valente (2009) ao avaliarem os tempos de indugdo a anestesia por meio de
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imersdo e aspersdao branquial de mentol em reprodutores de pacu (P.

mesopotamicus) e de curimbata (P. lineatus), respectivamente.

Os tempos de manutencéo a sedagéo (TMseq) ajustaram-se a um modelo n&o-
linear sigmoidal simples em resposta a variagao da concentragdo, com R? de 0,9999.
Segundo o modelo, a partir da concentracédo de 19,82 mg/L (ponto de curvatura
maxima), em que TMsgeq foi de 159 minutos, aumentos na concentracédo de mentol
nao levam a alteragdes significativas no tempo de manutencéo a sedagao. Logo, nos
tratamentos avaliados ndo houve diferengas significativas no tempo de manutencgéao

a sedacado com o aumento da dosagem anestésica.

Os tempos de retorno a sedacdo (TRseq) ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variagdo da concentracdo, com R? de 0,9704. TRseq
apresentou comportamento crescente indicando que aumentos na concentracio de
mentol levam a aumentos no tempo de recuperagao (1,41 minutos para cada

acréscimo na concentragcdo de 1 mg/L de mentol) (FIGURA 28).
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FIGURA 28 - Valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno a sedagado em fungéo
da concentragdo de mentol, de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus)

na faixa etaria de 60 dias.
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Trabalhos que corroboram com os resultados obtidos, em que aumentos na
concentracdo anestésica levam a aumentos no tempo de recuperagao, foram
reportados por diversos autores ndao s6 para o mentol como também para a
benzocaina, eugenol e outros compostos anestésicos néo avaliados neste trabalho
como quinaldina e MS-222, em Pseudoplastystoma corruscans, Leporinus
macrocephalus, Brycon cephalus, Epinephelus bruneus, Oreocromis niloticus e
Piaractus brachypomus (VIDA et al., 2006; VIDA et al., 2007a; VIDA et al., 2007b;
PARK et al., 2008; VELASCO-SANTAMARIA et al., 2008; VIDAL et al., 2008;

OLIVEIRA, 2009).

Os tempos de indugdo a anestesia (Tlane) ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variagdo da concentracdo, com R? de 0,9545. Tlane
apresentou comportamento inicial crescente até a dosagem de 40 mg/L (ponto de
maximo), onde o tempo de indugcédo a anestesia foi de 41,7 minutos, e em seguida
decrescente indicando que aumentos na concentragdo de mentol levam a reducéao
do tempo de inducgéo (FIGURA 29). A partir de T3 (40 mg/L), onde 100% dos girinos
foram anestesiados, a taxa de redugao em Tl foi de 1,46 minutos para cada

acréscimo na concentragdo de 1 mg/L de mentol.
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FIGURA 29 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de indugdo a anestesia em

fungdo da concentracdo de mentol, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus) na faixa etaria de 60 dias.

Trabalhos que corroboram com os resultados obtidos, em que se observou a
ocorréncia de correlagdo negativa entre concentracdo anestésica e tempo de
inducdo, foram reportados por diversos autores para o mentol como também para a
benzocaina e o 6leo de cravo em diferentes espécies de peixes como, por exemplo,
Carassius auratus, Cyprinus carpio, Salminus brasiliensis, Brycon cephalus,
Colossoma macropomum, Piaractus mesopotamicus (FACANHA e GOMES, 2005;

VIDAL et al., 2007a; HISANO et al., 2008; GONCALVES et al., 2008; NEU et al.,
2009; BITTENCURT et al., 2009).

Do mesmo modo como observado em TMgey, 0Ss tempos de manutencéo a
anestesia (TMane) ajustaram-se a um modelo ndo linear sigmoidal simples em
resposta a variagdo da concentragdao, cujo ponto de maximo foi observado na
dosagem de 29,33 mg/L, indicando o inicio da estabilizacdo. Assim, a partir desse

ponto aumentos na concentracdo de mentol ndo levam a alteragdes significativas no

tempo de manutencao a anestesia.
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Os tempos de retorno a anestesia (TRane) ajustaram-se a um modelo n&o
linear sigmoidal simples em resposta a variagcdo da concentragdo e, novamente,
TRane apresentou comportamento crescente indicando que aumentos na

concentracio anestésica levam a aumentos no tempo de recuperacéo.

5.1.3.1. Faixa Etaria: 75 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 35 mg/L (T,), 40 mg/L

(T2), 45 mg/L (T3), 50 mg/L (T4) e 55 mg/L (Ts) de mentol.

A sedacao foi constatada desde o primeiro tratamento. Mas, no tratamento T
a auséncia de reflexo de fuga foi alcangada por apenas 70% da populagao amostral,
apoés 17 = 22min de imersdo em solucao anestésica. Nos demais tratamentos a
sedacdo foi alcangada por 100% da populagdo amostral apés 21 + 15min de

imersao.

A anestesia foi observada somente a partir de T, (40 mg/L), porém, em
apenas 20% dos girinos (dois animais). A ndo indugéo de parcela representativa da
populagdo indica a baixa dosagem anestésica utilizada, ndo sendo ideal para a
anestesia dos animais. Com o aumento de 5mg/L na concentragdo da solugéo
anestésica 50% dos animais apresentaram auséncia de resposta a estimulos
nociceptivos (45 mg/L). Estado alcangado apds 45 + 51min de imersdao e mantido
por 86 + 91min. Embora neste tratamento (T3), 50% dos girinos tenham alcancado a
anestesia, o longo tempo de indugdo e o curto tempo de manutengao indicam a

baixa eficiéncia dessa dosagem na indugao a anestesia.
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Nos tratamentos T4 e Ts, todos os girinos foram anestesiados apdés um
periodo de 10min a 30min. Todavia, nessas dosagens, em ambos os casos, houve o

6bito de 30% dos animais amostrados.

Os tempos de indugao, manutencao e retorno a sedacao e a anestesia, em

funcao da concentracido do anestésico, estdo apresentados na Tabela 22.

TABELA 22 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de indug¢éao (Tl), manutengéo (TM) e
retorno (TR) a sedagéo e a anestesia em fungdo da concentracdo de mentol, de

girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 75 dias

Concentragao

(mg/L) Sedacéo Anestesia
Indugéo Manutengéao Retorno Inducéo Manutengao Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
35 20 73 - - - -
40 20 157 10 - - -
45 19 178 15 32 100 -
50 18 180 15 28 149 7
55 17 180 15 11 180 13

Os tempos de inducdo a sedacdo (Tlseq) ajustaram-se a um modelo linear
decrescente, indicando que aumentos na concentragdao de mentol levam a redugao
do tempo de inducéo (0,18 minutos para cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L

de mentol) (FIGURA 30).
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FIGURA 30 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de indugcdo a sedagcdo em

fungdo da concentracdo de mentol, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus) na faixa etaria de 75 dias

Os tempos de manutencao (TMseq) @ sedagdo ajustaram-se a um modelo nédo
linear sigmoidal simples em resposta a variagao da concentragdo, com R? de 0,9993.
O ponto de curvatura minima ocorreu na dosagem de 31,39 mg/L (TMseq= 21,57
minutos), indicando o inicio de ganhos expressivos no tempo de manutengdo e o
ponto de curvatura maxima na dosagem de 40,32 mg/L, indicando o inicio da
estabilizagdo. Assim, a partir desse ponto, aumentos na concentragcdo de mentol n&o
levam a alteracgdes significativas no tempo de manutengao a sedagao. Mas, entre os

pontos de curvatura a taxa de aumento observada foi de 15,43 min/mg/L de mentol

(FIGURA 31).
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FIGURA 31 - Valores ajustados pela regressdo dos tempos de manutencédo a sedagdo em
fungdo da concentracdo de mentol, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus) na faixa etaria de 75 dias.

Os tempos de retorno (TRseq) @ sedagao ajustaram-se a um modelo nao linear
sigmoidal simples em resposta & variagdo da concentragdo, com R? de 0,7991. Nas
concentragodes iniciais TRseg aumenta com o0 aumento da dosagem anestésica, e em
seguida a partir de 45 mg/L, em que 100% da populagao amostral € sedada, passa a
ser independente da dosagem, adquirindo valores constantes (FIGURA 32).
Trabalhos que confirmam os resultados obtidos foram reportados por Valente
(2009), ao avaliar o tempo de retorno de reprodutores de piavugu e curimbata
anestesiados por meio de aspersao braquial com mentol, e por Oliveira (2009) ao
avaliar a eficacia do mentol na anestesia de pacus e matrinxas adultos. Neu et al.
(2009) também relataram a independéncia entre TR e dosagem anestésica, em

juvenis de carpa comum.
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FIGURA 32 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de retorno a sedagéo em fungao

da concentragdo de mentol, de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus),
na faixa etaria de 75 dias.

Os tempos de indugdo, manutengao e retorno a anestesia ajustaram-se a
modelos quadratico em resposta a variagdo da concentracdo. Todavia, Tlane
apresentou comportamento decrescente indicando que aumentos na concentragao
de mentol levam a redugédo do tempo de indugdo a anestesia (2,19 min/mg/L de
mentol) enquanto que TMane € TRane apresentaram comportamento crescente. As
taxas de aumento nos tempos de manutengao e retorno foram, respectivamente, de

9 min/mg/L de mentol e de 1,33 min/mg/L de mentol (FIGURA 33).
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FIGURA 33 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de indugéo e retorno (A) e dos

tempos de manutencao (B) a anestesia em fungéo da concentragdo de mentol,

de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 75 dias

Ao observar os tempos de indugao e retorno, tanto da sedacdo quanto da
anestesia, de girinos de ra-touro, nas diferentes faixas etarias, nota-se claramente
que os tempos de inducédo (T1) apresentam comportamentos opostos ao dos tempos

de retorno (TR). Tl diminui com o aumento da concentragdo, enquanto que TR
aumenta.

Goncgalves et al. (2008), entretanto, ao avaliarem o uso mentol em juvenis de

pacu (Piaractus mesopotamicus), relataram o contrario. Segundo os autores, quanto
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maior o tempo necessario para a indugao anestésica, ou seja, menor a concentragao

utilizada, maior € o tempo necessario para a recuperagao dos peixes.

Ostrensky et al. (2000) e Gomes et al. (2001), afirmam ainda que o tempo de
recuperacao, em peixes, € influenciado pelo tempo de exposicdo ao farmaco e pela
temperatura. Porém, resultados reportados por Faganha e Gomes (2005),
contradizem o relato anterior. Os autores avaliaram o efeito do tempo de exposig¢ao
ao mentol no tempo de recuperagdo de juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum). Segundo os autores, o tempo de recuperagdo dos tambaquis

independe do tempo de exposicao ao anestésico até o limite testado de 30 minutos.

Nos experimentos realizados, a temperatura da solugdo em que os girinos
foram alocados foi controlada durante todo o periodo experimental, de modo que, a
temperatura fosse a mesma para todas as concentracbes e em todas as faixas

etarias. Assim, pode-se afirmar que a temperatura nao influenciou os resultados.

Quanto ao tempo de exposi¢cado ao farmaco, neste trabalho, os girinos foram
mantidos imersos por um periodo de 180 minutos, independente da concentragao
utilizada, e entao retirados e alocados em agua pura (agua livre de anestésico) para
recuperagao, logo, ndo houve a influéncia do tempo de exposicdo nos tempos de

retorno encontrados.

Em um estudo avaliando o uso de mentol como anestésico em juvenis de
tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) relatou-se que a margem de seguranga do
mentol para uma exposi¢cao de 20 a 30 minutos € baixa, sendo o tempo maximo
ideal para inducéo a anestesia de 10 minutos (SIMOES e GOMES, 2009). Relatos
semelhantes foram feitos por Ross e Ross (2008) e Roubach e Gomes (2001).

Todavia, neste trabalho os girinos foram mantidos em solugdo anestésica por um
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periodo de 180 minutos com o restabelecimento do comportamento normal sem

qualquer alteracido aparente.

Assim, uma vez que, nado houve influéncia da temperatura e nem do periodo
em que os animais foram mantidos em solucido anestésica, acredita-se que a
principal variavel que poderia influenciar os tempos de indugdo, manutencido e

retorno é a concentragao.

Aparentemente, existem duas hipéteses possiveis para explicar as diferengas
encontradas neste trabalho e os citados anteriormente. A primeira seria a variagao
entre as classes, visto que, existem diversos relatos informando a existéncia de
diferencas ndao s6 no mecanismo de acao como também na duracdo do efeito
anestésico, tanto entre quanto dentro de individuos da mesma espécie (ZAHL et al.,

2009; LAFORTUNE et al., 2001).

Simdes e Gomes (2008) ao avaliarem diferentes concentragcbes de mentol (50
mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L, 250 mg/L e 300 mg/L) em juvenis de tilapia-
do-nilo (Oreochromis niloticus) concluiram que para a biometria € manejo rapido, em
que a sedagao é suficiente, a concentragdo mais indicada é de 150 mg/L a 200 mg/L
de mentol, enquanto que para a anestesia o ideal € de 250 mg/L. Faganha e Gomes
(2005) ao avaliarem as mesmas concentragées em juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum) relataram que, para a sedagdo e a anestesia, as concentragdes
ideais, respectivamente, sdo de 100 mg/L e 150 mg/L de mentol. Gongalves et al.
(2008) e Anzileiro et al. (2008) relataram que a concentracao ideal para anestesiar
juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) e alevinos de jundia (Rhamdia quelen)

€ de 100 mg/L de mentol.
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A segunda hipodtese seria a metodologia experimental utilizada. Nos trabalhos
citados anteriormente, os animais eram passados para agua pura logo apds a

confirmacdo da anestesia, o que nao ocorreu no presente estudo.

As concentragbes mais indicadas para sedacgao e anestesia de girinos de ra-

touro, nas diferentes faixas etarias, encontram-se na Tabela 23.

TABELA 23 — Tempos de indugdo, manutengado e retorno, em minutos, das concentracbes mais
indicadas, em mg/L, para sedacdo e anestesia, de girinos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), de acordo com a faixa etaria, em dias

Faixa etaria (dias)

Paréametros
15 30 45 60 75
Sedacéo
Concentrag&o (mg/L) 20a25 10a20 20 20 40
Indug&o (min) 21 15a17 14 15 20
Manutengao (min) 138 a 154 135 a 157 143 162 157
Retorno (min) - - - 11 20
Anestesia
Concentragédo (mg/L) 30 25 30 30 45
Indugdo (min) 13 33 120 30 32
Manutengao (min) 98 102 180 166 100
Retorno (min) - - 22 - -

Nas concentracbes recomendadas para a sedacdo, 100% da amostra
induzida apresentou auséncia de reflexo de fuga e perda total de equilibrio, com o

restabelecimento do comportamento normal sem qualquer alteragdo visivel. Nas
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concentragbes recomendadas para a anestesia, mais de 70% da amostra
apresentava auséncia de reflexo de fuga, perda total de equilibrio e auséncia de

resposta a estimulo nocivo e 100% de retorno ao estado normal.

5.1.3. Benzocaina

Assim como descrito anteriormente, em todos os testes realizados e em todas
as faixas etarias avaliadas, a reagdo dos girinos de ra-touro, ao primeiro contato com
o anestésico, foi de hiperatividade, caracterizada pela rapida movimentagcdo na

cuba.

A hiperatividade inicial, em funcdo do uso da benzocaina, foi relatada por
Valente (2009) e Oliveira (2009), ao avaliarem os efeitos da benzocaina em
reprodutores de pacu (Piaractus mesopotamicus), matrinxa (Brycon cephalus), tilapia-
do-nilo (Oreochromis niloticus) e em reprodutores de piavugu (Leporinus
macrocephalus), curimbata (Prochilodus lineatus) e trairdo (Hoplias lacerdae),

respectivamente.

Apods a hiperatividade inicial, o comportamento dos girinos seguiu 0 mesmo
padrao observado para o eugenol e o mentol, ou seja, natagao lenta; estagnacao
dos animais, em que a natagao so foi observada apds estimulo externo (vibragao da
agua e/ou leve movimentagdo das cubas e pingada leve na base da cauda),
auséncia total dos movimentos; parada dos animais em decubito dorsal e, em alguns

casos, na posicao lateral.
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5.1.3.1. Faixa Etaria: 15 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 10 mg/L (T4), 15 mg/L

(T2), 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de benzocaina.

Com excecao do primeiro tratamento, onde a sedagao nao foi alcancada por
nenhum dos individuos alocados em solugao anestésica, nos demais tratamentos a
sedacao ocorreu apos 15 minutos de inducdo e mantida por um periodo de 150 %

56min (tratamento T;) a 180min (tratamentos T3 T4 € T5s).

A anestesia foi observada a partir do tratamento T3 (20 mg/L), apdés um
periodo médio de imersdo em solugao anestésica de 15 minutos. No tratamento Tj,
com excecdo de um individuo que retornou do estado anestésico sem a
necessidade do periodo de recuperacao (imersdo em agua livre de benzocaina), os
demais se restabeleceram apdés 18 + 9min de imersdo em agua pura. Nos
tratamentos T4 e Ts, 90% dos girinos restabeleceram o comportamento normal apos
20 + 15min e 53 * 48min de imersdo em a&agua pura, respectivamente.
Possivelmente, a morte de 10% dos animais (um individuo) em ambos os
tratamentos tenha ocorrido em razdo maior sensibilidade destes a benzocaina, uma
vez que, uma parcela representativa da populagdo amostral, sob as mesmas
condi¢cdes de manejo, se recuperou sem qualquer problema aparente, apresentando

natacdo normal e resposta a estimulos externos logo apds a recuperagao.

Os tempos de indugao, manutencao e retorno a sedacao e a anestesia, em

funcao da concentracao utilizada, estao apresentados na Tabela 24.
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TABELA 24 — Valores ajustados pela regressédo dos tempos de inducao (TI), manutengéo (TM) e
retorno (TR) a sedagdo e a anestesia em fungédo da concentragdo de benzocaina,

de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 15 dias

Concentragao

(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugéo Manutengéao Retorno Inducéo Manutengao Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
10 - - - - - -
15 15 150 6 - - -
20 15 180 14 14 172 10
25 15 180 28 15 180 18
30 15 180 48 15 180 23

A partir de T,, onde foi verificada a sedagdo dos animais, os tempos de

indugao a sedacgao (Tlseq) foram constantes independente da concentragao utilizada.

Vidal et al. (2007a; 2007b; 2008), na indugdo anestésica de L.
macrocephalus, B. cephalus e O. niloticus, respectivamente, observaram também a
tendéncia a estabilidade de Tl nas dosagens finais, embora nas dosagens iniciais os

autores tenham constatado queda elevada no tempo de inducéo.

Os tempos de manutengéo a sedacgdo (TMseq) ajustaram-se a um modelo ndo
linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragéo, com R? de 0,9999.
O ponto de curvatura minima ocorreu na dosagem de 12,49 mg/L, indicando o inicio
de aumentos expressivos no tempo de manutencao e o ponto de curvatura maximo
na concentragcdo de 15,27 mg/L, indicando o inicio da estabilizagdo. A partir desse
ponto aumentos na concentracdo de benzocaina nido levam a alteracbes

significativas no tempo de manutencgéo a sedagao (FIGURA 34).
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FIGURA 34 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos manutengdo a sedagcdo em
funcdo da concentragcdo de benzocaina de girinos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), na faixa etaria de 15 dias.

Os tempos de retorno a sedagdo (TRseq) ajustaram-se a um modelo
quadratico crescente em resposta a variagdo da concentragdo, indicando que
aumentos na concentracdo de benzocaina levam a aumentos no tempo retorno

(2,83min/mg/L de benzocaina).

Velasco-Santamaria et al. (2008) e Okamoto et al. (2009), ao avaliarem os
efeitos da benzocaina em juvenis de Piaractus brachypomus e de Trachinotus
marginatus, respectivamente, observaram, também, a existéncia de correlagao

positiva entre tempo de recuperagao e dosagem anestésica.

Assim como observado anteriormente em TMgey, 0s tempos de indugéo
(Tlane), manutencdo (TMane ) € retorno a anestesia (TRane) também se ajustaram a
modelos nao lineares sigmoidais simples em resposta a variagdo da concentragao.
De acordo com os modelos ajustados pela regressao, os pontos de curvatura
maximo de Tlane, TMane € TRane OCOrreram, respectivamente, nas dosagens de 19,27

mg/L, 19,31 mg/L e 27,90 mg/L, indicando o inicio da estabilidade. Logo, a partir
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dessas dosagens aumentos na concentracdo de benzocaina nao levam a alteragoes

significativas nos tempos de indugédo, manutengao e retorno a anestesia.

5.1.3.2. Faixa Etaria: 30 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 30 mg/L (T+), 35 mg/L

(T2), 40 mg/L (T3), 45 mg/L (T4) e 50 mg/L (Ts) de benzocaina.

Em todos os tratamentos avaliados a auséncia de reflexo de fuga (sedagao)
foi constatada apdés 15 minutos de imersdo em solugdo anestésica, e em 100% da

populacdo amostral.

A anestesia, no entanto nao foi observada no tratamento T4 e nos demais
tratamentos iniciais (T2 a T4) apenas uma pequena parcela da populagédo alcangou
esse estagio, provavelmente em fungcédo da baixa concentragdo anestésica utilizada.
Em T, e em T3 apenas um unico individuo, em cada um dos tratamentos,
apresentou auséncia do sentido de nocicepg¢ao, apés 105min e 75min de imersao
em solucdo anestésica, respectivamente, e em ambos 0s casos, 0s girinos vieram a
obito apdés 180 minutos de imersdo. Na concentracdo seguinte (45 mg/L de
benzocaina), o estado de anestesia foi observado em dois animais (20% da
populagdo amostral), apdés 83 + 74min de imersdao. Em ambos 0s casos, 0s girinos
permaneceram anestesiados por 180 minutos e apds um periodo de recuperacio de
3 horas, em agua livre de anestésico, os mesmos né&o restabeleceram o sentido de
nocicepgao. Porém, apds 12 horas de recuperagao foi constatado que os animais
estavam vivos e apresentavam comportamento normal (reflexo de fuga e

nocicepgao). Uma vez que, tanto no tratamento T, quanto nos tratamentos T; e T4 a

136



anestesia nao foi alcangada por uma parcela representativa da populagao, supde-se
que a dosagem utilizada tenha sido baixa para esse fim e que, provavelmente, os
animais induzindo a anestesia fossem individuos com maior sensibilidade a agao do

farmaco (variabilidade individual).

No tratamento T5 (50mg/L), a anestesia foi alcangada por 100% da populagao
amostral apos 114 + 25min, condicdo mantida por um periodo de 180 minutos.
Embora a anestesia tenha sido alcangada de forma eficaz, apenas 30% dos girinos
anestesiados restabeleceram o reflexo de nocicepgao e o comportamento normal,
ap6s105 + 54min e 115 £ 61min de imersdo em agua pura (livre de anestésico),

respectivamente.

De acordo com o que fora descrito nos métodos, a menor concentracio
determinada deveria induzir a sedagdo no minimo 10% dos animais e a maxima
induzir 100% dos animais tanto a sedagdo quanto a anestesia, excluindo-se as
dosagens que levassem a obito mais de 50% dos girinos. Entretanto, embora o
tratamento Ts tenha induzido a o6bito 70% dos girinos, essa concentragcéo foi
selecionada por ser a unica induzir mais de 50% dos animais a anestesia, estado

nao atingido nas dosagens anteriores.

Os tempos de indugao, manutencao e retorno a sedacao e a anestesia, em

funcao da concentracido do anestésico, estdo apresentados na Tabela 25.
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TABELA 25 — Valores ajustados dos tempos de inducdo (TI), manutencdo (TM) e retorno (TR) a
sedacdo e os tempos médios de indugcdo, manutencdo e retorno a anestesia, de
girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etéria de 30 dias, expostos a

concentragdes crescentes de benzocaina

Concentragao ~ .
(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugéo Manutengéao Retorno Inducéo Manutengao Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
30 15 180 20 - - -
35 15 180 23 - - -
40 15 180 20 - - -
45 15 180 83 - - -
50 15 180 115 115 180 105

Nesta faixa etaria, os tempos de indugdo (Tlseq) € manutencdo (TMseq) a

sedacao foram constantes e independentes da dosagem anestésica utilizada

Em razdo da grande variagdo dos dados observados, nao foi possivel
determinar um modelo que representasse de forma adequada o tempo de retorno a

sedacao.

Porém, considerando os tempos médios de recuperagao de cada tratamento,
foi obtida uma curva com padrdo crescente, que indica que aumentos na

concentracao anestésica levam a incrementos no tempo de retorno (FIGURA 36).
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FIGURA 36 — Valores médios dos tempos de retorno a sedagao em fungédo da concentragao
de benzocaina, de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa

etaria de 30 dias.

Trabalhos que ratificam os resultados observados foram relatados por
Okamoto et al. (2009) e por Oliveira (2009) ao avaliarem o uso de benzocaina na
anestesia de juvenis do pampo (T. marginatus) e de reprodutores de pacu (P.

mesopotamicus).

Conforme exposto anteriormente, com excegao do tratamento Ts, nos demais
tratamentos a anestesia nao foi alcancada por parcela representativa da populacgao,
de modo que nao foi possivel estabelecer um modelo que representasse de forma
adequada os dados obtidos. Assim, adotou-se os tempos médios observados nos

tratamentos.

5.1.3.3. Faixa Etaria: 45 dias
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Nesta faixa etaria as concentracdes utilizadas foram de 45 mg/L (T), 50 mg/L

(T2), 55 mg/L (T3), 60 mg/L (T4) e 65 mg/L (Ts).

Em todos os tratamentos avaliados, 100% dos girinos foram sedados apos 15
minutos de imersao, estado que se manteve durante 180 minutos. A anestesia foi
observada a partir de T, onde 70% dos girinos foram anestesiados ap6s 15 minutos
de imersao, estado mantido por 99 £ 7min. Nos demais tratamentos a anestesia

manteve-se por um periodo médio de 180 minutos.

Os tempos de indugao, manutencao e retorno a sedacao e a anestesia, em

funcao da concentracido do anestésico, estdo apresentados na Tabela 27.

TABELA 27 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de indug¢ao (TI), manutengéao (TM) e
retorno (TR) a sedagcado e a anestesia em fungédo da concentragdo de benzocaina,

de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 45 dias

Concentragao ~ .
(mg/L) Sedacgao Anestesia
Indugdo  Manutengdo  Retorno Indugdo  Manutengdo  Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
45 15 180 15 - - -
50 15 180 15 15 104 -
55 15 180 15 15 168 15
60 15 180 15 15 192 15
65 15 180 15 15 176 15

Nesta faixa etaria, os tempos de indugao (Tlseq), de manutengéo (TMseq) € de
retorno (TRseq) @ sedacdo foram constantes, independente da concentragao

anestésica utilizada (FIGURA 37).
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FIGURA 37 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de indugdo, manutengéo e

retorno a sedagao em fungdo da concentragdo de benzocaina, de girinos de
ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 45 dias.

Assim como observado para a sedacgao, na anestesia os tempos de indugao

(Tlane) © retorno (TRane) também foram constantes, independente da dosagem

anestésica utilizada.

Os tempos de manutengédo a anestesia (TMane) ajustaram-se a um modelo
quadratico crescente em resposta a variagdo da concentragao (R2 de 0,9870),
indicando que nas dosagens iniciais aumentos na concentragdo de benzocaina
levam a aumentos expressivos no tempo de manutengdo (9min/mg/L de

benzocaina) e nas dosagens finais tendéncia a estabilizagdo (a partir de 60 mg/L)

(FIGURA 38).
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FIGURA 38 - Valores ajustados pela regressdo dos tempos de manutencao a anestesia em

funcdo da concentracdo de benzocaina, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 45 dias.

5.1.3.4. Faixa Etaria: 60 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 30 mg/L (T+), 40 mg/L

(T2), 50 mg/L (T3), 60 mg/L (T4) e 70 mg/L (Ts) de benzocaina.

Em todos os tratamentos avaliados, tanto a sedacdo quanto a anestesia

foram observadas a partir de Ty,

apés 15min e 16 = 6min de imerséo,

respectivamente, estado mantido por 180 minutos, em ambos 0s casos.
Os tempos de retorno a sedagcdo e a anestesia variaram de acordo com a

dosagem de anestésico utilizada, apresentando valores constantes nas dosagens

iniciais (T4 a T3) e crescentes nas dosagens finais (T4 e Ts).

Na dosagem de 70mg/L (Ts), 80% dos animais anestesiados restabeleceram

o comportamento normal e 20% vieram a obito.

Os tempos de indugao, manutencao e retorno a sedacdo e a anestesia, em
funcdo da concentracdo do anestésico, estdo apresentados na Tabela 28.
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TABELA 28 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de induc¢éao (TI), manutengéo (TM) e
retorno (TR) a sedacdo e a anestesia em fungédo da concentragdo de benzocaina,

de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 60 dias

Concentragao ~ .
(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugéo Manutengéao Retorno Inducéo Manutengao Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
30 15 180 16 21 180 16
40 15 180 14 16 180 13
50 15 180 16 14 180 14
60 15 180 22 14 180 18
70 15 180 33 15 180 26

Nesta faixa etaria, os tempos de inducdo (Tlseq) € de manutengdo (TMseq) @
sedacao foram constantes e iguais a 15min e 180min, respectivamente. Os tempos
de retorno a sedacado (TRseq) ajustaram-se a um modelo quadratico em resposta a
variacdo da concentracdo, com R? de 0,9873. TRsq apresentou comportamento
tendendo a estabilidade, nas concentracbes menores e, em seguida crescente, com

aumentos no tempo de recuperagado nas dosagens maiores (FIGURA 39).
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FIGURA 39 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de indugdo, manutencao e

retorno a sedacado em fungdo da concentragdo de benzocaina, de girinos de
ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 60 dias.

Os tempos de indugcdo a anestesia (Tlane) ajustaram-se a um modelo raiz

quadrada em resposta a variagao da concentragao, com de 0,9001. Tl ne apresentou

comportamento decrescente,

nas concentragdes menores, com tendéncia a

estabilidade, nas dosagens maiores (FIGURA 40).
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FIGURA 40 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de indugdo a anestesia em

fungdo da concentragdo de benzocaina, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 60 dias.
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Diversos autores constataram a menor influéncia no tempo recuperagao a

anestesia de peixes a medida que se elevou a concentracdo anestésica (VIDAL et

al., 2006; VIDAL et al., 2007a; VIDAL et al., 2007b).

Assim como ocorreu para a sedacao, os tempos de manutencao a anestesia
(TMane) foram constantes,

independente da dosagem anestésica utilizada
(Tmédio=1 80min).

Os tempos de retorno a anestesia (TRane) ajustaram-se a um modelo
quadratico crescente em resposta a variacdo da concentracdo (R?*= 0,8571),
indicando que aumentos na concentragdo de benzocaina levam a aumentos no

tempo de retorno (0,24 min/mg/L de benzocaina) (FIGURA 41).
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FIGURA 41 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de retorno a anestesia em

fungdo da concentragdo de benzocaina, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 60 dias.
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5.1.3.5. Faixa Etaria: 75 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 20 mg/L (T+), 25 mg/L

(T2), 30 mg/L (T3), 35 mg/L (T4) e 40 mg/L (Ts) de benzocaina.

A imersao dos girinos em solugao contendo 20mg/L de benzocaina (T) levou
80% deles a perda do reflexo de fuga (sedacgéo) apds 27 + 37min de exposigao.
Sendo que, dessa parcela 60% foram sedados apés 15min, 10% apds 60min e 10%
apoés 120min. A manutencdao do estado sedado foi observada por um periodo
minimo de 135 minutos, em 20% dos casos, e maximo de 180 minutos, em 60% da

populagao (Tmegio= 135 £ 73min).

No tratamento T,, a sedacao foi alcangada novamente por 80% da populagéo
amostral. Porém, ao se comparar os tratamentos T4 e T, temos que neste ultimo, a
sedacdo ocorreu apds um periodo médio de imersdao menor (12 £ 6min) e foi
mantida por um intervalo de tempo 6% maior do que o observado no tratamento

anterior, em média 143 + 75min.

Nas demais dosagens, 100% dos girinos ndo apresentaram resposta a ReF
(reflexo de fuga) apés em média 16 + 3min, estado mantido por um periodo de 176 +

13 minutos.

Nas dosagens iniciais (T1 a T3), a anestesia foi observada em apenas dois
animais (20% da populagédo amostral, em cada um dos tratamentos), ndo atingindo
uma parcela representativa da populacdo. Provavelmente, a baixa eficiéncia
observada na inducio a anestesia tenha ocorrido em fungao da baixa concentragao
de benzocaina utilizada. Outro resultado que reforca essa hipbtese, de baixa

eficiéncia em fungdo da baixa dosagem anestésica, foi o curto periodo de
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manutencdo a anestesia observada nos animais anestesiados em cada um dos

tratamentos, em média 40min em T4, 37min em T, € 63min em Ts.

Nos tratamentos seguintes (35 mg/L e 40 mg/L), a anestesia foi alcangada por
100% da populagdo amostral apés 15min de imersao, estado mantido por 180
minutos em ambos o0s casos. Todavia, nestes tratamentos observou-se o ébito de

10% (um animal) e 30% (trés animais) da populagdo amostral, respectivamente.

Os tempos de retorno a sedagao apresentaram valores maiores nas
concentracdes iniciais com tendéncia a estabilidade nas ultimas, em torno de 15
minutos, enquanto que, os tempos de retorno a anestesia, obtidos a partir de Ty,
apresentaram valores crescentes com o aumento da dosagem anestésica, sendo

estes iguais a 18 £ 10min e 24 £ 17min, respectivamente.

Os tempos de indugao, manutencao e retorno a sedacao e a anestesia, em

funcdo da concentracido do anestésico, estdo apresentados na Tabela 29.

TABELA 29 — Valores ajustados dos tempos de indugao (Tl), manutencao (TM) e retorno (TR) a
sedacdo e a anestesia de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa

etaria de 75 dias, expostos a concentragdes crescentes de benzocaina

Concentragao

(mg/L) Sedacao Anestesia
Indugdo  Manutengdo  Retorno Indugdo  Manutengdo  Retorno
(min) (min) (min) (min) (min) (min)
20 25 132 12 - - -
25 17 150 11 - - -
30 13 165 14 - - -
35 13 176 21 15 180 12
40 16 180 30 15 180 21
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Nesta faixa etaria, os tempos de inducéo (Tlseq) ajustaram-se a um modelo
quadratico decrescente em resposta a variagdo da concentragao, indicando que
aumentos na concentragao de benzocaina levam a reducido do tempo de indugao

(0,42 minutos para cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L de benzocaina).

Os tempos de manutengéo a sedacgdo (TMseq) ajustaram-se a um modelo ndo
linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentracdo, com R? de
0,9398. Ganhos expressivos em TMgeq foram observados logo nas concentragdes
iniciais, apresentando uma taxa de aumento de 2,88 minutos para cada acréscimo
na concentracdo de 1mg/L de benzocaina (FIGURA 42). Todavia, a partir da
dosagem de 35 mg/L (ponto de curvatura maxima), o tempo de manutengao passa a
estabilizar, reduzindo a influéncia da dosagem anestésica no tempo de manutencgéao
a sedacdo. Assim, a partir desse ponto aumentos na concentragao de benzocaina

nao levam a alteragdes significativas na manutencao a sedagao.

Tempo

(minutos] Man= 198, 85467 /[ 1+exp[1,02443-0,08744 DOS))

200 - R*=(,938%3

|
150

I W 180,0
I , . 176,02

an 3527 T

35
Concentracdo (mg/L) 40

FIGURA 42 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de manutencdo a sedagdao em
fungdo da concentragcdo de benzocaina, de girinos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), na faixa etaria de 75 dias.
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Os tempos de retorno a sedacdo (TRseq) ajustaram-se a um modelo
quadratico crescente em resposta a variagdo da concentragdo, com ganhos
expressivos no tempo de retorno com o aumento da concentracdo da solucao

anestésica (0,93 minutos para cada aumento de 1 mg/L de benzocaina).

Trabalhos que corroboram com os resultados obtidos foram reportados por
diversos autores, que constataram a redugao do tempo necessario para sedacio e
anestesia de peixes a medida que se elevou a dosagem anestésica ao mesmo
tempo em que observaram a maior influéncia das concentragdes na recuperagao
dos animais (OKAMOTO et al. 2009; SILVA et al., 2009; PARK, 2008; COPPOLA et
al., 2008; FACANHA e GOMES, 2005).

Os tempos de indugdo (Tlae) € manutencdo (TMane) @ anestesia foram

constantes, independente da dosagem anestésica utilizada (FIGURA 43).

Tempo
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50
Concentracdo (mgfL) 55

FIGURA 43 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de indugdo e manutencado a
anestesia em fun¢do da benzocaina, de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 75 dias.

Os tempos de retorno a anestesia (TRane) ajustaram-se a um quadratico

crescente em resposta a variacdo da concentragao, indicando que aumentos na
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concentracao anestésica levam a aumentos no tempo de retorno (1,80 minutos para

cada acréscimo na concentragao de 1mg/L de benzocaina).

Ao observar os graficos apresentados dos tempos de indugao (Tl) e retorno
(TR), em fungdo da concentragao, nota-se que estes apresentaram comportamentos

semelhantes nas diferentes faixas etarias.

Embora o uso de anestésicos seja amplamente utilizado no manejo e
transporte de diversas espécies de peixes (KING et al., 2005), em anfibios anuras
sao poucos os relatos com respeito a esse assunto, € mais raros ainda sio os que

avaliam o uso de anestésicos em girinos.

Castro et al. (2010), de acordo com o tempo de indugdo e de retorno, o
numero de animais induzidos a sedagao e a taxa de sobrevivéncia de girinos de ra-
touro, nas faixas etarias de 30, 45 e 60 dias, concluiram que a benzocaina € um
anestésico eficaz para a sedacdo, podendo ser utilizado ndo s6 no transporte destes

animais como também em atividades de manejo.

Em peixes, resultados semelhantes aos encontrados neste estudo tanto para
Tl quanto para TR foram reportados na literatura. Velasco-Santamaria et al. (2008)
ao avaliarem a eficiéncia anestésica da benzocaina em alevinos e juvenis de
Piaractus brachypomus verificaram que, em juvenis, o tempo de indugao foi
significativamente maior com o aumento da concentragdo, enquanto que, em
alevinos, ocorreu o inverso, incrementos na concentracdo levaram a reducao de TI.

Em ambos os grupos, aumentos na concentragao levaram a aumentos em TR.

Resultados analogos foram relatados em juvenis do pampo (Trachinotus
marginatus) e em alevinos de quinguio (Carassius auratus), em que os tempos de
inducéo e de recuperagao apresentaram padrao inverso, ou seja, com o aumento da
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concentracdo de benzocaina observou-se a reducado de Tl e o aumento de TR
(OKAMOTO et al., 2009; BITTENCURT et al., 2009). Gimbo et al. (2008) e Inoue
(200%5) utilizando diferentes concentragdes de benzocaina para indugdo anestésica
em juvenis de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) relataram resultado
semelhante ao descrito anteriormente em TI, todavia, segundo os autores o tempo
necessario para a recuperacao dos peixes nao foi influenciado pela concentracio de
benzocaina, resultado que corrobora com o comportamento de TR, na faixa etaria

de 45 dias, encontrado neste trabalho.

Inoue (2005) avaliando a resposta anestésica de juvenis de matrinxa (Brycon
cephalus) observaram que inicialmente, o tempo de anestesia foi visivelmente
decrescente, a medida que se aumentava a concentracdo anestésica, e que, a partir
de 60 mg/L, os tempo de indugédo a anestesia ndao mais se alterava. Resultados que

ratificam os obtidos neste trabalho, nas faixas etarias de 15, 30 e 45 dias.

As concentragdes mais indicadas para sedacgao e anestesia de girinos de ra-

touro, nas diferentes faixas etarias, encontram-se na Tabela 30.

TABELA 30 — Tempos de indugdo, manutengado e retorno, em minutos, das concentracbes mais
indicadas, em mg/L, para sedacdo e anestesia, de girinos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), de acordo com a faixa etaria, em dias

Faixa etaria (dias)

Paréametros
15 30 45 60 75
Sedacgao
Concentragdo (mg/L) 15a 20 30 45 30a50 20a 30
Indugéo (min) 15 15 15 15 25a13
Manutengao (min) 150 a 180 180 180 180 132 a 165
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Retorno (min) 6a14 23 15 14 a 16 12a 14

Anestesia
Concentragdo (mg/L) 20 - 50 a 55 40 a 50 35
Indugdo (min) 15 - 15 16 15
Manutencéo (min) 172 - 104 a 180 180 180
Retorno (min) 10 - 15 13a14 12

Nas concentragdes recomendadas para a sedagao, 80% da amostra induzida
apresentou auséncia de reflexo de fuga e perda total de equilibrio, com o
restabelecimento do comportamento normal sem qualquer alteracdo visivel. Nas
concentragbes recomendadas para a anestesia, mais de 90% da amostra
apresentava auséncia de reflexo de fuga, perda total de equilibrio e auséncia de

resposta a estimulo nocivo, além de 100% de retorno ao estado normal.

Por meio da metodologia adotada, ndo foi possivel de ser determinar a
concentragédo “ideal” para a anestesia de girinos de ra-touro, na faixa etaria de 30
dias, uma vez que, nenhum dos tratamentos avaliados atendeu as condicbes
minimas estabelecidas. Os tratamentos Ti, T2, Tz € T4 n&o foram eficazes,
anestesiando apenas 10% a 20% da populagdo amostral, e o tratamento Ts (50
mg/L), embora tenha anestesiado 100% da amostra, levou a o&bito 70% da
populacdo. Talvez, se o tempo de exposi¢cdo ao farmaco tivesse sido menor, a

concentracdo “ideal” para a anestesia poderia ter sido estabelecida.

Na literatura sdo encontradas diferentes recomendacdes para diferentes
espécies de peixes. Velasco-Santamaria et al. (2008) inferiram que a concentragéo

mais indicada para a anestesia cirurgica em alevinos e juvenis de Piaractus
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brachypomus corresponde a 150 mg/L de benzocaina, apresentando tempos de
indugao e recuperagao de 0,31 £ 0,01 e 8,21 £ 1,48 minutos (alevinos) e de 0,70 +

0,02 e 6,42 + 0,45 minutos (juvenis), respectivamente.

Bittencurt et al. (2009) relataram tempos de indugdo e retorno a anestesia
profunda bastante diferentes, recomendando como a mais indicada a dosagem de
87,5 mg/L de benzocaina (Tl= 3,98 + 0,72 minutos; TR= 4,18 + 1,00 minutos) para
de alevinos de quinguio (Carassius auratus). Heo e Shin (2010) e Gimbo et al.
(2008) concluiram que a melhor concentragdo de benzocaina para indugao
anestésica de juvenis de carpa (Carassius carassius) e de lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae), respectivamente, € de 100mg/L, baseados no tempo
necessario para se atingir a anestesia profunda, no tempo de recuperagao e na taxa

de sobrevivéncia.

Okamoto et al. (2009), em juvenis do pampo (Trachinotus marginatus)
estabeleceram como ideal para indugdo anestésica a concentragdao de 50 mg/L.
Valor bastante préoximo ao recomendado neste trabalho para girinos situados na

faixa etaria de 45 dias.

5.1.4. Benzocaina, Eugenol e Mentol

O desempenho, por faixa etaria, dos trés compostos avaliados, esta

demonstrado na Figura 44.
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FIGURA 44 — Grafico das concentragdes recomendadas (mg/L), para sedacao e anestesia, e

0s respectivos valores ajustados de inducdo, manutencdo e retorno, em
minutos, em fungao da faixa etaria (15, 30, 45, 60 e 75 dias) e anestésico

(eugenol=E; benzocaina=B; mentol=M).
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Para possibilitar uma comparacao entre os anestésicos foi estabelecido um
sistema de classificagao por pontos, de modo que, cada anestésico foi classificado

em “A”, "B” e “C”, de acordo com o desempenho de cada parametro avaliado.

Na escolha de anestésico as principais caracteristicas determinantes para
selecdo sdo a eficacia em baixas concentragdes ou dosagens, menor tempo de
indugdo e recuperagao e facilidade de manutencdo (ROSS e ROSS, 2008;
OKAMOTO et al., 2009; MARKING e MEYER, 1985). O tempo de manutengao
desejavel de um anestésico depende da finalidade da indugdo anestésica, se for
para transporte a longas distancias, o ideal € que o composto forne¢ga maior tempo
de sedagdo. J4, para o manejo diario ou transporte a curtas distancias a

manutencgao a sedacgao por longos periodos ndo é necessaria, sendo indesejavel.

Neste trabalho verificamos também a possibilidade de manter os girinos
anestesiados por um longo tempo, logo a manutencéo longa foi uma caracteristica

desejavel.

Assim, de acordo com esses conceitos, cada um dos parametros foi
classificado em “A”, "B” ou “C”, o que forneceu ao anestésico avaliado, um saldo de
3, 2 ou 1 ponto, respectivamente, para cada caracteristica avaliada (concentragao,
tempo de indugao, tempo de manutengao e tempo de retorno), como exemplificado
na Tabela 31. A partir do somatdrio do saldo parcial de cada um dos anestésicos,

nas cinco faixas etarias, determinou-se o agente anestésico de melhor desempenho

geral.
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TABELA 31 — Esquema de pontuagao dos compostos anestésicos (eugenol, benzocaina e mentol),
por faixa etaria, em fungdo das caracteristicas: concentragdo, tempo de indugéo,

tempo de manutengao

Concentragao Inducao Manutengao Retorno Saldo parcial

Faixa etaria: 15 dias

Eugenol 3 3 2 2 10
Benzocaina 2 2 3 2 9
Mentol 2 1 2 3 8

Faixa etaria: 30 dias

Eugenol 2 2 2 2 8
Benzocaina 1 3 3 1 8
Mentol 3 3 1 3 10

Ao avaliar as concentragbes recomendadas (sedacdo e anestesia) e os
tempos de indugdo, manutengdo e retorno, individualmente, observou-se que
dependendo da faixa etaria e dos parametros analisados um ou outro anestésico se
sobressaia. Para a sedagéo, o eugenol apresentou melhor desempenho nas faixas
etarias de 15 e 45 dias. A benzocaina e o0 mentol apresentaram melhores resultados
na faixa etaria de 75 e 30 dias, respectivamente. Ja, na faixa etaria de 60 dias, o
mentol e o eugenol foram equivalentes e a benzocaina apresentou o pior resultado.
Para a anestesia, a benzocaina se sobressaiu aos demais, na faixa etaria de 15

dias, mas apresentou resultados similares ao mentol e ao eugenol na faixa etaria de
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60 e 75 dias, respectivamente. O eugenol apresentou melhores resultados nas
faixas etarias de 30 e 45 dias. O mentol embora tenha demonstrado ser um bom
indutor tanto a sedacdo quanto a anestesia nao obteve bons resultados quanto a

manutencao do estado anestésico, provavelmente, devido a sua alta volatilidade.

Em peixes, alguns estudos confirmam a possibilidade de fatores biolégicos
como idade, o tamanho e o sexo possam influenciar na resposta a uma determinada
dosagem e demonstram a existéncia de correlagdo entre tamanho do individuo e
tempos de inducao e retorno, resultados que corroboram com o encontrado neste
trabalho, todavia, outros indicam o contrario (STEHLY e GINGERICH, 1999;

TSANTILAS et al., 2006; CUNHA, 2007; ROSS e ROSS, 2008; ZAHL et al., 2009).

No geral, tanto para sedagao quanto para anestesia de girinos de ra-touro, o
composto anestésico que apresentou o melhor desempenho, considerando
concentracgao utilizada e os tempos de indugao, manutengao e retorno, foi o eugenol,

enquanto que o mentol e a benzocaina apresentaram resultados equivalentes.

Anzileiro et al. (2008) ao avaliarem a eficiéncia de quatro anestésicos no
manejo de alevinos de jundia (Rhamdia quelen), entre eles, o 6leo de cravo, a
benzocaina, a quinaldina e o mentol, concluiram que o eugenol e a quinaldina sao
os anestésicos mais eficazes e seguros. Resultado semelhante foi reportado por
Inoue (2005), ao comparar a resposta de juvenis de matrinxa (Brycon cephalus) a
agao da benzocaina, do eugenol e do fenoxietanol. Segundo o autor o eugenol foi 0
mais eficiente, pois necessitou de menores concentracbes para que 0s peixes

atingissem o mesmo estado de anestesia em menores intervalos de tempo.
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Okamoto et al. (2009) concluiram que tanto o eugenol quanto a benzocaina sao
bons anestésicos para juvenis do pampo (Trachinotus marginatus) mas, em termos

econdmicos, a benzocaina apresenta melhor custo beneficio.

5.2.FASE 1 - GIRINOS 1l

Assim como na fase anterior, durante a fase de indugcao anestésica, por meio
de benzocaina, eugenol e mentol, os girinos de ra-touro, em todas as faixas etarias
avaliadas, apresentaram o mesmo comportamento inicial caracterizado por agitagao
inicial (hiperatividade), seguido de natagao lenta; parada dos animais, em que a
natacdo soO foi observada apds estimulo externo (movimentacdo dos sacos),
auséncia total dos movimentos; parada dos animais em decubito dorsal e, em alguns
casos, na posicao lateral. Nas concentragbes maiores, a passagem gradativa por
essas fases comportamentais nao foi evidente devido a velocidade de acédo dos

anestésicos.

5.2.1. Benzocaina

5.2.1.1. Faixa Etaria: 30 dias
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Nesta faixa etaria as concentracdes utilizadas foram de 10 mg/L (T), 15 mg/L

(T2), 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de benzocaina.

Apds a imersdo dos girinos de Lithobates catesbeianus, em 10 mg/L de
benzocaina (T4) durante 60 minutos, menos de 50% deles foram induzidos a
sedacdo (NI=2), resultado mantido nas observagbes seguintes, apés 120min,
180min e 240min de exposi¢cdo ao anestésico. Apds 300 minutos de imersao, 100%
dos animais apresentavam comportamento normal (NI=1), ou seja, apresentavam

resposta a estimulos externos (movimentagao erratica no interior dos sacos).

No tratamento T, (15 mg/L) mais de 50% dos animais foram induzidos a
sedacédo (NI=3), apés 60 minutos de imersdo e, assim como na concentragao
anterior, o resultado se manteve nas observacgdes posteriores (120min, 180min e
240min). Apos 300 minutos, ao contrario do relatado anteriormente, os animais
continuavam a nao apresentar resposta a estimulos externos, estado que se alterou
somente apos 24 horas, quando foi observado o retorno ao comportamento normal
em 100% dos girinos sedados (NI=1). Nas concentragbes seguintes, 20 mg/L, 25
mg/L e 30 mg/L de benzocaina, 100% dos girinos de ra-touro foram induzidos a
sedacao logo apds a imersdo em solugao anestésica, situacdo que se manteve por

24 horas.

A imersé&o dos girinos de ra-touro, nas cinco concentragdes avaliadas, levou a
sedacdo dos mesmos, por um periodo de quatro (T4) a cinco horas (T2 a Ts), com 0
restabelecimento do comportamento normal em 100% dos animais. A sedacao por
um periodo de 24 horas foi observada apenas nas concentragdes de 20 mg/L, 25
mg/L e 30 mg/L, porém, nesta ultima (Ts) observou-se o ndo retorno (6bito) de 50%

dos girinos sedados.
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De acordo com as equacgdes de regressao ajustadas, o ponto de curvatura
maximo (PCM) da benzocaina, em que o numero de animais induzidos a sedacéo foi

de 100% (NI=4), ocorreu na concentracao igual a 20,51 mg/L (FIGURA 45).
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FIGURA 45 — Valores ajustados pela regressdo do numero de girinos de L. catesbeianus, na
faixa etaria de 30 dias, induzidos a sedagao, em fungao da concentragdo da
solugéo de benzocaina. NI: 1= 0%; 2= -50%; 3= +50%, 4= 100%.

A imersao de girinos de L. catesbeianus em concentragdes inferiores ao PCM,
o NI (numero de animais induzidos) apresentou um crescimento linear, porém,
valores maiores ou iguais ao ponto de curvatura maximo n&o levaram ao aumento
do numero de animais induzidos, indicando que a partir desse ponto, o NI se

estabilizou.

Embora o aumento na concentragdo de benzocaina acima do ponto de
curvatura maximo nao altere o NI, a elevagdo na concentracdo de benzocaina,
acima desse ponto (PCM), levou ao aumento no tempo de recuperagédo (TR) dos

girinos de ra-touro de 2,54 minutos, em T4, e de 6,95 minutos, em Ts (FIGURA 46).
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FIGURA 46 — Valores ajustados do tempo de retorno (TR), em minutos, necessario para o
restabelecimento do comportamento normal de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), com 30 dias de idade, apds indugcédo anestésica por meio de

imersdo em concentragdes crescentes de benzocaina.

Nas cinco concentracdes de benzocaina avaliadas, o NR variou entre 1,00
(valor minimo) e 1,15 (valor maximo), indicando que embora 100% dos girinos de ra-
touro tenham retornado ao estado normal apds inducdo anestésica, aumentos na

concentragcao levam a redugao gradual de NR.

O numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal, ajustou-se
a um modelo quadratico em resposta a variagdo da concentracdo, com R? igual a
0,8571 indicando que variagdes na concentragao explicam mais de 85% da variagao
em NR. O NR apresentou tendéncia quase que constante (NR=1, 100% de retorno
dos animais sedados) nos trés primeiros tratamentos (FIGURA 47). A partir de T4
(25 mg/L) houve tendéncia de aumento em NR, reduzindo o numero de girinos que
restabeleceram o comportamento normal. O ponto maximo, no qual se observou

100% de ébito (NI=4), ocorreu na dosagem de 70 mg/L.
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FIGURA 47 — Valores ajustados do numero de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus)
com 30 dias de idade, que restabeleceram o comportamento normal (NR),
apos indugao anestésica por meio de imersao em concentragdes crescentes
de eugenol. NR: 1= 100%; 2= + 50%; 3= -50%; 4= 0%.

5.2.1.2. Faixa Etaria: 45 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 10 mg/L (T+), 15 mg/L

(T2), 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de benzocaina.

A imersdo dos girinos em 10 mg/L de benzocaina (T1), durante 60min e
120min, ndo induziu os animais a sedag¢ao, de modo que, todos continuaram a
apresentar comportamento normal (NI=1), ou seja, apresentavam resposta a
estimulos externos. Somente a partir de 180 minutos de imersao € que parte dos
girinos foi sedada, menos de 50% (NI=2), resultado que se manteve nas

observacgodes posteriores mesmo apés 300 minutos de imerséo.

Na segunda concentragdo avaliada, a imersdo de girinos de ra-touro, em 15
mg/L de benzocaina (T2) por 60 minutos induziu a sedagdo, menos de 50% dos
animais (NI=2) e, assim como na concentrac&o anterior, o resultado se manteve nas
observagbes posteriores (120min, 180min, 240min, 300min e 1440min). Nos

tratamentos seguintes, 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de benzocaina,
162



100% dos girinos de ra-touro foram induzidos a sedagéo logo apds a imersao em

solucao anestésica, situagao que se manteve por 24 horas.

Com excegao do primeiro e do ultimo tratamento (imersédo dos girinos em 10
mg/L e 30 mg/L de benzocaina), a imersao dos girinos de ra-touro, nas demais
solucdes anestésicas avaliadas, levou a sedagdao dos mesmos, por um periodo de
até 24 horas, com o restabelecimento do comportamento normal em 100% dos
animais. Embora o tratamento cinco (30 mg/L de benzocaina) tenha induzido 100%
dos girinos a sedagdo, em menos de 5 minutos, a imersdo por um periodo de 24

horas levou a 6bito 50% dos animais.

De acordo com as equagdes de regressdo ajustadas, em funcado da
concentracdo para as variaveis, anestésico e faixa etaria, o ponto de curvatura
maximo (PCM), em que o numero de animais induzidos a sedagao (NI), por meio da

benzocaina, foi maximo, ocorreu na concentragao igual a 21,00 mg/L

Na imersao de girinos de L. catesbeianus, com faixa etaria de 45 dias, em
concentracdes inferiores a PCM, o NI apresentou um crescimento linear, porém,
valores maiores ou iguais ao ponto de curvatura maximo néo levaram ao aumento
do numero de animais induzidos, indicando que a partir desse ponto, o NI se
estabilizou. Embora o aumento na concentragao de benzocaina, acima do ponto de
curvatura maximo, nao altere o NI, aumentos na concentragao de benzocaina, acima
de PCM causam um pequeno aumento no tempo de recuperagao (TR) dos girinos

de ra-touro, de 3,06 e 5,32 minutos, respectivamente (FIGURA 48).
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FIGURA 48 — Valores ajustados do tempo de retorno (TR), em minutos, necessario para o

restabelecimento do comportamento normal de girinos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), na faixa etéria de 45 dias, apds inducdo anestésica por meio de
imersao em concentragdes crescentes de benzocaina.

Nas cinco concentragdes avaliadas, o NR variou entre 0,99 (valor minimo) e
1,15 (valor maximo), indicando que embora 100% dos animais tenham retornado ao

estado normal apds inducido anestésica, o aumento na concentragao leva a redugao
gradual de NR (FIGURA 49).
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FIGURA 49 — Valores ajustados do numero de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus)

com 45 dias de idade, que restabeleceram o comportamento normal (NR),

apos indugao anestésica por meio de imersdo em concentragdes crescentes
de benzocaina. NR: 1= 100%; 2= + 50%; 3= -50%; 4= 0%.
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5.2.1.3. Faixa Etaria: 60 dias

Nesta faixa etaria as concentracdes utilizadas foram de 15 mg/L (T), 20 mg/L

(T2), 25 mg/L (T3), 30 mg/L (T4) e 35 mg/L (Ts) de benzocaina.

A imersao de girinos de Lithobates catesbeianus em 15 mg/L de benzocaina
(T4) induziu menos de 50% dos girinos a sedagao (NI=2), apés 60 minutos. Uma
hora depois, mais de 50% dos animais encontravam-se sedados (NI=3) e na
observagdo seguinte, ap6s180 minutos de imersdo, 100% dos girinos né&o
apresentavam resposta a estimulos externos, resultado que se manteve por uma
hora. Ap6s 300 minutos de imersao 100% dos animais ja apresentavam resposta a

estimulos externos.

Na segunda concentragdo avaliada, a imersédo de girinos de ra-touro, em 20
mg/L de benzocaina (T2) por 60 minutos induziu a sedagéo, mais de 50% dos
animais (NI=3), resultado que se manteve na observagao posterior (120 minutos),
todavia, apés uma hora menos de 50% dos girinos permaneciam sedados (NI=2) e

apos 24 horas 100% dos girinos apresentavam comportamento normal.

O tratamento T3 (25 mg/L) induziu a sedagdo 100% dos girinos logo apds a
imersao dos animais, porém, apos 180 minutos, parte dos animais ja apresentava

resposta a estimulos externos (NI=3), resultado que se manteve por 24 horas.

Nos tratamentos seguintes, 30 mg/L (T4) e 35 mg/L de benzocaina (Ts), 100%
dos girinos de ra-touro foram induzidos a sedagao logo apds a imersao em solugao

anestésica, situacao observada por 24 horas.

Com excecao dos dois primeiros tratamentos (imersao dos girinos em 15

mg/L e 20 mg/L de benzocaina), a imersao dos girinos de ra-touro, nas demais
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solugdes anestésicas avaliadas, levou a sedagdo dos mesmos, por um periodo de
até 5 horas, com o restabelecimento do comportamento normal em 100% dos

animais sedados.

A sedacdo por 24 horas foi observada somente nos trés ultimos tratamentos
(25 mg/L, 30 mg/L e 35 mg/L de benzocaina), porém, o restabelecimento do
comportamento normal, de 100% dos girinos sedados, foi observado apenas no
tratamento Ts. Nos tratamento T4 e Ts, 0 NR foi igual a trés (NR=3) e quatro (NR=4),
respectivamente, ou seja, menos de 50% dos girinos sedados restabeleceram o
comportamento normal, apds indugdo anestésica por 24 horas, em 30 mg/L de
benzocaina e 0% dos girinos sedados restabeleceram o comportamento normal,

apos indugao anestésica por 24 horas, em 35 mg/L de benzocaina.

O numero de girinos induzidos a sedagao (NI) ajustou-se a um modelo de
platd de resposta linear. De acordo com as equagdes de regressado ajustadas em
funcdo da concentracdo para as variaveis, anestésico e faixa etaria, o ponto de
curvatura maximo (PCM), em que o numero de animais induzidos a sedagao, por

meio da benzocaina, foi maximo, ocorreu na concentragao igual a 35,00 mg/L.

Na imersao de girinos de L. catesbeianus, com faixa etaria de 60 dias, em
concentragdes inferiores a PCM (35 mg/L), o NI apresentou um crescimento linear,
porém, valores maiores ou iguais ao ponto de curvatura maximo nao levaram ao
aumento do numero de animais induzidos, indicando que a partir desse ponto, o NI
se estabilizou. Embora o aumento na concentracdo de benzocaina, acima do ponto
de curvatura maximo, nao altere o NI, aumentos na concentracido de benzocaina,
acima de PCM levam ao aumento no tempo de retorno (TR) dos girinos de 5,95

minutos (FIGURA 50).
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FIGURA 50 — Valores ajustados do tempo de retorno (TR), em minutos, necessario para o
restabelecimento do comportamento normal de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 60 dias, apés indugéo anestésica por meio de

imersdo em concentragdes crescentes de benzocaina.

Nas cinco concentragdes avaliadas, o NR variou entre 0,96 (valor minimo) e
1,68 (valor maximo), indicando que aumentos na concentracdo da solugéo

anestésica levam a redugao gradual de NR.

O numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal, ajustou-se
a um modelo quadratico em resposta a variacdo da concentragdo, com tendéncia
quase que constante (NR=1, 100% de retorno dos animais sedados) nos trés
primeiros tratamentos e a partir de T4 (30 mg/L) aumento em NR, reduzindo o
numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal (FIGURA 51). O

ponto maximo, no qual se observou 100% de 6bito (NI=4), ocorreu na dosagem de

50 mg/L.
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FIGURA 51 - Valores ajustados do numero de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus),
na faixa etaria de 60 dias, que restabeleceram o comportamento normal (NR),
apo6s indugao anestésica por meio de imersdo em concentragdes crescentes
de benzocaina. NR: 1= 100%; 2= + 50%; 3= -50%; 4= 0%.

5.2.1.4. Faixa Etaria: 75 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 10 mg/L (T+), 15 mg/L

(T2), 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de benzocaina.

A imersdo de girinos de Lithobates catesbeianus em 10 mg/Le 15 mg/L de
benzocaina induziu 100% dos girinos a sedacéo (NI=4), ap6s 60 minutos, estado
mantido nas observagdes posteriores (120min, 180min e 240min). Apdés 300 minutos

de imersdo menos de 50% dos girinos estavam sedados, resultado observado,

também, apds 24 horas.

A partir do tratamento T3 (20 mg/L) 100% dos girinos foram induzidos a

sedacéo logo apos a imersao (NI=4), resultado que se manteve por 24 horas.

Com excecgao dos tratamentos T¢ e T, (imersédo dos girinos em 10 mg/L e 15
mg/L de benzocaina, respectivamente), a imersdo dos girinos de ra-touro, nas

demais solucdes anestésicas avaliadas, levou a sedacdo 100% dos animais, por um
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periodo de 24 horas. O néao restabelecimento do comportamento normal, em 100%

dos animais sedados, foi observado apenas apés 24 horas de inducao.

O numero de girinos induzidos a sedagao (NI) ajustou-se a um modelo de
platd de resposta linear. De acordo com a equagido de regressao ajustada, em
funcdo da concentracdo para as variaveis, anestésico e faixa etaria, o ponto de
curvatura maximo (PCM), em que o numero de animais induzidos a sedagao, por

meio da benzocaina, foi maximo, ocorreu na concentragao igual a 21,67 mg/L.

Na imersao de girinos de L. catesbeianus, com faixa etaria de 75 dias, em
concentragdes inferiores a PCM (21,67 mg/L), o NI apresentou um crescimento
linear, porém, valores maiores ou iguais ao ponto de curvatura maximo nao levaram
ao aumento do numero de animais induzidos, indicando que a partir desse ponto, o

NI se estabilizou.

O tempo de retorno da benzocaina ajustou-se a um modelo ndo linear
sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdo, com R? de 0,9913. O
ponto de curvatura minima ocorreu na dosagem de 7,15 mg/L, indicando o inicio de
aumentos expressivos em TR e o ponto de curvatura maximo ocorreu na
concentragado de 33,14 mg/L, indicando que a partir dessa dosagem o TR comegou

a estabilizar.

Embora aumentos na concentragdo de benzocaina, acima do ponto de
curvatura maximo, nao alterem NI, aumentos na concentragao de benzocaina, acima
de PCM (21,67 mg/L) levam a aumentos no tempo de retorno (TR) dos girinos de

3,23 minutos (T3), 7,04 minutos (T4) e 9,39 minutos (Ts) (FIGURA 52).
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FIGURA 52 — Valores ajustados do tempo de retorno (TR), em minutos, necessario para o
restabelecimento do comportamento normal de girinos de ra-touro
(Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 75 dias, apds indugao

anestésica por meio de imersdao em concentragdes crescentes de
benzocaina.

O numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal ajustou-se
a um modelo quadratico crescente em resposta a variagdo da concentracao,
indicando que aumentos na concentracdo da solucdo anestésica levam a reducao
gradual do numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal.
Todavia, nas concentragbes avaliadas, NR variou entre 1,0 (valor minimo) e 1,20
(valor maximo) apresentando tendéncia praticamente constante (NR=1, 100% de

retorno dos animais sedados), de modo que aumentos na concentragdo anestésica

n&o levaram a alteragbes significativas em NR.

Em todas as faixas etarias avaliadas tanto o aumento da concentragéo quanto
o tempo de exposi¢cado a benzocaina influenciaram no tempo de retorno dos girinos,
aumentando-a. Trabalhos anteriores, com diferentes espécies de peixes, tém
demonstrado que o tempo de recuperacdo € influenciado ndo sé pelo tempo de

exposig¢ao ao farmaco como também pela temperatura da agua (SIMOES e GOMES,
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2009; PARK et al., 2008; MYLONAS et al., 2005; GOMES et al., 2001; OSTRENSKY

et al., 2000).

No presente trabalho embora a temperatura da agua n&o tenha sido
controlada, esta ndo apresentou alteragdes significativas que pudessem interferir

nos resultados.

As concentragdes indicadas para sedacao de girinos de ra-touro, nas

diferentes faixas etarias encontram-se na Tabela 32.

TABELA 32 — Concentragdes recomendadas para sedacdo de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), em diferentes faixas etarias, e tempo de retorno apds 24 de

exposi¢cao a benzocaina

Parametros Faixa etaria
30 dias 45 dias 60 dias 75 dias
Concentragédo (mg/L) 20,51 21,00 30,00 18,00
Tempo de retorno (min) 8,92 13,15 15,93 11,22
N° girinos induzidos (%) 100 100 100 100
N° girinos retornaram (%) 100 100 100 100

Recomendagdes semelhantes, para sedagdo de juvenis de Menidia estor,
foram publicadas por Ross et al. (2007). Segundo os autores, as concentragdes
ideais para sedacédo de juvenis de M. estor encontram-se entre 15 mg/L a 18 mg/L e
relatam ainda que concentragdes superiores a 40 mg/L de benzocaina, resultam em

hemorragia nas nadadeiras e na cabega que induzem os peixes a morte.

Oliveira et al. (2009) ao simular o transporte de juvenis e alevinos de tilapia

(Oreochromis niloticus) reportaram que no tratamento com 40 mg/L de benzocaina,
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100% dos animais encontravam-se sedados (sem locomogao e equilibrio) apos 5
minutos de exposicdo ao anestésico. Os autores observaram também que apods
120min e 180min de imersao, apenas 30% e 4% de juvenis e 80% e 2% de alevinos,
respectivamente, encontravam-se levemente sedados (perda parcial do equilibrio) e
que, ao final de 240 minutos de exposi¢cdo a benzocaina, 100% dos animais ja
haviam restabelecido o comportamento normal. Na dosagem de 20 mg/L, o
resultado obtido pelos autores foi bastante inferior ao obtido no presente trabalho.
Com 20 mg/L de benzocaina, os autores obtiveram apenas 45% da populagédo de

alevinos e juvenis de tilapia sedados.

Em alevinos de pacu (Piaractus mesopotamicus), a dosagem de 50 mg/L de
benzocaina induziu a sedagdo 80% da populagdo amostral por um periodo de 60

minutos (BARBOSA et al., 2006).

Diversos trabalhos tém demonstrado que além de variar entre as espécies, a
dose de anestésico necessaria para indugcédo esta diretamente ligada a idade, ao
tamanho do corpo, ao conteudo de gordura corporal e ao sexo (ROSS e ROSS,
2008; DELBON, 2006; CUNHA e ROSA, 2006). Além disso, em anfibios é nesta fase
(pré-metamorfica), que se iniciam diversas alteragdes fisiolégicas para a transi¢cao da
fase larval e aquatica para a fase pds-metamaorfica e terrestre, o que pode deixar os
animais mais sensiveis a agao dos anestésicos. O que justifica a menor dosagem
anestésica requerida para sedacido na faixa etaria de 75 dias, onde os animais

encontram-se mais proximos ao climax de metamorfose.

5.2.2. Eugenol
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5.2.2.1. Faixa Etaria: 30 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 5 mg/L (T4), 10 mg/L

(T2), 15 mg/L (T3), 20 mg/L (T4) e 25 mg/L (Ts) de eugenol.

Apds imersao por 60 minutos em 5 mg/L de 6leo de cravo (T4) mais de 50%
dos girinos de Lithobates catesbeianus foram induzidos a sedacgéo (NI=3). O mesmo
resultado foi constatado nas observagdes seguintes, apos 120min, 180min, 240min
e 300min de imersado. Entretanto, apds 24 horas, 100% dos animais apresentavam
comportamento normal, ou seja, apresentavam resposta a estimulos externos

(NI=1).

No tratamento T, (10 mg/L de eugenol), mais de 50% dos animais foram
induzidos a sedagao, apdés 60 minutos de imerséo e, apés 120 minutos, 100% dos
animais encontravam-se sedados (NI=4), resultado que se manteve nas trés
observagodes posteriores (180min, 240min e 300min). Contudo, apds 24 horas (1440
minutos) o NI observado foi igual a trés (NI=3) indicando o retorno ao estado normal

de parte dos girinos sedados (menos de 50%).

Nas concentragdes posteriores (15 mg/L, 20 mg/L, 25 mg/L de eugenol), os
girinos de ra-touro foram sedados logo apds a imersdao em solugdo aquosa e
permaneceram nesse estado (100% sedados) até o fim do periodo experimental (24

horas).

A imersao dos girinos de ra-touro, nas solugdes anestésicas avaliadas, levou
a sedacao dos mesmos, por um periodo de até cinco horas, com o restabelecimento
do comportamento normal em 100% dos animais. Todavia, a imersdo dos girinos
por um periodo de 24 horas, nas concentragdes de 10 mg/L e 15 mg/L, resultou em
nao retorno (6bito) de até 50% da populagdo, enquanto que, nos tratamentos
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posteriores 20 mg/L (T4) e 25 mg/L (T5), a imersao dos girinos por 24 horas resultou

em oObito em mais de 50% e 100% dos girinos sedados, respectivamente.

De acordo com a equagao de regressao ajustada em fungédo da concentragao
de eugenol para as variaveis, anestésico e faixa etaria, o ponto de curvatura maximo
(PCM) em que o numero de animais induzidos a sedacgao (NI) foi maximo, ou seja,

de 100% (NI=4), ocorreu na concentragao igual a 11,67 mg/L.

Na imersdo de girinos de L. catesbeianus em concentragbes inferiores ao
PCM, NI apresentou crescimento linear, porém, valores maiores ou iguais ao ponto
de curvatura maximo nao levaram ao aumento do numero de animais induzidos,

indicando que a partir desse ponto, o NI se estabilizou.

Os tempos de retorno a sedacgao (TR) ajustaram-se a um modelo quadratico
crescente em resposta a variagcdo da concentracdo, indicando que aumentos na
concentragao de eugenol levam a aumentos expressivos em TR (3,58 min/ mg/L de

eugenol).

Embora, o aumento na concentragao de eugenol acima do ponto de curvatura
maximo nao altere o NI, a elevagdo na concentragao de 6leo de cravo, acima desse
ponto (PCM), onde TR foi de 40,80 minutos, levou a aumentos expressivos no
tempo de recuperagao dos girinos de ra-touro, sendo esses valores iguais a 13,82

minutos; 27,51 minutos e 32,75 minutos, respectivamente (FIGURA 53).
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FIGURA 53 — Valores ajustados pela regressdo do tempo de retorno (TR), em minutos,

necessario para o restabelecimento do comportamento normal de girinos de

ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 30 dias, apds indugao

anestésica por meio de imersao em concentragdes crescentes de eugenol.

O numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal ajustou-se

a um modelo quadratico crescente em resposta a variagdo da concentragdo, com R®

de 0,9596. Nas cinco concentracbes avaliadas, NR variou entre 1,02 e 1,49,

indicando que, embora 100% dos animais tenham retornado ao estado normal, apés

inducdo anestésica, aumentos na concentragdo da solugcdo anestésica levam a

reducao gradual de NR. Segundo o modelo ajustado, o ponto de maximo, no qual se

observa 100% de ébito (NI=4), ocorre na dosagem de 50 mg/L.

5.2.2.2. Faixa Etaria: 45 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 5 mg/L (T4), 10 mg/L

(T2), 15 mg/L (T3), 20 mg/L (T4) e 25 mg/L (Ts) de eugenol.

A imersao de girinos de ra-touro em solugdo aquosa contendo 5 mg/L de 6leo

de cravo ndo surtiu efeito nos primeiros 60 minutos (NI=1) e apds 120 minutos,
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menos de 50% dos girinos foram induzidos a sedagao (NI=2), resultado também
observado, apoés 180min e 240min de imersdo. Cinco horas depois do inicio do
experimento, 100% dos girinos apresentavam comportamento normal, ou seja,

apresentavam resposta a estimulos externos (NI=1).

Na segunda concentragao avaliada (10 mg/L de eugenol), apés 60 minutos de
imersao em solugao anestésica, menos de 50% dos girinos foram sedados (NI=2).
Esse resultado foi observado, também, apés 120min, 180min, 240min, 300min e

1440minde imersao.

Nas concentragcbes posteriores (15 mg/L, 20 mg/L, 25 mg/L de eugenol),
100% dos girinos de ra-touro foram sedados logo apds a imersdo em solugcéo
aquosa e permaneceram nesse estado (100% sedados) até o fim do periodo

experimental (24 horas).

A imersdao dos girinos de ra-touro, em solugbes anestésicas com
concentragao superior a 5 mg/L, levou a sedagao dos mesmos, por um periodo de
até cinco horas, com o restabelecimento do comportamento normal em 100% dos
animais. Todavia, a imersdo dos girinos por um periodo de 24 horas, nas
concentragdes de 20 mg/L e 25 mg/L, resultou em nao retorno (ébito) em 100% dos

animais avaliados.

Conforme a equacgao de regressao ajustada de NI, o ponto de curvatura
maximo (PCM), em que o numero de animais induzidos a sedacéo foi de 100%
(NI=4), ocorreu na concentragao igual a 16,00 mg/L. Assim, na imersao de girinos de
L. catesbeianus em concentracdes inferiores a esse ponto, o NI apresentou um
crescimento linear, com ganhos expressivos, porém, valores maiores ou iguais ao

ponto de curvatura maximo n&o levaram ao aumento do numero de animais
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induzidos, indicando que a partir desse ponto, o NI se estabilizou. Embora, o
aumento na concentragdo de eugenol acima do ponto de curvatura maximo nao
altere o NI, a elevacéo na concentragao de 6leo de cravo, acima desse ponto (PCM),

levou a aumentos expressivos no tempo de recuperagao (TR) dos girinos de ra-

touro, valores estes iguais a 11,80 e 30,30 minutos, respectivamente (FIGURA 54).

Ll 1,16667 - 0,0500000 DOS +0,08333333 DOS
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FIGURA 54 — Valores ajustados pela regressdo do tempo de retorno (TR), em minutos,
necessario para o restabelecimento do comportamento normal de girinos de
ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 45 dias, apés indugao

anestésica por meio de imersao em concentragdes crescentes de eugenol.

Nos tratamentos T4 (20 mg/L de eugenol) e Ts (25 mg/L de eugenol), o
numero de animais que restabeleceram o comportamento normal (NR) foi de 50% e

nos demais tratamentos (5 mg/L, 10 mg/L e 15 mg/L de eugenol) de 100%.

NR ajustou-se a um modelo linear crescente e variou entre 0,97 (valor
minimo) e 1,70 (valor maximo). Acima do PCM, onde NR foi de 1,37, além do
aumento expressivo no TR dos girinos sedados, ocorre também uma reducgéo

gradual e crescente do numero de animais que restabeleceram o comportamento

normal, chegando a perdas de até 50% dos animais imersos.
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5.2.2.4. Faixa Etaria: 60 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 10 mg/L (T1), 15 mg/L

(T2), 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de eugenol.

A imersao de girinos de ra-touro em solugédo aquosa contendo 10 mg/L de
oleo de cravo (T4) por 60 minutos, resultou na sedacdo de menos de 50% da
populacado amostral (NI=2). Na observagao seguinte, apos 120 minutos de imersao,
mais de 50% dos girinos encontravam-se sedados (NI=3) e ap6s 180 minutos, 100%
dos animais nao apresentavam qualquer reacdo a estimulos externos. No final do
periodo experimental (24 horas de imersdo) menos de 50% dos girinos

permaneciam sem apresentar qualquer resposta a estimulos externos (NI=2).

Nos demais tratamentos, 15 mg/L, 20 mg/L, 25 mg/L e 30 mg/L de 6leo de
cravo, 100% dos girinos foram sedados logo apdés a imersdao em solugdo aquosa,
entretanto, o restabelecimento do comportamento normal (TR) n&o foi observado

mesmo apds 24 horas de imersdo em agua livre de anestésico.

A imersao dos girinos de ra-touro, em 10 mg/L de eugenol, levou a sedagao
dos mesmos por até 24 horas com o restabelecimento do comportamento normal em
100% dos animais sedados. O uso de solugdes anestésicas de 6leo de cravo em
concentragcédo superiores a 10 mg/L, resultou em nao retorno (6bito) em 100% dos

animais avaliados.

O numero de girinos induzidos a sedagao (NI) ajustou-se a um modelo de
platd de resposta linear. Conforme a equagao de regressado ajustada para NI, o
ponto de curvatura maximo (PCM) do eugenol, em que o numero de animais

induzidos a sedacao foi de 100% (NI=4), ocorreu na concentragéo de 15,00 mg/L.
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Na imersdao de girinos de L. catesbeianus, com faixa etaria de 60 dias, em
concentragdes inferiores a PCM (15 mg/L), NI apresentou um crescimento linear,
porém, valores maiores ou iguais ao ponto de curvatura maximo nao levaram ao
aumento do numero de animais induzidos, indicando que a partir desse ponto, o NI

se estabilizou.

Embora, o aumento na concentragao de eugenol acima do ponto de curvatura
maximo nao altere o NI, a elevagcdo na concentragao de 6leo de cravo, acima desse
ponto (PCM), levou ao aumento no tempo de recuperagédo (TR) dos girinos de ra-
touro, a valores extremos (180 minutos), indicando o néo retorno dos mesmos. Os
tempos de retorno ajustaram-se a um modelo ndo linear sigmoidal simples em
resposta a variacdo da concentracdo, onde o ponto de curvatura minima ocorreu na
dosagem de 10,60 mg/L (TR=21,50 minutos) e o ponto de curvatura maximo
(estabilizacdo de TR) na concentragdo de 12,96 mg/L(TR= 158,72 minutos). Acima
desse ponto aumentos na concentragdo de eugenol ndo levam a alteragcbes

significativas no tempo de retorno (TR= 180 minutos).

Nos tratamentos T; (10 mg/L de eugenol) e T, (15 mg/L de eugenol), o
numero de animais que restabeleceram o comportamento normal (NR) foram de
100% (NR=1) e menos de 50% (NR=3), respectivamente. Nos demais tratamentos
(20 mg/L, 25 mg/L e 30 mg/L de eugenol), NR foi igual a quatro, indicando o nao

retorno dos animais sedados.

Nas cinco concentragbes avaliadas, o NR variou entre 1,21 (valor minimo) e
4,00 (valor maximo), indicando que acima do PCM, além do aumento expressivo no
TR dos girinos sedados, ocorre também uma redugao expressiva de NR, chegando

a perdas de 100% dos animais imersos.
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O numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal ajustou-se
a um modelo raiz quadrada crescente em resposta a variacdo da concentracao,
reduzindo o numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal, até a
dosagem de 20 mg/L, e em seguida tendendéncia a estabilidade, onde o numero de
animais que retornaram ao estado normal atingiu o ponto maximo (NR=4), com

100% de 6bito.

5.2.2.4. Faixa Etaria: 75 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 10 mg/L (T+), 15 mg/L

(T2), 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de eugenol.

Apds 60 minutos de imersdo em solugdo aquosa contendo de 10 mg/Le 15
mg/L de dleo de cravo, 100% dos de girinos de ra-touro encontravam-se sedados
(NI=4), estado mantido por um periodo de 4h e 5h, respectivamente. Apds 24 horas,

menos de 50% dos girinos ndo apresentavam resposta a estimulos externos (NI=2).

Nos demais tratamentos (20 mg/L, 25 mg/Le 30 mg/L de éleo de cravo), 100%
dos girinos foram sedados logo apdés a imersdo em solugdo aquosa. Nessas
concentragdes, a auséncia de resposta a qualquer estimulo, ou seja, a sedagao foi

observada por um periodo de 24 horas.

Com excegao dos tratamentos T1 e T, a imersao dos girinos de ra-touro, nas
demais solugdes anestésicas avaliadas, levou a sedagao 100% dos animais, por um

periodo de 24 horas.
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O numero de girinos induzidos a sedagao (NI) ajustou-se a um modelo de
platd de resposta linear em funcdo da concentragao para as variaveis anestésico e
faixa etaria. O ponto de curvatura maximo (PCM), em que o numero de animais
induzidos a sedacgao, por meio do eugenol, foi maximo, ocorreu na concentragao de

20 mgl/L.

Na imersao de girinos de L. catesbeianus, com faixa etaria de 75 dias, em
concentracdes inferiores a PCM, NI apresentou um crescimento linear, porém,
valores maiores ou iguais ao ponto de curvatura maximo néo levaram ao aumento
do numero de animais induzidos, indicando que a partir desse ponto, NI se
estabilizou. Embora aumentos na concentragdo do eugenol, acima do ponto de
curvatura maximo, nao alterem o valor de NI, estes levam a aumentos expressivos
no tempo de retorno dos animais, de 11,22 minutos (T4) e 22,33 minutos (Ts). O
tempo de retorno ajustou-se a um modelo linear simples crescente em resposta a
variacao da concentracdo, com aumentos expressivos no tempo de retorno com o
aumento da concentracéo anestésica (2,23 minutos a cada acréscimo de 1 mg/L de

eugenol).

O numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal ajustou-se
a um modelo linear crescente em resposta a variagdo da concentracdo. NR variou
entre 1,0 (valor minimo) e 1,60 (valor maximo), indicando que aumentos na
concentragdo da solugdo anestésica levam a redugao do numero de girinos que
restabeleceram o comportamento normal. Todavia, até o PCM de NI (20 mg/L) o
numero de animais que restabelecem o estado normal foi de 100%. Segundo o
modelo ajustado, o ponto de maximo no qual se observa 100% de obito (NI=4),

ocorre a partir da dosagem de 90 mg/L de 6leo de cravo.
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Assim como o observado na avaliagdo da benzocaina, em todas as faixas
etarias avaliadas tanto o aumento da concentracdo quanto o tempo de exposi¢cao ao

eugenol influenciaram o tempo de retorno dos girinos, aumentando-a.

As concentragbes indicadas para sedagdo de girinos de ra-touro nas

diferentes faixas etarias encontram-se na Tabela 33.

TABELA 33 — Concentragdes recomendadas para sedacdo de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), em diferentes faixas etarias, e tempo de retorno apés 24 de

exposicéo a benzocaina

Parametros Faixa etaria
30 dias 45 dias 60 dias 75 dias
Concentragédo (mg/L) 10,00 15,00 11,00 15,00
Tempo de retorno (min.) 32,48 19,17 8,41 16,50
N° girinos induzidos (%) 100 100 80 100
N° girinos retornaram (%) 100 100 100 100

Com excecéao da faixa etaria de 60 dias, nas demais faixas etarias avaliadas,
para a selecdo da concentragdo mais indicada a sedagao dos girinos, optou-se pelas
menores concentragdes que induzissem o maior numero de girinos, entre 96% a
100% da populacdo amostral, e que proporcionassem o menor tempo de
recuperagao, em, no minimo, 96% da amostra. Se na faixa etaria de 60 dias fosse
seguido o mesmo protocolo citado anteriormente, ou seja, que a concentragéo
selecionada induzisse entre 96% a 100% da amostra a sedagdo, a concentragéao

indicada seria de 14 mg/L de eugenol. Todavia, nessa dosagem o tempo de
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recuperacao dos girinos seria de 176,15 minutos, o que € inviavel devido ao longo
periodo de espera. Assim, optou-se por recomendar uma dosagem menor (11 mg/L),

com 80% de eficiéncia em NI e com um tempo de retorno vinte vezes menor.

KING et al. (2005) afirmaram que as doses mais elevadas de 6leo de cravo
estdo, em geral, associadas ao tempo de recuperagao prolongado e ao aumento do

risco de mortalidade.

Sladky et al. (2001) observaram que pacus (Piaractus brachypomus)
submetidos a indugao anestésica por meio de eugenol, nas concentragdes de 100
mg/L e 200 mg/L, apresentaram tempo de recuperagcado superior a 10 minutos e
necessitaram ser reanimados. GILDERHUS e MARKING (1987), SON et al. (2001) e
PARK et al. (2003) consideram 10 minutos o limite maximo para o tempo de

recuperacao em peixes.

Neste trabalho, em geral, os girinos apresentaram tempo de recuperacgao
bastante alto quando o comparado ao recomendado para peixes (maximo 10
minutos), todavia, nas concentragdes indicadas, 100% dos animais restabeleceram
o comportamento normal sem apresentar qualquer alteracao visivel ou 6bito apds

um periodo de observacao, pos-inducao anestésica, de 24 horas.

Concentragdes similares as recomendadas neste trabalho foram avaliadas
por Simdes (2009), durante a simulagcédo de transporte de juvenis de tilapia-do-nilo.
Segundo o autor para os peixes anestesiados com 9 e 18 mg/L de d6leo de cravo o

tempo maximo de transporte nao deve ser superior a 24 horas.

Cooke et al. (2004), ao avaliarem o uso de diferentes concentragdes de 6leo

de cravo para o manejo e transporte de Micropterus salmonides, concluiram que
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para o transporte destes peixes as concentracdes ideais variam entre 5 mg/L e 9

mg/L.

Concentragdes menores de eugenol (2 mg/L e 5 mg/L), visando apenas
traquilizar os peixes durante o transporte foram recomendadas para juvenis de truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e de matrinxd (Brycon cephalus) (KEENE et al.,

1998; CARNEIRO e URBINATI, 2001).

Iversen et al. (2003), ao analisarem a eficacia do oleo de cravo em salmao do
Atlantico, verificaram a ocorréncia de efeito anestésico somente em concentracoes

superiores a 30 mg/L e apds 20 minutos de exposicao.

De acordo com HOSKONEN e PIRHONEN (2004), a temperatura apresenta
forte influéncia sobre o efeito anestésico do 6leo de cravo em peixes. Os autores ao
avaliarem o efeito do 6leo de cravo em seis espécies de peixes (Salmo salar, Salmo
trutta, Oncorhynchus mykiss, Coregonus lavaretus, Perca fluviatilis, Rutilus rutilus),
em quatro diferentes temperaturas (5 °C, 10 °C, 15 °C e 20°C), observaram que o
aumento da temperatura provocou a reducado do tempo necessario para inducéo e
recuperacao dos peixes. Mylonas et al. (2005) e Park et al. (2008) ao avaliarem o
efeito do 6leo de cravo em Dicentrarchus labrax e Sparus aurata e em Epinephelus
bruneus, respectivamente, observaram também, que em temperaturas maiores o

tempo de recuperacao foi menor.

5.2.3. Mentol

5.2.3.1. Faixa Etaria: 30 dias
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Nesta faixa etaria as concentracdes utilizadas foram de 10 mg/L (T), 15 mg/L

(T2), 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de mentol.

A imersdo em 10 mg/L de mentol, durante 60 minutos, induziu a sedacéao
menos de 50% dos girinos (NI=2), resultado que se manteve nas observacdes
seguintes, apdés 120min, 180min, 240min e 300min de imersdo. Apds 24 horas,
100% dos animais apresentavam comportamento normal (NI=1), ou seja,

apresentavam resposta a estimulos externos.

Na segunda concentragdo avaliada (15 mg/L), o resultado observado na
concentragdo anterior se manteve, menos de 50% dos animais foram induzidos a
sedacéao (NI=2), apés 60 minutos de imerséo. Todavia, apos 120 minutos, 100% dos
animais foram sedados (NI=4), resultado que permaneceu inalterado por até 300
minutos, quando foi feita a penultima observagao. Apos 24 horas, NI foi igual a trés
(NI=3), o que indica o retorno ao estado normal, de parte dos girinos sedados
(menos de 50% da populagdo amostral). Nas concentragbes posteriores (20 mg/L,
25 mg/L e 30 mg/L de mentol), os girinos de ra-touro foram sedados logo apés a
imersdo em solugdo aquosa e permaneceram nesse estado (100% sedados) por
300 minutos. Porém, a sedacao por 24 horas so foi observado nos tratamentos T4

(25 mg/L) e T5(30 mg/L).

A imersao dos girinos de ra-touro, nos cinco tratamentos avaliados, levou a
sedagcao dos mesmos, por um periodo de até cinco horas, com o restabelecimento
do comportamento normal em 100% dos animais. Todavia, a imersdo dos girinos
por um periodo de 24 horas resultou em n&o retorno (ébito) em mais de 50% e em
100% dos girinos sedados, nos tratamentos quatro (T4) e cinco (Ts),

respectivamente.
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De acordo a equacao de regressao ajustada de NI, o ponto de curvatura
maximo (PCM) do mentol, em que o numero de animais induzidos a sedagao foi de
100% (NI=4), ocorreu na concentragao de 16,33 mg/L. Na imerséo de girinos de L.
catesbeianus em concentragdes inferiores a esse ponto (PCM), NI apresentou
crescimento linear, porém, valores maiores ou iguais ao ponto de curvatura maximo

nao levaram ao aumento do numero de animais induzidos, indicando que a partir

desse ponto, o NI se estabilizou.

Embora o aumento na concentracdo de mentol, acima do ponto de curvatura
maximo nao altere o NI, a elevagao na concentragcao do anestésico, acima de PCM,
levou a aumentos expressivos no tempo de recuperagao (TR) dos girinos de ra-
touro, sendo esses valores iguais a 11,17 minutos (T3), 30,00 minutos (T4) e 53,00

minutos (Ts), respectivamente (FIGURA 55).
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FIGURA 55 — Valores ajustados pela regressdo do tempo de retorno (TR), em minutos,
necessario para o restabelecimento do comportamento normal de girinos de
ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 30 dias, apds inducao

anestésica por meio de imersdo em concentragdes crescentes de mentol.

Nas cinco concentragdes avaliadas, o NR variou entre 1,00 (valor minimo) e

1,90 (valor maximo), indicando que acima do PCM, além do aumento expressivo no
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TR dos girinos sedados, ocorre também uma redugcdo em NR, chegando a perdas

(6bito de girinos) de até 50% dos animais imersos.

O numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal, ajustou-se
a um modelo quadratico em resposta a variacdo da concentragdo, com R’ de
0,9429. NR inicialmente apresentou comportamento constante (NR=1, 100% de
retorno dos animais sedados) até a dosagem 16,33 mg/L (ponto critico de NI) e em
seguida crescente, reduzindo o numero de girinos que restabeleceram o
comportamento normal. O ponto no qual se observou mais de 50% de ébito (NI=3),

ocorreu na dosagem de 50 mg/L.

5.2.3.2. Faixa Etaria: 45 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 10 mg/L (T), 15 mg/L

(T2), 20 mg/L (T3), 25 mg/L (T4) e 30 mg/L (Ts) de mentol.

A imersdo em 10 mg/L de mentol durante 60min, 120min, 180min, 240min e
300min induziu a sedagdo menos de 50% da populagdo amostral (NI=2) e, apds 24

horas, 100% dos animais apresentavam comportamento normal (NI=1).

No tratamento T, (15 mg/L de mentol), assim como observado na
concentragao anterior, menos de 50% dos animais foram induzidos a sedacéao, apos
60min, 120min e 180min de imersdo. Nas observagdes posteriores, 240min e
300min de imers&o, mais de 50% dos girinos encontravam- se sedados (NI=3) e ao

final de 24 horas, 100% dos animais apresentavam comportamento normal (NI=1).
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Nos demais tratamentos (20 mg/L, 25 mg/L, 30 mg/L de mentol), os girinos de
ra-touro foram sedados logo apds a imersédo em solugdo aquosa e permaneceram
nesse estado (100% sedados) por 24 horas. Todavia, no tratamento Ts a imerséo
dos girinos por um periodo superior a 300 minutos resultou em nao retorno (6bito)

em mais de 50% dos girinos sedados.

De acordo com a equagao de regressao ajustada, o ponto de curvatura
maximo (PCM) do mentol, em que o numero de animais induzidos a sedagao foi de
100% (NI=4), ocorreu na concentracao de 21,94 mg/L. Na imerséo de girinos de L.
catesbeianus, com faixa etaria de 45 dias, em concentracdes inferiores a PCM, NI
apresentou um crescimento linear, porém, valores maiores ou iguais ao ponto de
curvatura maximo nao levaram ao aumento do numero de animais induzidos,
indicando que a partir desse ponto, o NI se estabilizou. Embora aumentos na
concentracdo de mentol, acima do ponto de curvatura maximo, nao alterem o NI,
estes causam aumentos expressivos no tempo de recuperagao dos girinos de ra-
touro, sendo esses valores iguais a 8,95 minutos (T4) e 29,33 minutos (Ts),

respectivamente (FIGURA 56).
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FIGURA 56 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno (TR), em minutos,
necessario para o restabelecimento do comportamento normal de girinos de
ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 45 dias, apds indugéo

anestésica por meio de imersao em concentragdes crescentes de mentol.



Nas cinco concentragdes avaliadas, o NR variou entre 0,93 (valor minimo) e
1,63 (valor maximo), indicando que acima do PCM, além do aumento expressivo no

TR dos girinos sedados, ocorre também uma redugao, gradual e crescente, em NR.

O numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal, ajustou-se
a um modelo quadratico em resposta a variacdo da concentragdo, com R’ de
0,9667. NR apresentou tendéncia constante (NR=1, 100% de retorno dos animais
sedados) nos trés primeiros tratamentos e a partir de T4 (25 mg/L), comportamento
crescente, reduzindo o numero de girinos que restabeleceram o comportamento
normal. Todavia, na dosagem de 21,94 mg/L (maxima sedagao) NR foi de 1,07, ou
seja, 100% dos girinos sedados restabeleceram o comportamento normal. Segundo
o0 modelo ajustado, o ponto no qual se observa mais de 50% de ébito (NI=3), ocorre

na dosagem de 40 mg/L.

5.2.3.3. Faixa Etaria: 60 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 15 mg/L (T4), 20 mg/L

(T2), 25 mg/L (T3), 30 mg/L (T4) e 35 mg/L (Ts) de mentol.

A imersdo em 15 mg/L de mentol por 60min induziu a sedagédo menos de 50%
dos girinos. Apés uma hora, mais de 50% dos animais nao apresentavam resposta a

estimulos externos (NI=3), estado mantido por 300 minutos.
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Na segunda concentragao avaliada (20 mg/L de mentol), apds 60 minutos de
imersao, 100% dos girinos encontrava-se sedados (NI=4), estado mantido por 300

minutos.

Nas concentragdes seguintes (25 mg/L, 30 mg/L e 35 mg/L de mentol), 100%
dos girinos de ra-touro foram sedados logo apdés a imersdo em solugdo aquosa,
estado mantido por 1440 minutos. Todavia, no tratamento Ts a imersdo dos girinos
por um periodo de 24 horas resultou em ndo retorno (6bito) em mais de 50% dos

girinos sedados.

O numero de animais induzidos a sedacao (NI) ajustou-se a um modelo de
platd de resposta linear. De acordo a equagao de regressao ajustada, o ponto de
curvatura maximo (PCM) do mentol, em que o numero de animais induzidos a
sedacgao foi de 100% (NI=4), ocorreu na dosagem de 22,50 mg/L. Na imersao de
girinos de L. catesbeianus em concentracbes inferiores a esse ponto (PCM), NI
apresentou um crescimento linear, porém, valores maiores ou iguais nao levaram ao
aumento do numero de animais induzidos a sedacéo, indicando que a partir desse
ponto, NI se estabilizou. Embora aumentos na concentragdo de mentol, acima do
ponto de curvatura maximo, nao alterem o valor de NI, estes levam a aumentos

expressivos no tempo de recuperagao (TR) dos girinos de ra-touro (FIGURA 57).
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FIGURA 57 — Valores ajustados do tempo de retorno (TR), em minutos, necessario para o
restabelecimento do comportamento normal de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 60 dias, apos indugdo anestésica, por meio

de imersao, em concentragdes crescentes de mentol.

Nas cinco concentragdes avaliadas, o NR variou entre 0,90 (valor minimo) e
1,59 (valor maximo), indicando que acima do PCM, além do aumento expressivo no

TR dos girinos sedados, ocorre também uma redugao gradual e crescente em NR.

O numero de girinos que restabeleceram o comportamento normal, ajustou-se
a um modelo quadratico crescente em resposta a variagdo da concentracao.
Todavia, NR apresentou tendéncia quase que constante (NR=1, 100% de retorno
dos animais sedados) nos quatro primeiros tratamentos e a partir de Ts (35 mg/L)
comportamento crescente, reduzindo o numero de girinos que restabeleceram o
comportamento normal. Segundo o modelo, o ponto no qual se observa mais de

50% de o6bito (NI=3), ocorre na dosagem de 45 mg/L de mentol.

5.2.3.4. Faixa Etaria: 75 dias

Nesta faixa etaria as concentragdes utilizadas foram de 15 mg/L (T+1), 20 mg/L

(T»), 25 mg/L (T3), 30 mg/L (T4) e 35 mg/L (Ts) de mentol.
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Apos 60 minutos imersdao em solugao anestésica contendo 10 mg/L e 15 mg/L
de mentol, 100% dos girinos encontravam- se sedados (NI=4), estado mantido nas
observagdes posteriores (120min, 180min e 240min). Apds 300 minutos de imerséo
menos de 50% dos girinos apresentavam-se sedados, resultado observado,

também, apds 24 horas de imersao.

A partir do tratamento Tz (20 mg/L) 100% dos girinos foram induzidos a

sedacéo logo apos a imersao (NI=4), resultado que se manteve por 24 horas.

Com excecgao dos tratamentos T4 (25 mg/L) e T5 (30 mg/L), em que, apds 24
horas de imersdo, observou-se o O6bito de uma pequena porcdao dos animais
sedados (NR=2) e de 100% (NR=4), respectivamente, nos demais tratamentos todos

0s animais sedados restabeleceram o comportamento normal (NI=1).

O numero de animais induzidos a sedacao (NI) ajustou-se a um modelo de
platd de resposta linear. De acordo a equagao de regressao ajustada, o ponto de
curvatura maximo (PCM) do mentol, em que o numero de animais induzidos a
sedacgao foi de 100% (NI=4), ocorreu na concentragéo igual a 21,67 mg/L. Embora
aumentos na concentracdo de mentol, acima do ponto de curvatura maximo nao
alterem o NI, elevacbes na concentracdo de mentol, acima de PCM, levam a
aumentos expressivos no tempo de recuperacgao (TR) dos girinos de ra-touro, sendo

esses valores iguais a 10,13 minutos (T4) e 32,68 minutos (Ts) (FIGURA 58).

192



TR {min] 43,1667 —5,18095 DOS +0,176190 DOS?
I_
50 - R=0,9534

40 * 46,31

30+

20 1 13,63 3,76

10 -
| 02
0 4+

10 T
15 21,67 ——
20 —

Concentracdo (mg/L)

FIGURA 58 — Valores ajustados do tempo de retorno (TR), em minutos, necessario para o
restabelecimento do comportamento normal de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), na faixa etaria de 75 dias, apos indugdo anestésica, por meio

de imersao, em concentragdes crescentes de mentol.

Nas cinco concentragdes avaliadas, o NR variou entre 1,0 (valor minimo) e
1,5 (valor maximo). NR apresentou tendéncia quase que constante nos trés
primeiros tratamentos (NR=1, 100% de retorno dos animais sedados) e a partir de T3
(20 mg/L) comportamento crescente, reduzindo o numero de girinos que
restabeleceram o comportamento normal. Segundo o modelo ajustado, o ponto no

qual se observa mais de 50% de ébito (NI=3), ocorre na dosagem de 45 mg/L.

Assim como o observado na avaliagdo da benzocaina e do eugenol, em todas
as faixas etarias avaliadas tanto o aumento da concentragcdo quanto o tempo de

exposi¢cao ao mentol influenciaram no tempo de retorno dos girinos, aumentando-a.

Simdes e Gomes (2009), apds a exposigcao de juvenis de tilapia nilética em
250 mg/L de mentol por 10min, 20min e 30min, constataram que o tempo de
recuperacao dos peixes expostos por 10 minutos € significativamente menor que o
dos peixes expostos por 20min e 30min. Os mesmos autores ao avaliarem o tempo

de retorno dos peixes expostos a 50 mg/L, 100 mg/L, 150 mg/L, 200 mg/L, 250 mg/L
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e 300 mg/L de mentol observaram que a recuperagcdo dos peixes expostos a 50

mg/L foi significativamente menor que a obtida nas demais concentragdes avaliadas.

As concentragdes indicadas para sedacao de girinos de ra-touro, nas

diferentes faixas etarias, encontram-se na Tabela 34.

TABELA 34 — Concentragcbes recomendadas para sedacao de girinos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), em diferentes faixas etarias, e tempo de retorno apoés 24 de

exposi¢ao ao mentol

Parametros Faixa etaria
30 dias 45 dias 60 dias 75 dias
Concentragédo (mg/L) 16,00 21,00 22,50 18,00
Tempo de retorno (min.) 16,00 11,93 2,00 7,00
N° girinos induzidos (%) 100 100 100 100
N° girinos retornaram (%) 100 100 100 100

Sartore et al. (2007), apdés avaliagdo do uso do mentol no transporte de
alevinos de piavugu (Leporinus macrocephalus), relataram que o tempo médio para
0 Obito dos alevinos nas concentragdées de 0 mg/L,50 mg/L, 1,00 mg/L, 1,50 mg/L,
2,00 mg/L, 4,00 mg/L e 8,00 mg/L de mentol foram, respectivamente, de 32,5min,
48,2min, 44,00min, 57,2min, 50,7min e 15,2min e concluiram que para o transporte

a concentracdo ideal € de 6,5 mg/L de mentol.

De acordo com Simdes e Gomes (2009) a margem de seguranga do mentol
para uma exposi¢cdo prolongada (20min e 30min) € baixa. Todavia no presente
estudo, apos simulagao de transporte por um periodo de 24 horas, a taxa de obito
maior ou igual a 50%, so foi observada em concentragbes duas a trés vezes maiores
que a concentragdo recomendada, indicando que para girinos de ra-touro o mentol

apresenta boa margem de segurancga.
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Concentragdes mais elevadas foram recomendadas para outras espécies de
peixes. Facanha e Gomes (2005), avaliando o uso do mentol em juvenis de
tambaqui (Colossoma macropomum), observaram que a concentragao ideal para a
sedacédo é a de 100 mg/L. Todavia, a mesma concentracdo de mentol foi
recomendada para a indugao a anestesia profunda, caracterizada pela perda total de
tébnus muscular e equilibrio, em reprodutores de pacu (Piaractus mesopotamicus),
matrinxd (Brycon cephalus) e tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) (OLIVEIRA,

2009).

5.2.4. Benzocaina, Eugenol e Mentol

Em todas as faixas etarias avaliadas, ao se observar o NI (numero de animais
induzidos a sedagdo) e o NR (numero de animais que restabeleceram o
comportamento normal apdés sedacado) obtido na avaliagdo dos trés compostos

anestésicos, observamos valores semelhantes entre os mesmos.

5.2.4.2. Faixa Etaria: 30 dias

Nos tratamentos T3 (20 mg/L) e T4 (25 mg/L) da benzocaina tanto o NI quanto
o NR encontrados foram semelhantes aos encontrados no T3 do mentol (20 mg/L),
indicando que nessas concentragdes a benzocaina e o mentol tém efeitos similares.

Valores semelhantes foram observados ao se comparar as concentragdes de 15
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mg/L de benzocaina e 5 mg/L de eugenol; e 30 mg/L de benzocaina e 15 mg/L de

eugenol.

O eugenol e o mentol apresentaram resultados semelhantes, quanto a NI e

NR, nos tratamentos T4 e Ts cujas concentragdes foram de 20 mg/Le 25 mg/L de

eugenol e 25 mg/L e 30 mg/L de mentol.

Analisando os trés compostos observamos que o0 eugenol apresentou maior
NI nas concentragdes iniciais (5 mg/L, 10 mg/L e 15 mg/L), igualando-se aos outros
dois nas dosagens posteriores, em que o NI foi maximo para todos os compostos; e

menor PCM, induzido 100% dos girinos a sedagdo com menor concentragéo de

anestésico (FIGURA 59).

NI=-1,5000+0,333 D05 DO&<16,3333
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FIGURA 59 — Valores ajustados pela regressao do numero de girinos de L. catesbeianus,
na faixa de 30 dias, induzidos a sedacao, em fungéo da concentragédo para a
variavel anestésico. NI: 1= 0%; 2= -50%; 3= +50%; 4= 100%.

A benzocaina e o mentol apresentaram comportamento semelhante em T4 (10
mg/L), induzido a sedagdo menos de 50% dos girinos. Em T, o mentol comeca a se

sobressair sobre a benzocaina e em T4 os compostos voltam a se igualar (NI=4,

100% de girinos sedados).
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Tanto a benzocaina quanto o eugenol e o mentol, nas concentragdes iniciais
(5 mg/L, 10 mg/L e 15 mg/L), apresentaram valores semelhantes quanto a NR. A
partir de 20 mg/L, o NR do eugenol passa a se sobressair, reduzindo gradativamente
0 numero de animais que restabeleceram o comportamento normal. O mentol e a

benzocaina passam a diferir a partir de 25 mg/L, com dominancia do mentol

(FIGURA 60).
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FIGURA 60 — Valores ajustados do numero de girinos de L. catesbeianus, na faixa de 30 dias,
que restabeleceram o comportamento normal apds indugdo anestésica, em

funcdo da concentragé@o para as variaveis anestésico e faixa etaria. NI: 1= 0%;
2= -50%; 3= +50%; 4= 100%.

Com relagao a TR, ao se comparar os trés anestésicos observamos que o0s
animais imersos em eugenol apresentaram um maior tempo de retorno, sendo
equiparavel ao mentol e a benzocaina apenas na concentragao igual a 5 mg/L, em
que, o TR foi semelhante ao observado nas concentracbes de 10 mg/L de
benzocaina e mentol, ou seja 2min, 4min e 3min, respectivamente. Nas
concentragbes de 15 mg/L (13 minutos) e 30 mg/L (70 minutos), os tempos de
retorno do mentol foram proximos aos observados para a benzocaina (25 mg/L) e
para o eugenol (20 mg/L), sendo iguais a 11min e 68min, respectivamente. Todavia,
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embora o TR tenha sido préximo para o mentol e o eugenol, 0 numero de animais
que retornaram ao estado normal foi diferente, sendo observado um NR menor que
100%, porém, maior que 50% na imersdo de girinos de ra-touro em 30 mg/L de
mentol, o que n&o foi observado quando utilizado o eugenol (20 mg/L), em que o NR

foi de 100% (TABELA 35).

TABELA 35 — Tempo de retorno (TR), em minutos, e numero de animais (NR), em porcentagem, de
girinos de Lithobates catesbeianus, na faixa etaria de 30 dias, que retornaram ao
estado normal apds indugao anestésica por meio de imersdo em cinco concentragdes

crescentes (mg/L) de benzocaina, eugenol e mentol

Benzocaina Eugenol Mentol
Concentracdo TR NR Concentracdo TR NR Concentracdo TR NR
(mg/L) (min) (mg/L) (min) (mg/L) (min)
10 4 1 5 2 1 10 3 1
15 5 1 10 32 1 15 13 1
20 8 1 15 55 1 20 28 1
25 11 1 20 68 1 25 47 2
30 16 1 25 74 1 30 70 2

NR: 1=100%; 2= + 50%

Ao analisar todos os parametros avaliados (NI, TR e NR), observamos que a
benzocaina e o mentol foram os compostos anestésicos mais eficientes na a
indugdo a sedacgao de girinos de ra-touro, na faixa etaria de 30 dias. Uma vez que,
embora o eugenol tenha sido mais eficiente quando analisamos apenas o NI,
apresentando um ponto de curvatura maximo (PCM), em que o numero de animais
induzidos a sedacgao foi de 100%, menor do que o encontrado para a benzocaina e

para o mentol (11,67 mg/L, 20,51 mg/L e 16,33 mg/L, respectivamente), ao
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avaliarmos os parametros, NI e TR, em conjunto, observamos que neste ponto
(PCM), o TR do déleo de cravo (40,28 minutos) foi superior ao da benzocaina (8,27

minutos) e do mentol (16,99 minutos).

Na Tabela 36 estdo apresentadas as equacgdes de regressao ajustadas de TR

e NR em funcao da concentracio para as variaveis, anestésico e faixa etaria.

TABELA 36 — Equacdes de regressao ajustadas do tempo de retorno (TR) e nimero de girinos de L.
catesbeianus, na faixa etaria de 30 dias, que retornaram ao estado normal (NR), em

fungéo da concentracdo (DOS) e da variavel anestésico

Anestésico Variavel Equacdes Ajustadas R?
1 TR 45,98421 /(1 + exp (3,41182 - 0,09237 DOS)) 0,9947
NR 1,23333 — 0,0314286 DOS + 0,000952381 DOS? 0,8571
” TR -37,1667 + 8,65476 DOS - 0,169048 DOS® 0,8305
NR 0,966667 + 0,00904762 DOS + 0,00047619 DOS? 0,9560
3 TR -5,50000 + 0,0166667 DOS + 0,0833333 DOS? 0,8747
NR 1,30000 — 0,0495238 DOS + 0,00190476 DOS? 0,9429

1= Benzocaina; 2= Eugenol; 3= Mentol

5.2.4.2. Faixa Etaria: 45 dias

Tanto a benzocaina quanto o eugenol e o mentol, nos trés ultimos
tratamentos (20 mg/L, 25 mg/L e 30 mg/L; 15 mg/L, 20 mg/L e 25 mg/L; 20 mg/L, 25
mg/L e 30 mg/L, respectivamente), induziram a sedagao 100% dos girinos logo apos

a imersao, estado que se manteve por até 5 horas, com o restabelecimento do
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comportamento normal de 100% dos animais sedados, com excegdo dos
tratamentos T4 (20 mg/L) e Ts (25 mg/L) do eugenol cujo NR, ap6s 300 minutos, em
ambos os casos, foi menor que 100%, porém, maior que 50% (NR= 2) e o T5 (30
mg/L) do mentol cujo NR, a semelhanc¢a do relatado anteriormente para o eugenol,
foi igual a dois (NR= 2). Apds 24 horas de imersao, o NR em alguns casos foi de
100% (NR= 1), como o observado nos tratamentos T3 (20 mg/L) e T4 (25 mg/L) da
benzocaina, € no T3 (20 mg/L) do mentol. Todavia, nos demais tratamentos, o NR
observado foi classificado em dois (mais de 50% retornaram ao estado normal) e

quatro (100% o6bito) (TABELA 37).

FIGURA 37 — Numero de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), na faixa etaria de 45 dias,
que restabeleceram o comportamento normal (NR), apdés 24 horas indugao

anestésica por meio de imersdo em concentragdes crescentes de benzocaina,

Benzocaina Eugenol Mentol
Concentragdo (mg/L) NR Concentragdo o Concentracgo o
(mg/L) (mg/L)
20 1 15 2 20 1
25 1 20 4 25 2
30 2 25 4 30 4

NR:1=100%; 2= + 50%;3= -50%; 4= 0%

Nos tratamentos T (10 mg/L) do mentol e T, (15 mg/L) da benzocaina e do
eugenol (10 mg/L), mais de 50% dos girinos de ré-touro foram induzidos a sedacao,
estado que se manteve por até 5 horas, com o restabelecimento do comportamento
normal de 100% dos animais sedados. Tanto a imersao em benzocaina quanto em
eugenol induziu 100% dos girinos a sedagao por 24 horas, todavia, apos esse

periodo apenas a benzocaina apresentou 100% de retorno dos animais imersos
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(NR=1), enquanto que para o eugenol o NR observado foi menor que 100%%,

porém, maior que 50% (NR= 2).

De acordo com a analise de regressao, nesta faixa etaria (45 dias), 0 numero
de girinos de ra-touro induzidos a sedagao, por meio de benzocaina, eugenol e
mentol, ajustaram-se a um modelo de platd de resposta linear em fungdo da
concentracdo. Embora as concentragdes utilizadas para indugdo anestésica por
meio do eugenol (5 mg/L, 10 mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L e 25 mg/L) tenham sido
menores do que as utilizadas para a benzocaina (10 mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L, 25
mg/L e 30 mg/L) o NI, de ambos o0s compostos, apresentou o0 mesmo
comportamento, de modo que, para o parametro NI, o tratamento T4 do eugenol (5
mg/L) foi equivalente ao T{ da benzocaina (10 mg/L), equivaléncia encontrada

também nos demais tratamentos (FIGURA 61).
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FIGURA 61 — Valores ajustados do numero de girinos de L. catesbeianus, na faixa etaria de
45 dias, induzidos a sedagao, em fungdo da concentracdo para a variavel
anestésico. NI: 1= 0%; 2= -50%; 3= +50%; 4= 100%.

O mentol, assim como o eugenol, apresentou comportamento semelhante ao

da benzocaina, a partir do T2 (15 mg/L), uma vez que, o T1 do mentol induziu a
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sedagdo uma parcela dos girinos (menos de 50%, NI= 2), enquanto que o T da

benzocaina nao surtiu efeito (NI= 1).

Ao analisar os anestésicos, com relacdo apenas a NI, observamos que
embora eles tenham apresentado comportamento semelhante o eugenol foi mais
eficiente, apresentando um ponto de curvatura maximo (PCM), em que o numero de
animais induzidos a sedacgao é igual a 100% (NI= 4), menor do que o encontrado
para a benzocaina e para o mentol, 16,00 mg/L; 21,00 mg/L e 21,94 mg/L,

respectivamente.

Com relagao a TR, ao se comparar os trés anestésicos observamos que os
valores sao bastante semelhantes em alguns casos. O TR do mentol, nas
concentragdes de 10 mg/L (5 minutos) e 15 mg/L (4 minutos) foram proximos aos
observados para a benzocaina (10 mg/L) e para o eugenol (5 mg/L), 4min e 3min,
respectivamente (TABELA 38). Valores semelhantes foram também encontrados
nos tratamentos T3z do mentol (20 mg/L) e da benzocaina (20 mg/L) e na T, do
eugenol (10 mg/L) cujos valores foram de 10min, 12min e 9min, assim como, nos
tratamentos Ts da benzocaina (30 mg/L) e T3 do eugenol (15 mg/L), em que o TR foi

de 18min e 19min, respectivamente.

TABELA 38 — Tempo de retorno (TR), em minutos, e numero de girinos de Lithobates catesbeianus,
na faixa etaria de 45 dias, que restabeleceram o comportamento normal (NR), em
porcentagem, apoés indugédo anestésica por meio de imersao em cinco concentragdes
crescentes (mg/L) de benzocaina, eugenol e mentol, de acordo com as equagdes de
regressao ajustadas

Benzocaina Eugenol Mentol
Concentracdo TR NR Concentracdo TR NR Concentracdo TR NR
(mg/L) (min) (mg/L) (min) (mg/L) (min)
10 4 1 5 3 1 10 5 1
15 7 1 10 9 1 15 4 1



20 12 1 15 19 1 20 10 1
25 16 1 20 34 25 23 1
30 18 1 25 52 2 30 43

N

NR: 1=100%; 2= + 50%

Embora nos primeiros tratamentos o TR dos trés anestésicos tenha sido
semelhante, no geral, considerando todos os tratamentos, a benzocaina apresentou
menor TR e auséncia de mortalidade (NR= 1), ao contrario do observados nos
outros dois anestésicos, em que o eugenol assim como o mentol, apresentou um
aumento significativo em TR, além de nao retorno de parte dos animais induzidos

(NR= 2) nos ultimos tratamentos.

Ao analisar todos os parametros avaliados (NI, TR e NR), observamos que a
benzocaina e o mentol foram os compostos anestésicos mais eficientes na a
indugdo a sedacgao de girinos de ra-touro, na faixa etaria de 45 dias. Uma vez que,
embora o eugenol tenha sido mais eficiente quando analisamos apenas o NI,
apresentando um ponto de curvatura maximo (PCM), em que o numero de animais
induzidos a sedacgao foi de 100%, menor do que o encontrado para a benzocaina e
para o mentol (16,00 mg/L, 21,00 mg/L e 21,94 mg/L, respectivamente), ao
avaliarmos os parametros, NI e TR, em conjunto, observamos que neste ponto
(PCM), o TR do dleo de cravo (21,70 minutos) foi superior ao da benzocaina (13,15

minutos) e do mentol (14,15 minutos).

Na Tabela 39 encontram-se as equagdes de regressao ajustadas do tempo
de retorno e numero de girinos de L. catesbeianus que restabeleceram o
comportamento normal fungdo da concentracao para as variaveis, anestésico e faixa

etaria.
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TABELA 39 — Equacdes de regressao ajustadas do tempo de retorno (TR) e nimero de girinos de L.
catesbeianus, na faixa etaria de 45 dias, que restabeleceram o comportamento

normal (NR), em fungéo da concentracéo (DOS) e da variavel anestésico

Anestésico Variavel Equagbes Ajustadas R®
1 TR 20,13237 / (1 + exp (3,50830 — 0,19715 DOS)) 0,9754
NR 1,233333 - 0,0314286 DOS + 0,000952381 DOS® 0,8571
> TR 1,16667 - 0,0500000 DOS + 0,08333333 DOS? 0,8638
NR 0,783333 + 0,0366667 DOS 0,8643
3 TR 28,3333 — 3,78095 DOS + 0,142857 DOS? 0,9778
NR 1,73333 — 0,103333 DOS + 0,00333333 DOS® 0,9667

1= Benzocaina; 2= Eugenol; 3= Mentol

5.2.4.3. Faixa Etaria: 60 dias

Nos tratamentos T1 da benzocaina (10 mg/L) e do eugenol (15 mg/L), o NI
apo6s 60min, 120min, 180min e 240min foi semelhante (2, 3, 4 e 4, respectivamente).
Todavia, apds 300 minutos, 100% dos girinos induzidos pela benzocaina
restabeleceram o comportamento normal, enquanto que, os girinos induzidos pelo
eugenol permaneceram sedados. O mentol apresentou semelhangas quanto ao NI
apenas nas duas primeiras horas, ndo induzindo 100% dos animais a sedacgao.
Quanto ao NR, nos trés tratamentos, 100% dos girinos restabeleceram o

comportamento normal (NR=1).

Nos tratamentos T4 e Ts da benzocaina, T, a Ts do eugenol e T, a Ts do
mentol, o NI foi igual a quatro, ou seja, 100% dos girinos foram sedados, porém, o
NR apresentou diferencas de acordo com a concentragcdo e o composto utilizado.

Apenas a benzocaina e o eugenol, ambos na concentragdo de 30 mg/lL,
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apresentaram comportamento semelhante. O tempo de retorno assim como o NR
variou de acordo com a concentragdo do composto utilizado. O tempo minimo
observado para que os girinos sedados restabelecessem o comportamento normal

foi de 5 minutos e o maximo de 25 minutos.

Embora as concentragdes utilizadas para inducdo anestésica, por meio do
eugenol (10 mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L, 25 mg/L e 30 mg/L), tenham sido menores do
que as utilizadas para a benzocaina e para o mentol (15 mg/L, 20 mg/L, 25 mg/L, 30
mg/L e 35 mg/L), ao se comparar os trés anestésicos observa-se que os valores de
NI sdo semelhantes em alguns casos. O numero de animais induzidos a sedagao
pela benzocaina, nas concentragdes de 20 mg/L (NI= 2,7) e 25 mg/L (NI= 3,2),
foram préximos aos encontrados no mentol e no eugenol, nas concentragdes de 15
mg/L (NI=2,5) e 10 mg/L (NI=3,2), respectivamente. Valores semelhantes foram
também encontrados entre os tratamentos T4 (30 mg/L) e Ts (35 mg/L) da
benzocaina e os tratamentos T, (15 mg/L) e T3 (20 mg/L) do eugenol e T, (20 mg/L)

e T3 (25 mg/L) do mentol.

Ao analisar os anestésicos, com relacdo apenas a NI, observamos que, nesta
faixa etaria (60 dias), o eugenol foi mais eficiente, apresentando um ponto de
curvatura maximo (PCM), em que o numero de animais induzidos a sedacgao é igual
a 100% (NI= 4), menor do que os encontrados para a benzocaina e para o mentol

(15,00 mg/L, 35,00 mg/L e 22,50 mg/L, respectivamente) (FIGURA 62).
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FIGURA 62 — Valores ajustados do numero de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus),
na faixa etaria de 60 dias, induzidos a sedacao, por meio de imersdo, em

funcdo da concentragao para as variaveis anestésico e faixa etaria. NI: 1= 0%;
2=-50%: 3= + 50%: 4= 100%.

Com relacdo a TR, ao se comparar os trés anestésicos observamos que
sedacdo dos girinos por meio do eugenol foi eficaz apenas no tratamento T4 (10
mg/L) com TR de 8 minutos e retorno de 100% dos animais. Nos demais
tratamentos a indugcdo anestésica levou a 6bito mais de 50% dos girinos sedados
(T2), chegado a extremos de 100% de n&o retorno (T3, T4 e T5). O TR do mentol,
nas concentragdes de 25 mg/L (4min) e 30 mg/L (13min) foram préximos aos valores
observados nos tratamentos T4 (30 mg/L) e Ts (35 mg/L) da benzocaina, cujos

valores foram de 6min e 16min, respectivamente (TABELA 40).

TABELA 40 — Tempo de retorno (TR), em minutos, e numero de girinos de Lithobates catesbeianus,
na faixa etaria de 60 dias, que restabeleceram o comportamento normal (NR), em
porcentagem, apés indugdo anestésica por meio de imersao em cinco concentragdes

crescentes (mg/L) de benzocaina, eugenol e mentol, de acordo com as equagdes de
regressao ajustadas

Benzocaina Eugenol Mentol

Concentracdo TR NR Concentracdo TR Concentracdo TR

(mg/l)  (min) mg/l)  (min) NR (mg/l)  (min)
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15 - 1 10 8 1 15 - 1
20 - 1 15 179 3 20 - 1
25 - 1 20 180 4 25 4 1
30 6 1 25 180 4 30 13 1
35 16 2 30 180 4 35 45 2

NR: 1=100%; 2= + 50%

Ao analisar todos os parametros avaliados (NI, TR e NR) observamos que,
nesta faixa etaria, a benzocaina e o mentol nas concentragdes de 30 mg/L e 22
mg/L, respectivamente, foram os agentes anestésicos mais eficientes na indugéo a
sedagdo de girinos de ra-touro. Ambos induziram 100% dos animais a sedacao
(NI=4); obtiveram 100% de retorno dos animais avaliados (NR=1) e TR de 5,78min e
2min (benzocaina e mentol, respectivamente). A benzocaina induziu 100% dos
animais a sedacgéo logo apos a exposicéo dos girinos ao farmaco, estado mantido
por 24 horas. O mentol cujo tempo de indugao (Tl) necessario para sedar 100% dos
individuos foi de 60 minutos, manteve os girinos sedados por 5 horas. O eugenol
embora tenha apresentado bons resultados na concentragdo de 10 mg/L, induzindo
mais de 50% dos girinos a sedacdo (NI=3) e com TR de 8 minutos, sedou menos de

50% dos animais na primeira hora.

Na tabela 41 encontram-se as equacgdes de regressao ajustadas do tempo de
retorno e numero de girinos de L. catesbeianus que restabeleceram o
comportamento normal fungao da concentracido para as variaveis, anestésico e faixa

etaria.

TABELA 41 — Equacdes de regressao ajustadas de tempo de retorno (TR) e numero de girinos de L.
catesbeianus, na faixa etéria de 60 dias, que restabeleceram o comportamento

normal (NR), em fungdo da concentragéo (DOS) e da variavel anestésico



Anestésico Variavel Equagbes Ajustadas R®

1 TR 50,0000/ (1 + exp (18,15435 — 0,57980 DOS)) 0,9913
NR 2,00952 — 0,109524 DOS + 0,00285714 DOS? 0,9821
5 TR 180,18617/ (1 + exp (20,00000 — 1,69836 DOS)) 0,9999
NR -23,8268 + 11,8552 DOS % - 1,24499 DOS 0,9113
3 TR 179,96410/ (1 + exp (11,07118 — 0,26691 DOS)) 0,9663
NR 2,65714 — 0,163810 DOS + 0,00380952 DOS? 0,8571

Anestésico: 1= Benzocaina; 2= Eugenol; 3= Mentol

5.2.4.4. Faixa Etaria: 75 dias

Nos tratamentos avaliados tanto o NI quanto o NR da benzocaina foram
semelhantes ao do mentol, com excecdo do NR observado apds 24 horas de
inducédo, em 30 mg/L de solugao anestésica, cujos valores foram de dois (+ 50%) e
quatro (0%), respectivamente. O nao restabelecimento do comportamento normal
dos girinos ocorreu com maior incidéncia ao se utilizar o eugenol, por um periodo de

24 horas de imersao.

O eugenol diferiu do mentol e da benzocaina, quanto ao NI, apenas no
tratamento T2, onde 100% dos animais permaneceram sedados por 300 minutos,
em contraste ao observado nos outros dois anestésicos, onde o tempo de sedagao

foi de 240 minutos.

De acordo com a equagdao de regressdao ajustada, em fungcdo da
concentracdo para as variaveis anestésico e faixa etaria, observamos que, nesta
faixa etaria (75 dias), ndo houve diferencas expressivas de NI entre os compostos

avaliados (FIGURA 63).
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FIGURA 63 — Valores ajustados do numero de girinos de ra-touro (Lithobates catesbeianus),

na faixa etaria de 75 dias, induzidos a sedagao, por meio de imersao, em

fungao da concentragao para as variaveis anestésico e faixa etaria. NI: 1= 0%;
=-50%: 3=+ 50%: 4= 100%.

Quanto ao NR, na concentragao de 10 mg/L, os trés compostos apresentaram
comportamentos semelhantes, sem diferengas expressivas. A partir de T, (15 mg/L),
eugenol passa a se sobressair, enquanto que a benzocaina e o mentol mantém o

comportamento semelhante, que se altera apenas em T4 (25 mg/L) (FIGURA 64).
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FIGURA 63 — Valores ajustados do numero de girinos de L. catesbeianus, na faixa de 75

dias, que restabeleceram o comportamento normal apds indugao anestésica,

em funcdo da concentragcdo para as variaveis, anestésico e faixa etaria. NI: 1=
0%; 2= -50%; 3= +50%; 4= 100%.
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Nas dosagens de 15 mg/L, 20 mg/L e 25 mg/L de eugenol, o NR foi
equivalente ao observado nas concentragées de 20 mg/L, 25 mg/L e 30 mg/L de

mentol, respectivamente.

Com relagdo a TR, no geral a benzocaina apresentou os menores tempos de
recuperagao e o eugenol os maiores. Porém, ao se comparar os trés anestésicos
observamos algumas semelhangas entre eles. O TR da benzocaina, nas
concentragdes de 10 mg/L (5 minutos), 15 mg/L (8 minutos) e 30 mg/L (22 minutos)
foram préximos aos valores observados nos tratamentos T, (15 mg/L), T3 (20 mg/L)
e T4 (25 mg/L) da mentol, cujos valores foram de 5min, 10min e 24min,
respectivamente (TABELA 42). Valores de TR semelhantes foram observados nos
tratamentos T4 (25 mg/L) de benzocaina e T, (15 mg/L) do eugenol, cujos valores
foram de 18min e 17min, respectivamente. Tempos de retorno semelhantes, entre
os trés anestésicos, ocorreram apenas nos tratamentos T, do mentol e T da

benzocaina e do mentol.

TABELA 42 — Tempo de retorno (TR), em minutos, de Lithobates catesbeianus, na faixa etaria de 75
dias, que restabeleceram o comportamento normal apds indugao anestésica por meio
de imersdo em cinco concentragbes crescentes (mg/L) de benzocaina, eugenol e

mentol, de acordo com as equacdes de regressdo ajustadas

Benzocaina Eugenol Mentol
Concentracao TR Concentracao TR Concentracao TR
(mg/L) (min) (mg/L) (min) (mg/L) (min)

10 5 10 5 10 9
15 8 15 17 15 5
20 13 20 28 20 10
25 18 25 39 25 24
30 22 30 50 30 46
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Ao analisar todos os parametros avaliados (NI, TR e NR) observamos que,
nesta faixa etaria, a benzocaina e o mentol foram os agentes anestésicos mais
eficientes na indugao a sedacgéao de girinos de ra-touro. No PCM de NI, em o numero
de animais sedados € maximo, tanto a benzocaina quanto o mentol obtiveram 100%
de retorno dos animais anestesiados (NR=1) e TR préximos, 14,99 minutos e 13,63

minutos, respectivamente.

Na Tabela 43 encontram-se as equagdes de regressao ajustadas do tempo
de retorno e numero de girinos de L. catesbeianus que restabeleceram o
comportamento normal em fungao da concentracdo para as variaveis, anestésico e

faixa etaria.

TABELA 43 — Equacdes de regressao ajustadas de tempo de retorno (TR) e nimero de girinos de L.
catesbeianus, na faixa etaria de 60 dias, que restabeleceram o comportamento

normal (NR), em fung¢édo da concentragéo (DOS) e da variavel anestésico

Anestésico Variavel Equacdes Ajustadas R?
1 TR 50,0000/ (1 + exp (18,15435 — 0,57980 DOS)) 0,9913
NR 2,00952 — 0,109524 DOS + 0,00285714 DOS? 0,9821
5 TR 180,18617/ (1 + exp (20,00000 — 1,69836 DOS)) 0,9999
NR -23,8268 + 11,8552 DOS %2 - 1,24499 DOS 0,9113
3 TR 179,96410/ (1 + exp (11,07118 — 0,26691 DOS)) 0,9663
NR 2,65714 — 0,163810 DOS + 0,00380952 DOS? 0,8571

Anestésico: 1= Benzocaina; 2= Eugenol; 3= Mentol

Logo, em todas as faixas etarias avaliadas, os agentes anestésicos mais
eficientes para sedacao de girinos de ra-touro por 24 horas foram a benzocaina e o

mentol. Tanto a concentragdo recomendada como também o tempo de retorno, de
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ambos os anestésicos, foram bastante semelhantes a partir da faixa etaria de 60

dias (FIGURA 65).

17

15

16 4 43 14

30 45 60 75

Faixa etaria [dias)

[Benz] [Ment] I TR ment. TR benz.

FIGURA 65 — Grafico comparativo das concentragdes recomendadas (mg/L) e dos

respectivos tempos de recuperagao (minutos) entre a benzocaina e o mentol.

Nas faixas etarias de 30 e 45 dias a concentragdo da benzocaina
recomendada para sedacao foi, respectivamente, 24% e 27% maior que o de
mentol. Porém, aos 30 dias de idade, o tempo de recuperagao dos girinos por meio
da benzocaina foi duas vezes menor do que o TR obtido na sedacédo por meio de
mentol e, aos 45 dias de idade, o mentol apresentou TR trés vezes menor do que o

da benzocaina.

Assim, uma vez que, a eficacia de ambos anestésicos foi comprovada, ora um
apresentando melhores resultados ora outro (mesmo que pequenos), a escolha
entre um ou outro fica a critério do operador, este deve avaliar, entdo, questbes

como facilidade de aquisi¢cao e precgo e optar pelo mais vantajoso.
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5.3.FASE 2 - IMAGOS, JUVENIS E ADULTOS

Em todos os testes realizados, independente da classe de peso avaliada e do
anestésico utilizado, a reacao das ras-touro, ao primeiro contato com o anestésico,
foi de hiperatividade, seguida de concentragdo dos animais em uma das
extremidades, sobreposicboes e tentativas de fuga. Apds a hiperatividade inicial, a
medida que o anestésico comegava a se estabelecer observou-se redugao gradativa
dos movimentos gulares (MovG), seguida de reducdo gradual do reflexo de fuga
(ReF), do equilibrio (EqL), da nocicepg¢éo a dor leve (NocL), do tbnus muscular e da

nocicepgao a dor profunda (NocP).
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A hiperatividade inicial observada foi igualmente relatada para juvenis de
zebrafish (Danio rerio), pintado (Psedoplasystoma corruscans), tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus) e piavugu (Leporinus macrocephalus) e, também, para
reprodutores de pacu (Piaractus mesopotamicus), matrinxa (Brycon cephalus), tilapia-
do-nilo (Oreochromis niloticus), piavugu (Leporinus macrocephalus), curimbata
(Prochilodus lineatus) e trairdo (Hoplias lacerdae) (GRUSH et al., 2004; VIDAL et al.,
2006, OLIVEIRA et al., 2007; VIDAL et al., 2007b, VIDAL et al., 2008; VALENTE et
al., 2009, OLIVEIRA et al., 2009). Segundo Collins (1978), a hiperatividade é o

primeiro comportamento observado em um animal induzido a anestesia.

Para anfibios, uma descrigédo clara dos estagios de indugao anestésica e dos

sinais fisioldgicos e comportamentais nao foi encontrada na literatura.

Assim, com base nos resultados obtidos, e de acordo com as respostas
fisiolégicas (numero de movimentos gulares realizados no intervalo de um minuto) e
comportamentais, caracterizadas por presengca ou auséncia de reflexo de fuga,
equilibrio, nocicepgao leve e nocicepgao profunda, e considerando, também, a
velocidade de resposta aos estimulos, de 1200 ras, da espécie Lithobates
catesbeianus, recém-metamorficas e pés-metamorficas em idade reprodutiva, foi
estabelecida a primeira classificacdo e identificagcdo dos estagios progressivos de
sedacdo e anestesia em anuros, por meio da descricdo de sinais fisiolégico e

comportamentais (TABELA 44).

TABELA 44 — Classificacao, identificagdo e descrigdo dos sinais fisioldgicos e comportamentais dos

estagios progressivos de sedacao e anestesia em anuro, Lithobates catesbeianus

Classe Identificagéo Descricao
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A1

A2

B1

B2

B3

Sedacéo Leve

Sedacao Profunda

Anestesia Leve

Anestesia Profunda

Anestesia Cirurgica

Colapso

Reducéo do reflexo de fuga;
Perda parcial do equilibrio;
Movimentos gulares normais (MovG=1) ou reduzidos (MovG=2);

Perda total do reflexo de fuga e perda parcial ou total do equilibrio;
Movimentos gulares normais (MovG=1) ou reduzidos (MovG=2);

Auséncia de reflexo de fuga;

Auséncia de equilibrio;

Movimentos gulares reduzidos (MovG=2)
Sinais de leve analgesia;

Auséncia de reflexo de fuga;

Auséncia de equilibrio;

Movimentos gulares baixo (MovG= 3) ou ausente (MovG=4)
Insensibilidade a dor leve;

Auséncia de reflexo de fuga;

Auséncia de equilibrio;

Auséncia de movimentos gulares (MovG=4);
Insensibilidade a dor profunda;

Overdose;
Tempo excessivo;
Dosagem muito alta;

5.3.1. Benzocaina

5.3.1.1. Classe de Peso 1 (5g — 109)

Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 50 mg/L (T4), 60

mg/L (T2), 70 mg/L (T3), 80 mg/L (T4) e 90 mg/L (Ts) de benzocaina.

Em todos os tratamentos a sedacéo leve (A1) e a sedagao profunda (Az),

caracterizadas, principalmente, por redugdes no reflexo de fuga e perda parcial e/ou
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total do equilibrio, e a anestesia leve (B1), evidenciada pela auséncia de reflexo de
fuga e equilibrio e leve analgesia, foram observadas em 100% da populagéo

amostral.

A anestesia profunda (B;) e cirurgica (Bs) foram observadas a partir do
tratamento T3 (70 mg/L de benzocaina) em que, 70% dos animais apresentavam
auséncia de reflexo de fuga e, também, de equilibrio, insensibilidade a dor leve e
nuamero reduzido de movimentos gulares (MovG=3), entre 6 a 36

movimentos/minuto. Os 30% restantes foram induzidos apenas a anestesia leve.

Existem diversos fatores bibticos e abidticos que podem interferir na eficacia
de um anestésico, resultando em nao inducdo anestésica ou inducdo de uma
pequena parcela da populagao. Entretanto, € pouco provavel que fatores abiéticos
como temperatura, ph e salinidade, tenham interferido nos resultados levando a nao
inducao dos animais, uma vez que, todos os animais utilizados em cada um dos
tratamentos, foram alocados ao mesmo tempo no interior das respectivas caixas
plastica contendo solugdo anestésica previamente homogeneizada. Dentre os
fatores bioldgicos que poderiam interferir na agdo de um anestésico citam-se
variagdo individual (genética), tamanho ou peso, maturidade sexual, condigédo
corporal (conteudo de reserva corporal), estado de saude e estresse (ROUBACH et

al., 2002; KING et al., 2005; ROSS e ROSS, 2008).

Cecala et al. (2007) ao compararem a dosagens recomendadas de MS-222
(tricaina metano sulfonato) e Orajel®, cujo principio ativo é a benzocaina, para a
anestesia de anfibios, constataram influéncia positiva da massa no tempo de

indugao em Bufo fowleri e Desmognathus fuscus.
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Velasco-Santamaria et al. (2008) ao avaliarem a eficacia anestésica de quatro
diferentes anestésicos (2-fenoxietanol, benzocaina, quinaldina e MS-222) em
alevinos e juvenis de Piaractus brachypomus. Segundo os autores tanto em alevinos
quanto em juvenis o tempo de indugdo, nos quatro anestésicos avaliados, é
dependente da concentragao utilizada e relataram ainda que, em juvenis expostos a
concentracdées mais altas de benzocaina, quinaldina e 2-fenoxietanol o tempo de
indugao foi significativamente maior quando comparado com alevinos sob as

mesmas condi¢cdes experimentais.

Excluindo a variacdo de peso e tamanho, visto que todos os animais
utilizados apresentavam-se na mesma faixa de peso e tamanho, existindo pouca
variagao entre eles (peso médio= 7,15 + 1,21 g; comprimento rostro-cloacal médio=
43,48 + 2,21 mm) e a influéncia da maturidade sexual, uma vez que se trata de
imagos recém-metamoérficos, ainda longe do inicio da maturidade sexual, restam
apenas a condicdo corporal, o estado de saude, o estresse e a variagao individual

(genética).

Uma vez que todos os animais utilizados foram criados no mesmo local com
baixa densidade de estocagem (100 animais/baia), permitindo a todos livre acesso
ao alimento, e sob as mesmas condigdes de manejo sanitario, profilatico e alimentar
(racdo com 36% PB, ad libitum), acredita-se que se houve diferengas entre eles,
com respeito a condigdo corporal, estado de saude e nivel de estresse,
provavelmente, essas variagdes sdo do proprio individuo devido a variabilidade

fisiolégica e ndo devido a fatores abidticos.
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Assim, supde-se que a nao indugao dos 30% dos animais ao estagio B, tenha
ocorrido devido a fatores biolégicos do proprio individuo, sendo esses animais,

provavelmente, mais resistentes a acdo do farmaco.

A anestesia cirurgica, caracterizada pela auséncia de reflexo de fuga,
auséncia de equilibrio, auséncia de movimentos gulares (MovG=4) e insensibilidade
a dor profunda, foi observada em 10% dos animais. Assim como no caso anterior,
supde-se que esse resultado tenha ocorrido devido a variagdes individuais, sendo
esses animais (10% da populagcdo amostral), nesse caso, provavelmente, mais

sensiveis a acdo do anestésico.

No tratamento T4 (80 mg/L de benzocaina) tanto a sedagao leve quanto a
sedacdo profunda e a anestesia leve foram atingidos por 100% da populagéo
amostral, enquanto que, a anestesia profunda e a anestesia cirurgica foram
observadas em 90% da populagdo. Nessa concentragdo, 40% da populagéo
amostral, mantida em solugdo anestésica por 300 minutos (dois animais), vieram a

Obito, apds terem atingindo o estagio definido como colapso.

Embora o manejo dos animais tenha sido o mesmo, a variagdo genética
existente entre individuos pode ter levado um ou outro animal a se adaptar melhor
as condicdes de criacao e, consequentemente, a obterem melhores condi¢cbes
corporais (reserva lipidica), levando- os a atingirem um estado mais avangado de
anestesia (overdose), uma vez que, a benzocaina, devido a suas propriedades

quimicas, € um composto altamente soluvel em gordura.

Segundo Ross e Ross (2008), em animais mais velhos e/ou com maiores

reservas de gordura corporal e em fémeas em reprodugdo, a recuperagao dos
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animais induzidos a anestesia, por meio da benzocaina, pode ser prolongada devido

a lenta metabolizagao e eliminacdo do anestésico das reservas lipidicas.

Outro fator que pode ter levado os animais a morte é a hipdxia, uma vez que,
durante os estagios mais profundos de anestesia (anestesia cirurgica) a respiragao
pulmonar é cessada, sendo compensada apenas pela respiragao cutanea, embora,
em anfibios, a apneia seja frequentemente observada nos estagios mais profundos
de anestesia e, em geral, sem grandes prejuizos a vida do animal (LAFORTUNE, et
al., 2001; GENTZ, 2007; MITCHELL, 2009; MITCHELL et al., 2009). Talvez, se
durante o periodo de inducdo a solucdo anestésica tivesse sido aerada,

assegurando o teor de saturagao de oxigénio, os animais néo viessem a ébito.

Na dosagem seguinte, 90 mg/L de benzocaina, todos os estagios
anestésicos, com excegao do colapso (estagio C), foram alcangados por 100% da
populagcdo amostral. O estagio C foi observado em 50% dos animais, justamente
aqueles que foram mantidos em solucdo anestésica mesmo apds alcangarem o
estagio de anestesia cirurgica (300 minutos). Provavelmente, nesse caso o colapso
dos animais tenha ocorrido devido ao tempo excessivo em que ficaram imersos em
solugdo anestésica, visto que, os animais que foram retirados e colocados em agua

pura logo apés alcangarem o estagio de anestesia cirurgica, ndo vieram a obito.

Os tempos de inducéo (Tl) aos estagios de sedacgado (leve e profunda) e
anestesia (leve, profunda e cirdrgica) ajustados pela regressdo, em fungcdo da

concentracido de benzocaina utilizada, encontram-se na Tabela 45.

TABELA 45 — Tempos de indugéao (Tl), em minutos, a sedacao leve (A,), a sedacdo profunda (Ay), a
anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirargica (B3), de imagos
de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 5 a 10 gramas, em fungéo da

concentragao de benzocaina, em mg/L

e v



Concentragao

(mg/L) Aq Az B+ B> B3
Indugéo (minutos)
50 20 36 68 - -
60 20 28 57 - -
70 20 23 46 62 -
80 20 20 35 79 113
90 20 20 24 83 113

Os tempos de indugao se ajustaram a diferentes modelos, incluindo modelos
lineares e ndo lineares com R? (coeficiente de determinacdo) minimo de 0,7177 e
maximo de 00,9949, indicando que as alteracbes na concentragcdo de benzocaina
explicam no minimo 71,8% e no maximo 99,5% das alteragbes nos tempos de

inducéo.

Os tempos de indugao a sedacgao leve foram constantes, assim, independente

da concentracéao utilizada o valor de Tl foi igual a média, ou seja, a 20 minutos.

Valente (2009) avaliando o uso de benzocaina na indugdo a anestesia de
reprodutores de piavugu (Leporinus macrocephalus) e curimbata (Prochilodus
lineatus), pelo método de aspersao branquial, relatou também a nao influencia da

concentragcao anestésica no tempo de indugéo.

Os tempos de indugdo a sedagao profunda ajustaram-se a um modelo
quadratico decrescente em resposta a variagdo da concentragao, indicando que
aumentos da concentracdo de benzocaina levam a reducédo do tempo de inducéo,

0,40 minutos para cada acréscimo na concentracéo de 1 mg/L de benzocaina.

Trabalhos que corroboram como os resultados obtidos foram relatados por

Oliveira (2009) ao avaliar a eficiéncia da benzocaina na indugdo anestésica de
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reprodutores de tilapia-do-nilo (O. niloticus) e de matrinxa (B. cephalus), por meio da
técnica de imersao. De acordo com o autor, em ambas as espécies, o tempo de
inducdo apresentou comportamento quadratico decrescente, indicando que

aumentos na concentragao de benzocaina levam a redug¢ao do tempo de indugao.

Os tempos de indugcdo a anestesia leve ajustaram-se a um modelo linear
decrescente, em resposta a variagao da concentracao, indicando que aumentos da
concentracdo de benzocaina levam a redugcao do tempo de inducdo, 1,10 minutos

para cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L de benzocaina.

Oliveira (2009), Gimbo et al. (2008), Vidal et al. (2007) e Inoue et al. (2002) ao
avaliarem o tempo de indugcdo a anestesia, por meio do uso de diferentes
concentragdes de benzocaina, em reprodutores de pacu (Piaractus mesopotamicus),
juvenis de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae), juvenis de piavugu
(Leporinus  macrocephalus) e juvenis de matrinxd (Brycon cephalus),
respectivamente, apresentaram resultados que confirmam os obtidos, tempo de
indugcdo maior nas concentragdes iniciais com reducgao linear com o aumento da

dosagem anestésica.

Os tempos de indugcdo a anestesia profunda ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variagdo da concentragdo, com R%de 0,7177. TI
apresentou comportamento inicial crescente até a concentragdo de 90 mg/L,
indicando que aumentos na concentracdo de benzocaina levam a aumentos
expressivos em Tl (1,05 minutos/mg/L de benzocaina), e em seguida, decrescente
indicando que aumentos na concentracdo de benzocaina levam a reducido de TI
(1,74 minutos para cada acréscimo na concentracdo de 1 mg/L de benzocaina)

(FIGURA 686).
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FIGURA 66 — Valores ajustados do tempo de inducéo a anestesia profunda de imagos de ra-
touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre cinco e dez gramas, induzidos

por meio de concentragdes crescentes de benzocaina.

Oliveira (2009), ao avaliar o tempo de indugdo a anestesia profunda e
cirurgica, por meio do uso de diferentes concentracbes de eugenol, em pacus
(Piaractus mesopotamicus) adultos, relatou padrao semelhante para a resposta de
Tl em fungdo do aumento da concentragdo do 6leo de cravo. Todavia, 0 mesmo
autor, ao avaliar o tempo de inducdo a anestesia profunda em reprodutores de
matrinxa, por meio do uso de diferentes concentragbes de mentol e benzocaina,

relatou o comportamento quadratico decrescente de Tl em razdo do aumento da

dosagem anestésica.

Os tempos de indugdo a anestesia cirurgica ajustaram-se a um modelo ndo
linear sigmoidal simples em resposta a variagado da concentragdo, com R? de 0,9877.
Segundo o qual, o ponto de curvatura maxima, que indica o inicio da estabilizacao,
ocorreu na dosagem de 75,69 mg/L. Assim, a partir desse ponto aumentos na

concentragdo de benzocaina ndo levam a alteragdes significativas no tempo de

inducéo.
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Inoue (2005) ao analisar a resposta de juvenis de matrinxa (Brycon cephalus)
a acao de diferentes anestésicos, entre eles a benzocaina, observou que a medida
que se aumentava a dose do anestésico, o tempo de indugdo ao estagio 3,
caracterizada pela perda total do equilibrio e incapacidade de voltar a posi¢ao
normal, diminuia, porém, a partir de uma determinada concentragdo (60 mg/L de
benzocaina) os tempos de indugdo passaram a nao apresentar diferencas

significativas em relagdo as doses mais altas.

Os tempos de manutengao (TM) a sedacéao (leve e profunda) e a anestesia
(leve, profunda e cirurgica), em fungdo da concentragdo de benzocaina utilizada,

encontram-se na Tabela 46.

TABELA 46 — Tempos de manutengéo a sedacao leve (A,), a sedacao profunda (A;), a anestesia
leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirargica (B3) ajustados pela
regressdo em funcdo da concentracdo de benzocaina, de imagos de ra-touro

(Lithobates catesbeianus), pesando entre 5g a 10g

Concentragao

(mglL) At Az B B, Bs
Manutengéo (minutos)
50 298 297 297 - -
60 298 297 297 - -
70 298 297 297 135 -
80 298 297 297 279 270
90 298 297 297 293 300

Os tempos de manutencao a sedacao leve, sedacao profunda e anestesia
leve foram constantes, assim, independente da concentragao utilizada os valores de

TM foram iguais a média, ou seja, a 298min, 297min e 297min, respectivamente.

Os tempos de manutencdo a anestesia profunda e cirirgica ajustaram-se a

modelos n&o linear sigmoidais simples em resposta a variagdo da concentragdo. Em
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ambos 0s casos, o ponto de curvatura maxima ocorreu entre as dosagens de 70
mg/L e 80 mg/L (76,95 mg/L, em B, e 79,58 mg/L, em B3). Logo, a partir do
tratamento T, os tempo de manutengdo a anestesia profunda e cirurgica néo

apresentaram diferengas significativas.

Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno (TR) a sedagao
(leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirargica) em funcdo da

concentracido de benzocaina utilizada, encontram-se na Tabela 47.

TABELA 47 — Tempos de retorno, em minutos, a sedagao leve (A4), a sedacao profunda (A,), a
anestesia leve (B,), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3) ajustados
pela regressao , em fungdo da concentragado de benzocaina, em mg/L, de imagos de

ré-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 5g a 10g

Concentragao Estado
(mg/L) normal Ad Az By B2 Bs
Retorno (minutos)

50 56 40 25 10 - -
60 53 34 22 13 - -
70 56 35 24 15 3 2
80 63 45 32 19 7 4
90 76 61 45 22 11 5

De acordo com os modelos de regressdo ajustados, com excecado da
anestesia cirurgica onde a partir de T4 (80 mg/L) os tempos de retorno passaram a
nao apresentar diferencas significativas em relacéo as doses mais altas, nos demais
estagios, os tempos de retorno apresentaram comportamento crescente,
aumentando com o aumento da dosagem de anestésico. Trabalhos que corroboram

com estes resultados obtidos foram relatados para alevinos de quinguios e lambaris,
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induzidos a anestesia por meio de benzocaina e, também, para reprodutores de
pacu, induzidos a anestesia profunda e cirdrgica por meio de imersdo em

benzocaina (BITTENCURT et al., 2009; SILVA et al., 2009; OLIVEIRA, 2009).

Com base nos resultados obtidos (Tl, TM e TR), nesta classe de peso (5g a
10g), a dosagem de 80 mg/L de benzocaina pode ser utilizada para indugdo a
sedacao (leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica) uma vez que,
essa dosagem apresentou 100% de eficacia na inducdo a todos os estagios
anestésicos, além de menor tempo de retorno e tempos de indugdo e manutengao
proximos aos obtidos nas dosagens adjacentes, todavia, para coleta de amostras
teciduais, amputacgdes, instalacdo de microchips para identificacdo e rastreamento
(subcutaneo) e cirurgias em geral como, por exemplo, laparoscopia, gonadectomia,
ovariectomia e endoscopia, em que estagios mais profundos de anestesia séo
necessarios (anestesia profunda e cirurgica), essa dosagem pode nao ser a mais
adequada devido nao sé ao longo periodo de exposigao necessario para que 0s
animais alcancem esses estagios (1h53min) como também em razdo do longo
periodo de recuperagdo (1h). Possivelmente, nessas circunstancias, o uso de
dosagens maiores fosse mais indicado, uma vez que, existem relatos na literatura
relacionando maiores dosagens anestésicas a menores tempos de recuperagao, em
razao do menor tempo de exposicdo (GONCALVES et al., 2008; GOMES et al.,

2001; OSTRENSKY et al., 2000).

Para o manejo comum, do dia a dia, como triagem, pesagem e mensuragao
dos animais, em que a apenas a sedacido € necessaria, nao s6 para facilitar o
manejo dos operadores como também para evitar possiveis fraturas, a dosagem de
50 mg/L de benzocaina pode ser utilizada, permitindo a manutengéo dos animais

imersos em solugcao anestésica por até 297min, sem que estes alcancem os
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estagios de anestesia profunda e cirirgica, e com o restabelecimento do

comportamento normal apds 56 minutos.

Na literatura encontrada com respeito a sedagao e anestesia de anfibios, as
recomendagdes referem-se, em geral, a apenas duas fases de vida, a larval (pré-
metamorfica e aquatica) e a adulta (pdés-metamoérfica e terrestre), sem a
especificacdo do peso, tamanho ou espécie. Nesses trabalhos os autores
recomendam o uso de benzocaina em concentragées que variam entre 0,003% a
0,01%, para anfibios na fase larval, e de 0,01% a 0,5% para anfibios adultos
(CRAWSHAW, 1992; MACHIN, 1999; WRIGHT, 2001; BROWN et al., 2004; CAKIR
e STRAUCH, 2005; CROOK e WHITEMAN, 2006; IACUC, 2008), valores bem
superiores ao recomendado para esta classe de peso. Possivelmente, essas
diferencas se devam a variacdes de existentes, principalmente, entre espécies, peso

e/ou idade dos animais avaliados e o estagio anestésico desejado.

Cecala et al. (2007) ao avaliarem o uso de Orajel®, cujo principio ativo é a
benzocaina, em quatro espécies de anfibios (Acris crepitans, Ambystoma
talpoideum, Bufo fowleri e Desmognathus fuscus) relataram a existéncia de
diferencgas significativas no tempo de inducéo e de recuperagédo dos animais entre as

especies.

5.3.1.2. Classe de Peso 2 (20g — 309)

Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 50 mg/L (T4), 75

mg/L (T2), 100 mg/L (T3), 125 mg/L (T4) € 150 mg/L (Ts) de benzocaina.

226



Com excecéao do tratamento T4, em que a anestesia profunda e cirurgica nao
foi alcancada, e do tratamento T,, em que a anestesia profunda e cirurgica foi
observada em 50% da populagdo amostral, nos demais tratamentos (T3, T4 € Ts)
todos os estagios anestésicos (A1 a B3) foram alcangcados por 100% dos individuos

amostrados.

O colapso (estagio C) foi observado a partir da dosagem de 125 mg/L em
que 40% da populagdo amostral (dois animais), mantida em solu¢ao anestésica por
300 minutos, vieram a ébito. Assim como citado anteriormente (classe de peso 1),
provavelmente, o ébito dos animais seja resultado de hipdxia ou variagao individual,
ou seja, animais mais sensiveis a benzocaina. No tratamento Ts, todos os animais
mantidos imersos por 300 minutos atingiram o colapso e vieram a 6bito. Neste caso,
supde-se que a exposi¢ao por tempo excessivo tenha sido a causa mais provavel
para o Obito dos animais, uma vez que, os animais retirados da solugdo anestésica

logo apds indugao a anestesia cirurgica restabeleceram-se completamente.

Cakir e Strauch (2005) durante um estudo comparativo entre MS-222 (tricaina
metano sulfonato), benzocaina e pentobarbital para indugdo anestésica de Rana
pipiens, pesando entre 40-60 gramas, observaram que a imersdo das ras em
solugdo contendo 200 mg/L de benzocaina resultava em apnéia e relataram a

necessidade de assisténcia respiratdria para evitar a morte dos animais.

Os valores ajustados pela regressédo dos tempos de indugao a sedagéao leve e
profunda e a anestesia leve, profunda e cirurgica, em fungdo da concentracao de

benzocaina utilizada, encontram-se na Tabela 48.

TABELA 48 — Tempos de indugéo (Tl), em minutos, a sedacgao leve (A,), a sedacgdo profunda (Ay), a
anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3), de imagos
de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre vinte a trinta gramas, em fungéo

da concentrac¢do de benzocaina, em mg/L



Concentragao

(mgil) A A, B; B, B;
Indugéo (minutos)
50 38 92 116 - -
75 25 45 61 70 80
100 18 24 28 87 109
125 17 19 18 72 110
150 22 25 31 36 91

Os tempos de indugcdo a sedacao leve e profunda e a anestesia leve
ajustaram-se a modelos quadraticos decrescentes em resposta a variagao da
concentracdo, indicando que aumentos da concentracdo de benzocaina levam a

reducdes no tempo de inducaio.

Oliveira (2009), ao induzir, por meio de imersdo em solu¢cdo de benzocaina,
reprodutores de tilapia (O. niloticus) e de matrinxa (B. cephalus), a anestesia
cirurgica e profunda, respectivamente, relatou, também, o comportamento

quadratico decrescente do tempo de indugao.

Os tempos de indugado a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (Bs)
ajustaram-se a modelos raiz quadrada em resposta a variagdo da concentragao,
com R? de 0,8312 e 0,7837, respectivamente. Tanto em B, quanto em Bs, TI
apresentou comportamento crescente até as dosagens de 100 e 125 mg/L,

respectivamente, e em seguida decrescente (FIGURA 67).
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FIGURA 67 — Valores ajustados pela regresséao dos tempos de indugéo a anestesia profunda
(B,) e a anestesia cirurgica (B3) em fungédo da concentragédo de benzocaina, de
imagos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre vinte e trinta

gramas.

Assim, em todos os estagios anestésicos avaliados, os animais submetidos a
concentracbes mais baixas de benzocaina levaram mais tempo para alcancar o
estagio esperado do que nas maiores concentragdes. Trabalhos que corroboram
com os resultados encontrados foram descritos por Okamoto et al. (2009), ao
avaliarem a eficacia da benzocaina e do eugenol como anestésico para juvenis do
pampo (Trachinotus marginatus), assim como por Bittencourt et al. (2009) e Gimbo
et al. (2008) ao avaliarem o uso de benzocaina na indugdo anestésica de quinguios

(Carassius auratus) e lambaris (Astyanax altiparanae), respectivamente.

Os tempos de manutengao (TM) a sedacéo (leve e profunda) e a anestesia
(leve, profunda e cirurgica) ajustados pela regressdo em fungao da concentragéo de

benzocaina utilizada, encontram-se na Tabela 49.

TABELA 49 — Tempos de manutengao (TM), em minutos, a sedacao leve (A,), a sedagdo profunda
(Az), a anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3;), de
imagos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre vinte a trinta gramas, em

fungdo da concentragao de benzocaina, em mg/L



Concentragéo A, A, B, B, Bs

(mg/L)
Manutengéo (minutos)
50 300 300 283 - -
75 300 300 296 150 150
100 300 300 302 300 300
125 300 300 302 300 300
150 300 300 299 300 300

Os tempos de manutencdo a sedacgao leve e a sedacdo profunda foram
constantes, assim, independente da concentragao utilizada os valores de TM foram

iguais a média, ou seja, a 300 minutos, em ambos 0s casos.

Os tempos de manutengdo a anestesia leve ajustaram-se a um modelo raiz
quadrada em resposta a variacdo da concentracdo, com R? de 0,9113. TM
apresentou comportamento inicial crescente, com taxa de aumento de 0,52 minutos
para cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L de benzocaina, entre os tratamento
Ty e To. Porém, a partir da dosagem de 75 mg/L TM passou a apresentar a
tendéncia a estabilidade, ndo apresentando diferengas significativas entre os

tratamentos.

Os tempos de manutencdo a anestesia profunda e cirurgica ajustaram-se a
modelos nao lineares sigmoidais simples em resposta a variagdo da concentracgao.
Em ambos os casos, aumentos na concentragdo de benzocaina, até a dosagem de
80 mg/L, levaram a aumentos expressivos no tempo de manutencédo. No entanto,

apos essa dosagem, ou seja, a partir de T3, ndo foram constatadas diferengas
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significativas nos tempos de manutencao a anestesia profunda e cirurgica entre os

tratamentos.

Os tempos de retorno (TR) a sedacéao (leve e profunda) e a anestesia (leve,
profunda e cirurgica), em fungcéo da concentragao de benzocaina, encontram-se na

Tabela 50.

TABELA 50 — Tempos de retorno, em minutos, dos diferentes estagios anestésicos, de imagos
de Lithobates catesbeianus, pesando entre vinte a trinta gramas, em fungédo da

concentragao de benzocaina, em mg/L

Concentragao Estado
A A B B B
(mg/L) normal ! 2 ! 2 3
Retorno (minutos)
50 44 20 8 - - -
75 129 100 77 26 12 8
100 165 136 110 55 34 21
125 152 128 106 55 34 21
150 89 76 65 55 34 21

Com excegao dos tratamentos T1, em que devido a baixa concentragao
utilizada apenas a sedacéo foi alcangada, e T, em que embora a anestesia profunda
e cirurgica tenham sido atingidas, o tempo de manutengdo foi inferior aos
tratamentos seguintes (150 minutos, em ambos os estagios), influenciando dessa
forma no tempo de retorno, reduzindo-o. Nos demais tratamentos, o tempo
necessario para que 0s animais recuperassem o estado normal foi maior nas
concentragdes menores do que nas maiores. Uma hipotese para explicar o ocorrido
pode ser atribuida ao fato de que, quanto maior o tempo necessario para o animal

atingir o estagio anestésico B3 (anestesia cirurgica), maior o tempo de exposig¢ao ao
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anestésico e, consequentemente, maior o tempo necessario para o restabelecimento
dos animais. Esta reducdao do tempo de recuperacdo com o aumento da
concentragao da solugao anestésica foi relatada por Oliveira (2009), Gongalves et al.

(2008), Gomes et al. (2001) e Ostrensky et al. (2000).

Os tempos de retorno ao estado normal, a sedacdo leve e a sedacgao
profunda ajustaram-se a um modelo quadratico em resposta a variagdo da
concentracdo. Nos trés casos. TR apresentou comportamento crescente até a
dosagem de 100 mg/L (2,26 minutos para cada acréscimo na concentragcao de 1
mg/L de benzocaina), e em seguida decrescente (1,21 minutos para cada acréscimo
na concentracdo de 1 mg/L de benzocaina), indicando que aumentos na

concentracido levam a reducao do tempo de retorno.

Os tempos de retorno a anestesia leve, profunda e cirdrgica ajustaram-se a
modelos nao lineares sigmoidais simples em resposta a variagdo da concentragao.
Nos trés modelos ajustados o tempo de retorno a anestesia apresentou aumentos
expressivo nas dosagens iniciais (T4 e T2) com tendéncia a estabilidade nas ultimas
(Ts a Ts). Apo6s a dosagem de 80 mg/L (ponto de curvatura maximo nos trés
modelos ajustados), aumentos na concentragdo anestésica ndo levam a alteragdes

significativas no tempo de retorno.

Com base nos resultados obtidos (Tl, TM e TR), nesta classe de peso (20g a
30g), a concentragdo de 150 mg/L de benzocaina pode ser utilizada para indugéo a
sedacao (leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica) uma vez que,
apresentou 100% de eficacia na indugéao a todos os estagios anestésicos, além de
menor tempo de retorno e tempos de indugcdo e manutengao proximos aos obtidos

nas dosagens de 100 mg/L e 125 mg/L. Todavia, para manejos mais invasivos como
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coleta de amostras teciduais, amputacbes e cirurgias em geral (laparoscopia,
gonadectomia, ovariectomia e endoscopia), em que estagios mais profundos de
anestesia sdo necessarios (anestesia profunda e cirurgica), essa dosagem pode nao
ser a mais adequada devido nao s6 ao longo periodo de exposi¢do necessario para
gue os animais alcancem esses estagios (1h30min) como também em razdo do
longo periodo de recuperagao (1h30min). Possivelmente, nessas circunstancias, o
uso de dosagens maiores fosse mais indicado, uma vez que, existem relatos na
literatura relacionando maiores dosagens anestésicas a menores tempos de
recuperagao, em razdo do menor tempo de exposicdo (GONCALVES et al., 2008;

GOMES et al., 2001; OSTRENSKY et al., 2000).

A marcagao individual segundo a metodologia de Martof (1953), caracterizada
pela amputagcdo dos dedos e artelhos, em geral é feita durante a fase de imago e
sem qualquer analgésia. Assim, para uma leve analgésia, a imersao prévia dos

animais em solugéo contendo 150 mg/L de benzocaina por 30min é recomendavel.

Para o manejo comum, do dia a dia (triagem, pesagem e mensuragao) e até
mesmo para transporte, em que a apenas a sedacao € necessaria, nao sO para
facilitar o manejo dos operadores como também para evitar possiveis fraturas, a
dosagem de 50 mg/L de benzocaina pode ser utilizada, permitindo a manutengéao
dos animais imersos em solucdo anestésica por até 283min ou 377 km
(considerando a velocidade média do veiculo de 80 km/h), sem que estes alcancem
os estagios de anestesia profunda e cirdrgica, e com o restabelecimento do

comportamento normal apds 44 minutos.

5.3.1.3. Classe de Peso 3 (80g — 1009)
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Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 60 mg/L (T4), 80

mg/L (T2), 100 mg/L (T3), 120 mg/L (T4) e 140 mg/L (Ts) de benzocaina.

Nos dois primeiros tratamentos (T1 e T,) a concentracao utilizada foi eficaz na
indugado dos animais aos estagios A A, e B, sedando 100% da populagdo amostral,
contudo, para os estagios mais profundos de anestesia (B, e Bs3), ambas as
dosagens nao foram capazes de induzir uma parcela representativa da populagéo

amostral, em razao da baixa concentragao anestésica utilizada.

No tratamento seguinte (100 mg/L de benzocaina), 100% dos animais
alcangaram os estagios de sedacgao leve, sedagao profunda e anestesia leve, e 90%
da populagao alcangaram o estagio B,, possivelmente, os 10% (um individuo) néo
anestesiados fossem mais resistentes a agdo do farmaco (variagdo individual).
Nesse tratamento a anestesia cirurgica também nao foi atingida, devido a baixa

dosagens anestésica utilizada.

No tratamento T4 todos os estagios anestésicos de sedagao (A1 e Ay) e 0s
estagios de anestesia By e B, foram observados em 100% da populagdo amostral,
enquanto que, a anestesia cirurgica foi atingida por 80% dos individuos,
possivelmente, os 20% (dois individuos) ndo anestesiados fossem mais resistentes

a agao do farmaco (variagao individual).

No tratamento Ts, os estagios A (sedacgdo leve) a B, (anestesia profunda)
foram alcangados por 100% da populagdo amostral enquanto que, o estagio de
anestesia cirurgica foi atingido por 90% dos individuos. Nessa concentracao, 60% da
populagdo amostral, mantida em solugédo anestésica por 300 minutos (trés animais),
vieram a obito, atingindo o estagio definido como colapso. Provavelmente, o tempo
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excessivo de exposi¢cdo ao anestésico tenha induzido os animais a hipdxia levando-
0s a obito. Possivelmente, se a solugao anestésica fosse aerada, assegurando o

teor de saturagao de oxigénio, os animais nao viessem a 6bito.

Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de indugdo a sedagao (leve
e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em fungdo da concentragao

de benzocaina utilizada, encontram-se na Tabela 51.

TABELA 51 — Tempos de indugdo (Tl), em minutos, a sedacao leve (A,), a sedagao profunda (Ay), a
anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (Bs), ajustados
pela regressdo em fungdo da concentragdo de benzocaina, em mg/L, de juvenis de

ré-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre oitenta a cem gramas

Concentragao
(mglL) At A B B, B,
Indugéo (minutos)

60 20 67 83 - -
80 20 56 69 - -
100 20 44 54 53 -
120 20 33 39 56 84
140 20 22 25 57 118

Os tempos de inducdo (TlI) a sedacdo leve foram constantes, assim,
independente da concentragao utilizada os valores de Tl foram iguais a média, ou

seja, a 20 minutos.

Os tempos de inducéo a sedacao profunda e a anestesia leve ajustaram-se a
modelos lineares decrescentes em resposta a variagao da concentracao, indicando
que aumentos da concentragdo de benzocaina levam a redugdes expressivas no

tempo de indugao (0,56min/mg/L, em A, e 0,73 min/mg/L, em By).
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Os tempos de inducédo a anestesia profunda e cirurgica ajustaram-se a um
modelo nao linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdo, com

R? de 0,8531 e 0,9999, respectivamente.

Na inducdo a anestesia profunda, o ponto de curvatura maxima ocorreu na
dosagem de 92,24 mg/L, indicando que a partir dessa dosagem o Tl comegou a
estabilizar (Tl= 50,41 minutos). Assim, a partir do tratamento T3 onde parcela
representativa da populagao alcangou o estagio de anestesia profunda, aumentos na

dosagem anestésica n&do levam a alteragdes significativas em TI.

O mesmo foi observado na indugédo a anestesia cirurgica, porém, a partir da
concentragcao de 122,58 mg/L, onde Tl foi de 102,92 minutos. Apds essa dosagem

Tl estabiliza em 118 minutos.

Os tempos de manutengdo a sedacéao (leve e profunda) e a anestesia (leve,
profunda e cirurgica), em fungdo da concentracdo de benzocaina utilizada,

encontram-se na Tabela 52.

TABELA 52 — Tempos de manuten¢ado (TM), em minutos, a sedacao leve (A,), a sedagao profunda
(A2), a anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3),
ajustados pela regressdo em fungédo da concentracdo de benzocaina, de juvenis de

ré-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre oitenta a cem gramas

Concentragéo
(mg/L) A1 Az B4 B Bs
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Manutengéo (minutos)

60 300 267 254 - -
80 300 287 285 - -
100 300 299 295 237 -
120 300 303 299 296 240
140 300 299 299 305 270

Os tempos de manutengdo (TM) a sedacgao leve foram constantes, assim,
independente da concentragao utilizada os valores de TM foram iguais a média, ou

seja, a 300 minutos.

Os tempos de manutencdo a sedagao profunda ajustaram-se a um modelo
quadratico crescente, nas concentragdes iniciais (T € T,) indicando que aumentos
na concentracdo de benzocaina levam a aumentos no tempo manutencédo (1min/
mg/L de benzocaina), e em seguida tendéncia a estabilidade (TI=

constante=300min).

Os tempos de manutengdo aos trés estagios de anestesia (anestesia leve,
anestesia profunda e anestesia cirurgica) se ajustaram a modelos n&o linear
sigmoidais simples em resposta a variagdo da concentragdo. De acordo com os
respectivos modelos ajustados, B4, B, € B3 passam a estabilizar nas dosagens de 64
mg/L (TM= 264min), 107 mg/L (TM= 270min) e 120 mg/L (240min), respectivamente.
Logo, a partir dessas concentracbes TM passa a apresentar valores constantes ao

longo dos tratamentos.

Os tempos de retorno (TR) a sedacdo e a anestesia, em fungdo da

concentracido de benzocaina, encontram-se na Tabela 53.

TABELA 53 — Tempos de retorno, em minutos, a sedagao leve (A4), a sedagédo profunda (A;), a
anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3), em funcéo

da concentragdo de benzocaina, em mg/L, de imagos de ra-touro (Lithobates



Concentragéo Estado

(mg/L) normal A Az By B2 Bs
Retorno (minutos)
60 54 16 - - - -
80 120 37 - - - -
100 167 75 34 28 9 -
120 195 121 114 33 34 17
140 203 158 134 33 61 48

Ao contrario do observado anteriormente, nesta classe de peso, a medida que
se aumentou a concentracdo de benzocaina, o0 tempo necessario para o
restabelecimento completo dos animais também aumentou. No tratamento T, por
exemplo, o tempo de retorno a sedacao leve de foi 2,44 vezes maior que a de Ty,
enquanto que o tempo de recuperacao de T4 foi cinco vezes menor que a observada
em Ts. Em alguns casos, dependendo do estagio anestésico avaliado, essas

diferencas chegam a valores até dez vezes maiores ou menores.

Okamoto et al. (2009) ao submeter juvenis do pampo (7. marginatus) a
diferentes concentragcdes de benzocaina observaram que o0s peixes expostos a
dosagens mais baixas levaram mais tempo para atingir o estagio de anestesia
cirurgica do que a maior concentragdo, enquanto que o tempo de recuperagao
apresentou padrao inverso, ou seja, com 0 aumento da concentracdo anestésica, o
autores observaram o aumento do tempo necessario para o restabelecimento dos

animais.
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O retorno dos demais estagios anestésicos (sedacado leve e profunda e
anestesia leve, profunda e cirurgica) ajustaram-se a um modelo nao linear sigmoidal
simples em resposta a variagdo da concentragdo. Logo, os tempos de retorno
apresentaram tendéncia a estabilizacao, todavia, em A e B, a estabilidade so6 foi
observada a partir das dosagens de 150 mg/L e 144 mg/L, respectivamente. Assim,
nos tratamentos avaliados, os tempos de retorno a sedagdo leve e a anestesia
profunda apresentaram comportamento crescente. Nos demais estagios
anestésicos, a partir de 122 mg/L (Az), 100 mg/L (B1) e 125 mg/L (Bs) TR apresenta
tendéncia a estabilidade, apresentando valores constantes e independentes da

dosagem anestésica.

Com base nos resultados obtidos (Tl, TM e TR), nesta classe de peso (80g a
100g), a concentracao a de 120 mg/L de benzocaina pode ser utilizada para indugéo
a sedacao (leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica) uma vez que,
apresentou 100% de eficacia na indugéao a todos os estagios anestésicos, além de
menor tempo de indugdo e manutengao proximos aos obtidos nas dosagens de 100
mg/L e 140 mg/L. Todavia, para manejos mais invasivos como coleta de amostras
teciduais, amputagdes e cirurgias em geral (laparoscopia, gonadectomia,
ovariectomia e endoscopia), em que estagios mais profundos de anestesia séo
necessarios (anestesia profunda e cirurgica), essa dosagem pode n&o ser a mais
adequada devido ndo sé ao longo periodo de exposi¢gao necessario para que 0s
animais alcancem esses estagios (84min) como também em raz&o do longo periodo
de recuperacao (195min). Possivelmente, nessas circunstancias, o uso de dosagens
maiores fosse mais indicado, uma vez que, existem relatos na literatura relacionando

maiores dosagens anestésicas a menores tempos de recuperagao, em razado do
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menor tempo de exposicdo (GONCALVES et al.,, 2008; GOMES et al.,, 2001;

OSTRENSKY et al., 2000).

Dosagens semelhantes, variando entre 0,01% a 0,03% de benzocaina, foram
recomendadas para as espécies Rana pipiens e Ambystoma trigrinum nebulosum
por Cakir e Strauch (2005) e Crook e Whiteman (2006), respectivamente, e

relataram, também, um longo periodo de recuperagao, entre 69,3min a 78,3min.

Para a sedagao, a dosagem de 60 mg/L pode ser utilizada por até 254min ou
338 km (considerando a velocidade média do veiculo de 80 km/h), com a completa

recuperacao dos animais em 54 minutos.

5.3.1.4. Classe de Peso 4 (120g — 1609)

Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 60 mg/L (T4), 80

mg/L (T2), 100 mg/L (T3), 120 mg/L (T4) e 140 mg/L (Ts) de benzocaina.

No tratamento T4, 100% e 90% da populagdo amostral foram induzidos aos
estagios de sedacao leve e sedagao profunda, porém, a mesma eficiéncia nao foi
observada para a indugdo ao primeiro estagio anestesia (anestesia leve, Bi),
alcangada por apenas 10% dos individuos, possivelmente, os mais sensiveis a agao

do farmaco.

A dosagem seguinte (80 mg/L de benzocaina), no entanto, mostrou-se
eficiente ndo s6 para a inducédo a sedacgao (leve e profunda) como também para a

anestesia leve, sedando e anestesiando 100% dos individuos. Todavia, para o
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estagio By, o tratamento T, ndo surtiu o efeito desejado, anestesiando apenas 30%

da populacao.

Os tratamentos seguintes (100 mg/L, 120 mg/L e 140 mg/L) foram eficientes
na indugdo a sedagcdo e aos estagios de anestesia B; (anestesia leve) e B>
(anestesia profunda), induzindo 100% dos animais utilizados. Porém, nenhuma das
concentracdes citadas foi capaz de aprofundar de forma eficiente a anestesia até o
estagio Bs (anestesia cirurgica), uma vez que, nao induziram uma parcela
representativa da populagdo (acima de 60%), anestesiando apenas 10%, 20% e

30% dos individuos, respectivamente.

Todavia, o uso de dosagens maiores (160 mg/L de benzocaina) levaram a
obito cerca de 80% da populagdo amostral. Como nessa concentragdo tanto os
animais mantidos por 300 minutos em solugcdo anestésica quanto os que foram
retirados, logo apds alcangcarem o estagio Bs, vieram a O6bito, possivelmente, o
colapso tenha sido causado pelo uso de dose excessiva de anestésico, ndo sendo

influenciado pelo tempo de exposicao.

Os tempos de indugdo a sedagao (leve e profunda) e a anestesia (leve,
profunda e cirurgica), em fungcdo da concentracdo de benzocaina utilizada,

encontram-se na Tabela 54.
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TABELA 54 — Tempos de indugao (Tl), em minutos, a sedacgao leve (A,), a sedacdo profunda (Ay), a
anestesia leve (B,), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B;) em fungéo
da concentragdo de benzocaina, em mg/L, de ra-touro (Lithobates catesbeianus),
pesando entre 120g a 160g

Concentragao
(mglL) At A B B, B,
Indugéo (minutos)
60 49 71 70 - -
80 36 67 69 - -
100 26 57 67 67 -
120 21 42 66 67 -
140 20 22 65 67 -

Os tempos de indugcédo a sedacéao leve e profunda ajustaram-se a modelos
quadraticos decrescentes em resposta a variagdo da concentragéo, indicando que

aumentos da concentragao de benzocaina levam a redugdes em TI.

Os tempos de inducdo a anestesia leve ajustaram-se a um modelo linear em
resposta a variagdo da concentracdo, apresentando comportamento praticamente

constante, sem diferencgas significativas em Tl ao longo dos tratamentos.

Os tempos de inducédo a anestesia profunda se ajustaram a um modelo nao
linear sigmoidal simples em resposta a variagao da concentragdo. Segundo o qual a
partir da dosagem de 83,34 mg/L, em que Tl foi de 59min, aumentos na
concentragcao anestésica nao levam a alteragdes significativas no tempo de indugao

(estabilizacao).

Como exposto anteriormente, nenhuma das concentracbes avaliadas foi
capaz de induzir o estagio de anestesia cirurgica em parcela representativa da
populagcao, assim, nao foi possivel estabelecer um modelo que representasse de

forma adequada a indugao a Bs;.
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Os tempos de manutencdo (TM) dos diferentes estagios anestésicos, em

funcéo da concentracdo de benzocaina utilizada, encontram-se na Tabela 55.

TABELA 55 — Tempos de manutengao (TM), em minutos, a sedacao leve (A,), a sedagao profunda
(Az), a anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B;) e a anestesia cirurgica (B;) em
fungdo da concentragdo de benzocaina, em mg/L, de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), pesando entre 120g a 160g

Concentragéo
(mg/L) A A, B, B> B3
Manutengéo (minutos)
60 300 103 10 - -
80 300 235 244 42 -
100 300 308 296 213 -
120 300 325 296 275 -
140 300 283 296 279 -

Os tempos de manutencdo a sedacdo leve foram constantes, assim,
independente da concentragao utilizada os valores de TM foram iguais a média, ou

seja, a 300 minutos.

Os tempos de manutencao a sedagao profunda ajustaram-se a um modelo
quadratico crescente em resposta a variagao da concentragdo, nas dosagens iniciais

(T4 a T3) e, em seguida, nas concentragdes posteriores, tendéncia a estabilidade.

Os tempos de manutencado a anestesia leve ajustaram-se a um modelo nao
linear sigmoidal simples em resposta a variacdo da concentragdo. O ponto de
curvatura maxima ocorreu na dosagem de 81,85 mg/L (TM=261minutos), indicando
o inicio da estabilizagcdo do tempo de manutengao. Assim, a partir desse ponto TM

apresentou valores constantes independente dos tratamentos utilizados.
243



Assim

como no caso anterior, os tempos de manutencido a anestesia

profunda também se ajustaram a um modelo n&o linear sigmoidal simples em

resposta a variacdo da concentracdo. Todavia, neste caso o ponto de curvatura

maxima ocorreu na dosagem de 105,80 mg/L (TM=246 minutos). Logo, a partir

dessa dosagem aumentos na concentragdo anestésica ndo levam a alteragdes

significativas

no tempo de manutencao.

Os valores ajustados dos tempos de retorno (TR) a sedagao (leve e profunda)

e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em fungdo da concentragcdo de

benzocaina, encontram-se na Tabela 56.

TABELA 56 — Tempos de retorno (TR), em minutos, a sedagao leve (A;), a sedagao profunda (A), a
anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3), em fungéo
da concentragdo de benzocaina, em mg/L, de ra-touro (Lithobates catesbeianus),
pesando entre 120g a 160g

Concentracéo Estado

A A B B B

(mg/L) normal ! 2 ! 2 3

Retorno (minutos)

60 29 - - - - -
80 92 27 11 - - -
100 135 81 57 28 8 -
120 155 88 60 33 16 -
140 153 88 60 33 16 -

Os tempos de retorno ao estado normal ajustaram-se a um modelo quadratico

crescente em resposta a variagao da concentragao, nas concentragdes iniciais (T1 a
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T3), com tendéncia a estabilidade nas ultimas, ndao apresentando diferengas

significativas entre os tratamentos (T4 e Ts).

Os demais tempos de retorno (A4, A2, By e By) ajustaram-se a modelos nao
lineares sigmoidais simples em resposta a variagdo da concentragao. Conforme os
modelos ajustados pela regressao, os pontos de curvatura maxima, onde TR passa
a estabilizar, ocorreram nas dosagens de 97 mg/L (TR=78min, A4), 96 mg/L
(TR=53min, Az), 100 mg/L (TR= 28min, B1) e 102 mg/L (TR=14min, By). Assim, a
partir do tratamento T3 (100 mg/L), os tempos de retorno a sedacgao leve, a sedagao
profunda e a anestesia leve passam a apresentar independéncia em relagao a
concentracdo anestésica. O mesmo pode ser observado em B,, porém a partir do

tratamento T4 (120 mg/L).

A auséncia de diferencgas significativas no tempo de recuperagdo em relagéo
a doses mais altas de benzocaina foi relatada por diversos autores, entre eles,
Valente (2009), ao avaliar a utilizagdo de benzocaina, pelo método de asperséo
branquial, em reprodutores de piavugu (Leporinus macrocephalus) e de curimbata
(Prochilodus lineatus); Oliveira (2009), ao avaliar o uso de diferentes anestésicos
(benzocaina, mentol e eugenol) em reprodutores de matrinxa (Brycon cephalus),
pelo método de imersao; e Inoue (2005), durante a avaliagado da resposta de juvenis

de matrinxa a trés agentes anestésicos (benzocaina, eugenol e fenoxietanol).

Com base nos resultados obtidos (TI, TM e TR), para esta classe de peso
(120g a 160g), a concentragdo mais adequada para indugdo a anestesia profunda,
ideal para incis6es superficiais (microchips subcutaneos), foi a de 100 mg/L de

benzocaina, uma vez que, essa dosagem apresentou menor tempo de retorno
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(135min) e tempos de indugdo e manutencédo proximos aos obtidos nas dosagens

seguintes (120 mg/L e 140 mg/L).

Vale ressaltar que, sob as condicbes experimentais estabelecidas neste
trabalho, a anestesia cirurgica nao foi alcangada por uma parcela representativa da

populagao (60%).

Para o transporte ou para outras atividades em que a sedagao profunda seja
necessaria, as dosagens de 60 mg/L podem ser utilizadas por até 137 km
(considerando a velocidade média do veiculo de 80 km/h) ou 103min, com o
restabelecimento completo dos animais apds um periodo de recuperagao, em agua

pura (livre de anestésico), de 29 minutos.

Trabalhos que corroboram com os resultados obtidos foram reportados por
Takamura et al. (2009), ao avaliarem o uso de diferentes concentragbes de
benzocaina (60 mg/L, 80 mg/L, 100 mg/L, 120 mg/L e 140 mg/L) para sedagao e
insensibilizagado de ra-touro (Lithobates catesbeianus), com peso médio de 138,499
+ 15,74g. Os autores concluiram que as cinco concentragdes avaliadas foram
eficazes somente na sedacido dos animais, uma vez que, nenhuma delas foi capaz

de insensibilizar uma parcela representativa da populagéo (acima de 60%).

5.3.2. Eugenol

Em todas as classes de peso avaliadas, uma parcela da populacido
amostrada (sempre superior a 40%) apresentaram, em algum momento durante a

indugao anestésica, reagdes de vémito e prolapso gastrico.
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De acordo com Lafortune et al. (2001), o prolapso gastrico € um efeito
colateral frequentemente observado durante a indugao anestésica por meio do dleo
de cravo. Os mesmos autores ao induzirem a anestesia cirurgica 36 espécimes de
Rana pipiens, por meio de imersdo em 310-318 mg/L de eugenol, por 15 minutos,

observaram que 50% dos animais apresentaram prolapso.

Outro efeito colateral frequentemente observado, em todas as classes de
peso, foi o0 aumento de muco. Fato também constatado por Ross et al. (2006) em
Xenopus laevis. Segundo os autores, talvez o eugenol estimule a producédo de

secrecgao devido a seu efeito irritante, caracteristico dos fendis.

5.3.2.1. Classe de Peso 1 (5g — 109)

Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 60 mg/L (T4), 80

mg/L (T2), 100 mg/L (T3), 120 mg/L (T4) e 140 mg/L (Ts) de eugenol.

No tratamento T4, 100% dos animais foram induzidos a sedacgédo leve (Aq) e
60% a sedacao profunda (Az). Possivelmente, os 40% dos individuos ndo sedados

se tratassem de animais mais resistentes a agao do farmaco.

A anestesia leve (B4) foi alcangada por apenas um individuo, provavelmente
mais sensivel a acdo do anestésico, e os demais estagios anestésicos, anestesia
profunda (B;) e anestesia cirurgica (Bs), ndo foram alcangados, provavelmente,

devido a baixa concentracao utilizada.

Existem diversos fatores bidticos e abidticos que podem interferir na eficacia

de um anestésico, resultando em nao inducdo anestésica ou inducdo de uma
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pequena parcela da populagdo. Entretanto, € pouco provavel que fatores abidticos
como temperatura, ph e salinidade, tenham interferido nos resultados levando a nao
inducao dos animais, uma vez que, todos os animais utilizados em cada um dos
tratamentos, foram alocados ao mesmo tempo no interior das respectivas caixas
plastica contendo solugdo anestésica previamente homogeneizada. Dentre os
fatores bioldgicos que poderiam interferir na agdo de um anestésico citam-se
variagdo individual (genética), tamanho ou peso, maturidade sexual, condigédo
corporal (conteudo de reserva corporal), estado de saude e estresse (ROUBACH et

al., 2002; KING et al., 2005; ROSS e ROSS, 2008).

Goulet et al. (2010), ao avaliarem os efeitos da imersdo de dois grupos de X.
laevis, de tamanhos diferentes (7,5 g £ 2,1 ge 29,2 g + 7,4 g), em 350 mg/L de
eugenol, constataram a existéncia de diferencas significativas no tempo de
manutencgao a anestesia cirurgica e concluiram que o peso corporal € um importante

parametro a ser considerado durante a inducéo anestésica.

Excluindo a variacdo de peso e tamanho, visto que todos os animais
utilizados apresentavam-se na mesma faixa de peso e tamanho, existindo pouca
variagao entre eles (peso médio= 7,07 = 1,24 g; comprimento rostro-cloacal médio=
44,21 + 3,27 mm) e a influéncia da maturidade sexual, uma vez que se trata de
imagos recém-metamoérficos, ainda longe do inicio da maturidade sexual, restam
apenas a condicdo corporal, o estado de saude, o estresse e a variagao individual

(genética).

Uma vez que todos os animais utilizados foram criados no mesmo local com
baixa densidade de estocagem (100 animais/baia), permitindo acesso ao alimento a

todos, e sob as mesmas condigdes de manejo sanitario, profilatico e alimentar
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(racao com 36% PB, ad libitum), acredita-se que se houve diferengas entre eles,
com respeito a condicdo corporal, estado de saude e nivel de estresse,
provavelmente, essas variagdes sao do proprio individuo devido a variabilidade

fisiolégica e ndo devido a fatores abidticos.

Na dosagem de 80 mg/L (T2), 100% da populagdo amostral foram induzidas
aos dois estagios de sedacdo (leve e profunda) e 50% a anestesia leve e no
tratamento seguinte (100 mg/L), 100% da populagdo amostral foram induzidas a
sedacédo leve, a sedacgao profunda e a anestesia leve, enquanto que, 50% foram
induzidas a anestesia profunda e cirurgica. Em ambos os casos, supdes-se que a
nao indugdo de uma parcela significativa da populagao aos estagios B4, B, e Bs,
tenha ocorrido devido a baixa concentragao utilizada, anestesiando apenas aqueles

fisiologicamente mais sensiveis ao 6leo de cravo (variagao individual).

Nos tratamentos seguintes, 120 e 140 mg/L de eugenol, 100% dos individuos
alcangaram os estagios de sedacgao leve, sedagao profunda e anestesia leve, e 90%

os estagios de anestesia profunda e cirurgica.

O colapso foi observado apenas em Ts em que, 40% da populagédo amostral
(dois individuos) vieram a obito, justamente aqueles mantidos em solugao
anestésica por um periodo de 300 minutos, mesmo apds atingirem o estagio de

anestesia cirurgica.

Possivelmente, um fator que pode ter levado os animais a morte é a hipdxia,
uma vez que, durante os estagios mais profundos de anestesia a respiragao
pulmonar é cessada, sendo compensada apenas pela respiracdo cutdnea e, em
geral, sem grandes prejuizos a vida do animal (LAFORTUNE, et al., 2001; GENTZ,

2007; MITCHELL, 2009; MITCHELL et al., 2009). Assim, talvez, se durante o
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periodo de indugao a solugao anestésica tivesse sido aerada, assegurando o teor de

saturagao de oxigénio, os animais nao viessem a o6bito.

Segundo King et al. (2005), doses elevadas de eugenol sdo frequentemente
associadas ao prolongamento do tempo de recuperagdo e ao aumento significativo

da mortalidade.

Vidal et al. (2007b) estimaram a mortalidade de juvenis de piavugu, em
diferentes concentragdes de eugenol, apés um periodo de exposi¢cao ao anestésicos
de 10 minutos. Segundo as estimativas dos autores, para uma mortalidade préxima
a 40%, a concentragao estimada é de 41 mg/L de éleo de cravo, enquanto que, para

99% de mortalidade a concentragéo passa para 65 mg/L.

Vidal et al. (2008) utilizando a mesma metodologia adotada por Vidal et al.
(2007b) obtiveram valores bem superiores para juvenis de tilapia-do-nilo. De acordo
com os autores a concentragdo estimada para induzir 99% de mortalidade em
tilapias foi de 286,55 mg/L de eugenol. Interpolando os resultados obtidos pelos
autores, para uma taxa de mortalidade igual a 40%, a concentragéo de 6leo de cravo

necessaria seria de 163,32 mg/L.

Os valores ajustados dos tempos de indugao a sedacgao (leve e profunda) e a
anestesia (leve, profunda e cirdrgica) em fungcdo da concentragcdo de eugenol

utilizada, encontram-se na Tabela 57.
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TABELA 57 — Tempos de indugéo (Tl), em minutos, a sedacgao leve (A), a sedagao profunda (A,), a
anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (Bs), ajustados
pela regressdo em fungédo da concentragdo de eugenol, em mg/L, de imagos de ra-

touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 5g a 10g

Concentragao

(mglL) A1 A B B, B,
Indugéo (minutos)
60 22 40 - - -
80 20 32 62 - -
100 20 27 68 76 70
120 20 23 61 96 122
140 20 21 42 99 122

Os tempos de inducdo a sedacdo leve ajustaram-se a um modelo raiz
quadrada em resposta a variagdo concentragdo, com R? de 0,9001. Tl apresentou
comportamento praticamente constante, ndo apresentando diferengas significativas

ao longo dos tratamentos (0,02min/mg/L de eugenol).

Os tempos de indugdo a sedagao profunda ajustaram-se a um modelo
quadratico decrescente em resposta a variagdo concentragao (0,33min/ mg/L de
eugenol), nos tratamentos iniciais (T4 a T3) e tendéncia a estabilidade nas dosagens

finais .

Os tempos de indugdo a anestesia leve ajustaram-se a um modelo raiz
quadrada em resposta a variagao concentragao. Nas concentragdes iniciais, com
excecao do tratamento T4, em que a anestesia nao foi alcangada, Tl apresentou
comportamento praticamente constante, entre T, e T4, € em seguida decrescente

(1min/ mg/L de eugenol).
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Os tempos de inducdo a anestesia profunda ajustaram-se a um modelo
quadratico crescente em resposta a variagcdo da concentragao. Todavia, a partir da

dosagem de 100 mg/L, Tl tende a estabilidade.

Os tempos de indugao a anestesia cirurgica ajustaram-se a um modelo nao
linear sigmoidal simples em resposta a variagado da concentragdo, com R? de 0,8795.
De acordo com o modelo, Tl apresentou comportamento crescente nas
concentragdes iniciais estabilizando nas dosagens mais altas (FIGURA 68). Porém,
o valor estimado pela equacao de regressao (Tl= 70 minutos) subestimou o valor
observado no tratamento T3, em que o tempo médio de inducao foi de 140 minutos.
Uma possivel explicagdo para o ocorrido seria a pequena porcentagem de animais
induzidos a esse estagio anestésico (50% da populagdo amostral), demonstrando a
baixa eficiéncia dessa dosagem na indugdo de imagos de ra-touro, pesando entre

cinco e dez gramas, a anestesia cirurgica.

Tempo
[minutos)
150 - B.=122,00048 /[1+exp[43,3818% —0,50279 DOS))
I R*=0,8785
|
100 - 122
|
| 0
50 A
| /
04— _M
T — —
60 I e
80 ——
100 ——
120
Concentracdo (mg/L) 140

FIGURA 68 — Valores ajustados do tempo de indugdo a anestesia cirirgica de imagos de ra-
touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre cinco e dez gramas, induzidos

por meio de concentragdes crescentes de eugenol.
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Assim, se desconsiderarmos o valor estimado pela regressao e adotarmos o
tempo médio observado, Tl passa a apresentar queda elevada nas concentracoes

iniciais seguida de estabilizagdo nas dosagens maiores.

Resultados que corroboram com o descrito foram relatados por Inoue et al.
(2003), para matrinxa (B. cephalus), e por Vidal et al. (2007a), Vidal et al. (2007b) e
Vidal et al. (2008), para B. cephalus e L. macrocephalus e O. niloticus,
respectivamente. Segundo os autores os tempos de indugdo, nessas espécies,
apresentaram queda elevada nas concentracdes iniciais e tendéncia a estabilizagao

nas concentracées maiores.

Com excecgao do tempo de indugdo do estagio de anestesia profunda todos
os demais estagios anestésicos apresentaram o mesmo comportamento, redugao de
Tl com o aumento da concentragao. Resultados que ratificam o obtido neste trabalho
foram reportados para diferentes espécies de peixes, como dourado (Salminus
brasiliensis), lambari (Astyanax altiparanae), jundia (Rhamdia quelen), carpa comum
(Cyprinus carpio), “sea bass” (Dicentrarchus labrax), “sea bream” (Sparus aurata) e
garoupa (Epinephelus bruneus) (NEU et al., 2009; HISANO et al., 2008; COPPOLA

et al. 2008; PARK et al., 2008; CUNHA, 2007; MYLONAS et al., 2005).

Os valores ajustados pela regressao dos tempos de manutengdo (TM) a
sedacéo (leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em funcéo da

concentragcao de eugenol utilizada, encontram-se na Tabela 58.

TABELA 58 — Tempos de manutengado (TM), em minutos, a sedacao leve (A,), a sedagao profunda
(A2), a anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B;) em
fungdo da concentragcdo de eugenol, em mg/L, de imagos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), pesando entre 5g a 10g
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Concentragao A, A, B, B, Bs

(mg/L)
Manutengéo (minutos)
60 283 139 - - -
80 296 241 132 - -
100 302 285 282 150 150
120 302 297 289 270 270
140 299 299 289 270 270

Embora os tempos de manutencao a sedacao (A e Az) e a anestesia (B4, B>
e B3) tenham se ajustado a diferentes modelos de regressao, estes apresentaram o
mesmo padrdo comportamental, tendéncia crescente nas dosagens iniciais e
estabilidade nas ultimas. Assim, a nao influéncia da concentragdo anestésica nos
tempo de manutencgao dos diferentes estagios anestésicos foram observados a partir
do tratamento T,, em A4 (sedacado leve); de T3, em A, (sedacao profunda) e B

(anestesia leve); e de T4, em B, (anestesia profunda) e B; (anestesia cirurgica).

Os tempos de retorno (TR) a sedagao (leve e profunda) e a anestesia (leve,
profunda e cirurgica), em fungdo da concentracdo de eugenol, encontram-se na

Tabela 59.

TABELA 59 — Tempos de retorno (TR), em minutos, a sedagéo leve (A1), a sedagdo profunda (Ay), a
anestesia leve (B1), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B;) em fungéo
da concentragdo de eugenol, em mg/L, de imagos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), pesando entre 5g a 10g

Concentragéao Estado
(mg/L) normal Ad Az By B2 Bs

Retorno (minutos)

60 11 - - - - -
80 79 59 38 12 - -
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100 121 95 67 22 8 7
120 135 110 80 27 13
140 129 105 77 26 17 8

oo

Os tempos de retorno ao estado normal, a sedagao (leve e profunda) e a
anestesia leve ajustaram-se a modelos quadraticos crescentes em resposta a
variagdo da concentragdo. Todavia, a partir do tratamento T3 (100 mg/L), tanto os
tempos de retorno ao estado normal como também os de retorno a sedagéao (leve e
profunda) e a anestesia leve apresentaram tendéncia a estabilidade de modo que,
aumentos na concentragdo de eugenol ndo levaram a alteragdes expressivas em

TR.

Comportamentos semelhantes aos relatados com relagdo ao tempo de
retorno a anestesia foram reportados para reprodutores de pacu (P. mesopotamicus)
e de tilapia-do-nilo (O. niloticus) e para juvenis de piavugu induzidos a anestesia por

meio do 6leo de cravo (OLIVEIRA, 2009, VIDAL et al., 2007b).

Os tempos de retorno a anestesia profunda ajustaram-se a um modelo linear
crescente, indicando que TR é influenciado positivamente pela aumento da

concentracido anestésica.

Mylonas et al. (2005), no entanto, ao avaliarem a eficacia do 6leo de cravo em
duas espécies de peixes, o dourado (Sparus aurata) e o robalo europeu
(Dicentrarchus labrax), em diferentes temperaturas, relataram comportamento
oposto. Segundo os autores, a 25°C, em ambas as espécies, TR apresentou

comportamento decrescente.

Os tempos de retorno a anestesia cirurgica ajustaram-se a um modelo

quadratico em resposta a variagdo da concentracdo. Todavia, nas concentracoes
255



avaliadas TR apresentou comportamento praticamente constante, ndo apresentando

diferencgas significativas entre os tratamentos.

Resultados que corroboram com os obtidos, em que TR apresentou valores
constantes independente da dosagem anestésica aplicada, foram reportados para
duas espécies de peixes em idade reprodutiva, o piavugu (L.. macrocephalus) e o

curimbata (P. lineatus) (VALENTE, 2009).

Com base nos resultados obtidos (Tl, TM e TR), nesta classe de peso (5g a
10g), a concentragdo mais adequada para indugédo a sedacéo (leve e profunda) e a
anestesia (leve, profunda e cirurgica), visando a coleta de amostras teciduais,
amputagdes, instalacdo de microchips para identificagdo e rastreamento
(subcutaneo) e cirurgias em geral como, por exemplo, laparoscopia, gonadectomia,
ovariectomia e endoscopia, foi a de 120 mg/L de éleo de cravo, uma vez que, esta
apresentou auséncia de mortalidade, menor tempo de inducdo e tempo de

manutencgao e retorno proximos aos obtidos na dosagem 140 mg/L.

Todavia, dependendo do objetivo dosagens menores podem ser utilizadas,
por exemplo, se o objetivo é facilitar o manejo dos operadores durante a pesagem,
mensuragdo (CRC) e triagem dos animais, em que apenas a sedagado leve é
necessaria, os animais podem ser imersos, por 20 minutos em solugao contendo 60

mg/L de eugenol.

Para o transporte dos animais, por até 185 km (considerando a velocidade
média do veiculo de 80 km/h), em que é desejavel a redugcdo das atividades
metabdlicas, a sedagado profunda pode ser obtida por meio de imersao em 60 mg/L

de d6leo de cravo, por 40 minutos, com o completo restabelecimentos dos animais
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ap6s um periodo de recuperagao (imersao em agua livre de anestésico) de 11

minutos.

A anestesia leve pode ser obtida por meio de imersao, por 62 minutos, em 80
mg/L de 6leo de cravo, com o completo restabelecimento dos imagos apds 79

minutos de imersao em agua pura.

Na literatura encontrada com respeito a sedacdo e anestesia de anuras, as
recomendagdes referem-se, em geral, a apenas duas espécies, Rana pipiens e
Xenopus laevis, ambas aquaticas. Nesses trabalhos os autores recomendam o uso
de eugenol em concentragdes que variam entre 310 a 350 mg/L para animais
adultos (MITCHELL, 2009; GUENETTE, et al., 2007b; LAFORTUNE et al., 2001),
valores bem superiores ao recomendado para esta classe de peso. Possivelmente,
essas diferencas se devam a variagdes de existentes, principalmente, entre

espécies e peso e/ou idade dos animais avaliados.

Segundo Mitchell (2009), a dose recomendada de 6leo de cravo pode variar
de acordo com a espécie e o habitat em que o animal vive, uma vez que, em
espécies aquaticas requerem dosagens menores de anestésico do que espécies
terrestres, 318 a 350 mg/L (Rana pipiens e Xenopus laevis) versus 450 mg/L

(Ambystoma tigrinum)

5.3.2.2. Classe de Peso 2 (20g — 309)

Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 50 mg/L (T4), 75

mg/L (T2), 100 mg/L (T3), 125 mg/L (T4) e 150 mg/L (Ts) de eugenol.
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No tratamento T4 apenas a sedagao leve foi alcangcada por 100% da
populagcdo amostral. Os estagios seguintes, sedacdo profunda e anestesia leve,
foram observados em 40% e 20% da populagao, respectivamente. Apenas um caso
de anestesia profunda e cirurgica foram constatados. Assim, uma vez que, com
excecdo da sedacgao leve, os demais estagios anestésicos ndo foram alcangados
por no minimo 60% da populagdo e que nado houve variagao significativa de peso,
tamanho e condigdo corporal (reserva lipidica) entre os animais induzidos a
anestesia, supbe-se que o0s animais que atingiram os estagios anestésicos além da

sedacéo leve fossem individuos mais sensiveis ao eugenol ou debilitados.

No tratamento T, 100% dos animais foram induzidos a sedagao leve e a
sedacdo profunda e 80% a anestesia leve. Neste caso, ao contrario do relatado
anteriormente, provavelmente, os 20% dos individuos que nao alcangaram o estagio
de anestesia leve fossem animais mais resistentes ao composto anestésico. Os
demais estagios anestésicos ndo foram alcangados, provavelmente, devido a baixa

concentracao utilizada.

Na dosagem de 100 mg/L (T3), 100% da populacdo amostral atingiram os
estagios anestésicos de sedacao leve e profunda e anestesia leve e apenas 50%

dos animais foram induzidos a anestesia profunda e a anestesia cirurgica.

No tratamento seguinte, 125 mg/L de eugenol, 100% da populagédo amostral
foram induzidas aos estagios de sedacgéao leve, sedagao profunda e anestesia leve.
Os estagios de anestesia profunda e cirurgica foram alcangados, em ambos o0s

casos, por 80% da populagado amostral.

No tratamento Ts (150 mg/L), 100% da populagao amostral alcangaram todos

os estagios anestésicos e apenas um individuo atingiu o estado de colapso e veio a
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Q)-

Obito. Possivelmente, dois fatores atuando em conjunto tenham levado o animal

Q)

morte. O primeiro seria a variagao individual, sendo este animal mais sensivel
agcao anestésico, e 0 segundo a natureza persistente do 6leo de cravo. Devido as
caracteristicas fisico-quimicas do composto, talvez este tenha se aderido a pele do
animal, o que teria dificultado a eliminacdo do produto durante o periodo de
restabelecimento, aumentando indiretamente o tempo de exposicdo ao farmaco e

aprofundando a anestesia, culminando na morte do animal.

Sladky et al. (2001), ao avaliarem a eficacia de 6leo de cravo na inducéo
anestésica de pacus, (Piaractus brachypomus), relataram que os peixes submetidos
a anestesia com eugenol nas concentragdes de 100 mg/L e 200 mg/L, apresentaram
tempo de recuperagcdo elevado, e que alguns necessitaram ser reanimados.
Segundo os autores, a natureza persistente do 6leo de cravo, na superficie das
branquias, pode ter aumentando efetivamente o tempo de exposicido e,

consequentemente, prolongado o tempo de recuperagao dos animais.

Os valores ajustados pela regressao dos tempos de indugao (Tl) aos estagios
de sedacgao leve e profunda e anestesia leve, profunda e cirurgica, em fungcédo da

concentragcao de eugenol utilizada, encontram-se na Tabela 60.

TABELA 60 — Tempos de indugdo (Tl), em minutos, a sedacao leve (A,), a sedagéo profunda (Ay), a
anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (Bs), ajustados
pela regressdo em fungdo da concentracdo de eugenol, em mg/L, de imagos de ra-

touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre vinte a trinta gramas

Concentracao
(mg/L)g Aq Az B B, Bs
Indug&o (minutos)
50 51 - - - -
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75 34 32 39 - -

100 23 30 36 106 116
125 18 28 34 108 116
150 20 26 31 108 116

Os tempos de indugéo a sedacéo leve ajustaram-se a um modelo quadratico
em resposta a variagdo da concentracdo, com R? de 0,9769. Tl apresentou
comportamento decrescente, com redugao acentuada nas concentracdes iniciais
(0,56min/mg/L de eugenol, entre os tratamentos T4 a T3) e, em seguida tendéncia a

estabilizagao.

Comportamento semelhante foi apresentado por Mylonas et al. (2005), ao
avaliarem o efeito do 6leo de cravo no tempo de indugao a anestesia profunda, em
duas espécies de peixes (D. labrax e S. aurata), a diferentes temperaturas (25°C e
15° C). Resultado ratificado pelos achados de Cunha e Rosa (2007) e por Okamoto
et al. (2009), ao analisarem os efeitos do eugenol no tempo de indugdo a anestesia
em sete espécies de peixes tropicais, e em juvenis do pampo (7. marginatus),

respectivamente.

Comportamento similar, em que se observa queda acentuada no tempo de
inducdo nas concentragdes iniciais mas, com tendéncia a estabilizacdo nas
dosagens finais foram relatados por diversos autores ao avaliarem o tempo de
indugdo a anestesia profunda de juvenis de matrinxd (B. cephalus), pintado (P.
corruscans), piavugus (L. macrocephalus) e tilapia (O. niloticus) (INOUE, 2005;

VIDAL et al., 2006; VIDAL et al., 2007a; VIDAL et al., 2007b; VIDAL et al., 2008).

Os tempos de inducéo a sedacgao profunda e a anestesia leve ajustaram-se a

modelo lineares decrescentes em resposta a variagdo da concentracdo, com
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reducdes de 0,08min a 0,11min para cada acréscimo na concentracdo de 1 mg/L de

6leo de cravo.

Oliveira (2009) e Hisano et al. (2008), ao avaliarem o tempo de indugdo a
anestesia em reprodutores de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) e em juvenis de
dourado (Salminus brasiliensis) por meio do 6leo de cravo, observaram, também,
que a eficacia do anestésico aumenta como o aumento da dosagem utilizada,

reduzindo o tempo de inducéo.

Os tempos de indugcdo a anestesia profunda e cirurgica ajustaram-se a
modelos néo lineares sigmoidais simples em resposta a variagdo da concentracéao e,
em ambos os casos, a partir do momento em que a anestesia foi constatada em
mais de 50% da populagdo amostral (100 mg/L), Tl passa a apresentar
comportamento constante, ndo ocorrendo diferengas significativas no tempo de

inducédo com o aumento da dosagem de eugenol.

Resultados que corroboram com os obtidos, ou seja, Tl constante ao longo
dos tratamentos, foram reportados para reprodutores de piavugu (L. macrocephalus)
e curimbata (P. lineatus) induzidos a anestesia profunda e cirurgica por meio de

aspersao branquial de 6leo de cravo (VALENTE, 2009).

Os valores ajustados pela regressao dos tempos de manutencédo a sedagao
(leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em fungdo da

concentragcao de eugenol utilizada, encontram-se na Tabela 65.

TABELA 65 — Tempos de manutengao (TM), em minutos, a sedacao leve (A), a sedagao profunda
(Az), a anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3),
ajustados pela regressdo em fungdo da concentracdo de eugenol, em mg/L , de

imagos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre vinte a trinta gramas
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Concentragéo

(mglL) A1 A B B, B,
Manutengéo (minutos)
50 228 - - - -
75 288 255 224 - -
100 299 295 292 136 136
125 300 300 299 258 258
150 301 300 300 288 288

Os tempos de manutencdo a sedacdo leve e profunda e a anestesia leve
ajustaram-se a modelos nao lineares sigmoidais simples em resposta a variagao da
concentracdo. Nos trés casos, os tempos de manutengdo apresentaram
comportamento linear crescente nas dosagens iniciais (2,40 min/mg/L de eugenol,
em A¢; 1,60 min/mg/L de eugenol, em Az e 2,72 min/mg/L de eugenol, em B), com
tendéncia a estabilizagdo a partir do tratamento T;. Assim, a partir da dosagem de
100 mg/L de 6leo de cravo, aumentos na concentracdo anestésica ndo levam a
alteragdes significativas no tempo de manutencédo a sedagao (leve e profunda) e a

anestesia leve.

Os tempos de manutengao a anestesia profunda e cirurgica ajustaram-se ao
mesmo modelo. Modelo nao linear sigmoidal simples em resposta a variagado da
concentracdo, com R? de 0,9695 (FIGURA 69). Assim como observado
anteriormente, TM apresentou crescimento linear nas dosagens iniciais (4,88
min/mg/L de eugenol, T3 a T4) com tendéncia a estabilizacdo a partir da dosagem de

125 mg/L.
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FIGURA 69 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de manutengcdo a anestesia

profunda (B,) e cirurgica (B;) em funcdo da concentragdo de eugenol, de

imagos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre vinte e trinta

gramas.

Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno (TR) a sedacao

(leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirdrgica), em funcdo da

concentragcao de eugenol, encontram-se na Tabela 62.

TABELA 62 — Tempos de retorno (TR), em minutos, a sedagéo leve (A;), a sedagao profunda (A;), a

anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirirgica (B3), ajustados
pela regressdo em fungdo da concentragdo de eugenol, em mg/L, de imagos de ra-
touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre vinte a trinta gramas

Concentragao Estado
(mg/L) normal Ad Az By B, Bs
Retorno (minutos)

50 13 - - - - -

75 54 41 41 19 - -

100 111 92 80 36 21 18

125 183 158 120 52 36 30

150 270 238 159 69 53 41

263



Nesta classe de peso, os tempos de retorno ao estado normal, a sedacgao
leve (A1) e a anestesia profunda (B;) ajustaram-se a modelos quadraticos crescentes
em resposta a variacdo da concentragao, enquanto que, os tempos de retorno a
sedacao profunda (Az), a anestesia leve (B1) e a anestesia cirurgica (B3) ajustaram-

se a modelos lineares crescentes.

Com base nos resultados obtidos (Tl, TM e TR), nesta classe de peso (20g a
30g), a dosagem de 100 mg/L de eugenol pode ser utilizada para indugéo a sedagao
(leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica) uma vez que, essa
dosagem apresentou 92% de eficacia na indugdo a todos os estagios anestésicos,
além de menor tempo de retorno e tempos de indugcdo e manutencao proximos aos
obtidos na dosagem de 150 mg/L. Todavia, para coleta de amostras teciduais,
amputagdes, instalacdo de microchips para identificagdo e rastreamento
(subcutaneo) e cirurgias em geral como, por exemplo, laparoscopia, gonadectomia,
ovariectomia e endoscopia, em que estagios mais profundos de anestesia séo
necessarios (anestesia cirurgica), essa dosagem pode nao ser a mais adequada
devido ndo s6 ao longo periodo de exposigcdo necessario para que 0s animais
alcancem esse estagio anestésico (1h48min) como também em razdo do longo
periodo de recuperagdo (3h). Possivelmente, nessas circunstancias, o uso de
dosagens maiores fosse mais indicado, uma vez que, existem relatos literarios
relacionando maiores dosagens anestésicas a menores tempos de recuperagéo, em
razao do menor tempo de exposicdo (GONCALVES et al., 2008; GOMES et al.,

2001; OSTRENSKY et al., 2000).

Para o manejo comum, do dia a dia, como triagem, pesagem e mensuragao
dos animais, em que a apenas a sedacao leve € necessaria, a dosagem de 50 mg/L

de eugenol pode ser utilizada, permitindo a manutencdo dos animais imersos em
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solugcao anestésica por até 228min e com o restabelecimento do comportamento

normal apos um periodo de recuperacao de 13 minutos.

A sedacao profunda, ideal para o transporte, € a anestesia leve, indicada para
incisbes superficiais, podem ser obtidas por meio de imersdo em 75 mg/L de
eugenol por 30 minutos, com o restabelecimento completo dos animais apdés um

periodo de 54 minutos.

5.3.2.3. Classe de Peso 3 (80g — 1009)

Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 50 mg/L (T4), 75

mg/L (T2), 100 mg/L (T3), 125 mg/L (T4) e 150 mg/L (Ts) de eugenol.

Nos tratamentos T4 e T,, apenas a sedagao leve foi alcangcada (100% da

populagdo amostral), possivelmente, devido a baixa concentragao utilizada.

No tratamento T3, 100% da populagdo amostral atingiram o estagio de
sedacédo leve e 30% a de sedacado profunda. Novamente, os demais estagios

anestésicos nao foram alcangados.

Nos tratamentos seguintes, 125 e 150 mg/L de eugenol, 100% da populacao
amostral alcangaram os estagios de sedacao leve, sedagao profunda e anestesia
leve. A anestesia profunda em T4, e em Ts, foram alcangados, respectivamente, por

30% e 60% da populagdo amostral e a anestesia cirurgica por 10% dos individuos,
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em ambos o0s casos. A pequena porcentagem de individuos induzidos a anestesia
profunda (T4) e cirurgica (T4 e Ts) sugere que esses animais se tratassem de animais

mais sensiveis a agao do eugenol.

Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de indugao a sedagao (leve
e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em fungdo da concentragao

de eugenol utilizada, encontram-se na Tabela 63.

TABELA 63 — Tempos de indugédo (TI), em minutos, a sedagao leve (A,), a sedacao profunda (A,), a
anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3), em fungao da
concentragcdo de eugenol, em mg/L, de juvenis de ra-touro (Lithobates catesbeianus),

pesando entre 80 a 100 gramas

Concentragao
(mglL) At A B B, B,

Indugéo (minutos)

50 32 - - - -
75 28 60 - - -
100 25 60 20 - -
125 22 44 56 87 120
150 19 30 50 87 100

Os tempos de indugado a sedacéao leve ajustaram-se a um modelo linear em
resposta a variacdo da concentracdo, com R? de 0,9412. Tl apresentou

comportamento decrescente, indicando que aumentos da concentragdao de eugenol
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levam a redugdes no tempo de indugao (0,13 minutos para cada acréscimo na

concentragcao de 1 mg/L de eugenol).

Os demais tempos de indugdo embora estatisticamente tenham se ajustado a
diferentes modelos lineares (sedagdo profunda e anestesia leve) e néo lineares
(anestesia profunda e anestesia cirtirgica), com R? variando entre 0,7531 a 0,9971,
eles ndo se ajustaram ao observado em laboratério, de modo que o resultado obtido
foi bastante diferente do obtido biologicamente. De acordo com os modelos obtidos
pela regressao, os tempos de indugdo aumentam com o aumento da concentragao,
todavia, em laboratério o observado foi exatamente o oposto, ou seja, aumentos na
concentracdo de eugenol levam a reducado de Tl. Resultados semelhantes aos
observados, em laboratério, foram relatados para diferentes espécies de peixes,
como: Epinephelus bruneus (garoupa), Trachinotus marginatus (pampo),
Oreochromis niloticus (tilapia-do-nilo), Dicentrarchus labrax e Sparus aurata.
(OKAMOTO et al., 2009; PARK et al., 2008; VIDAL et al., 2008; MYLONAS et al.,

2005).

Provavelmente, o ndo ajustamento adequando dos dados tenha sido devido
ao pequeno numero de animais induzidos aos diferentes estagios anestésicos ao
longo da concentragao, reduzindo o tempo médio de indugao e, consequentemente,

subestimando os tempos de inducgéo.

Uma vez que até a dosagem de 150 mg/L de 6leo de cravo, o anestésico ndo
foi capaz de induzir a anestesia profunda e cirurgica uma parcela representativa da
populagcdo, uma sexta dosagem foi testada (175 mg/L). Nessa concentragéo, 100%

da populagdo amostral atingiram todos os estagios anestésicos, porém, 60% da
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populacao vieram a o6bito. Segundo King et al. (2005), doses mais elevadas de

eugenol estdo associadas a aumentos na probabilidade do animal vir a 6bito.

O eugenol, provavelmente, devido a suas propriedades fisico-quimicas, tenha
se aderido a pele dos animais, devido a alta viscosidade, caracteristica dos oleos, e
dificultado a eliminagédo do anestésico, mesmo apds imersdo em agua pura, devido a
sua propriedade altamente hidrofébica. Além disso, o eugenol, como todo 6leo é
lipofilico, ou seja, tem grande capacidade de se dissolver em lipideos e,
consequentemente, grande difusibilidade pelas barreiras organicas, podendo
também ter sido absorvido pelo corpo adiposo dos animais, aumentando
efetivamente ndo sé a exposicdo como também a acido do anestésico e levando-os
a obito. Possivelmente, se os animais tivessem sido retirados da solugcdo anestésica
logo apds alcangarem o estagio de anestesia profunda eles viessem a se

restabelecer.

Segundo Sladky et al. (2001), em peixes, a natureza persistente do 6leo de cravo
na superficie das branquias pode aumentar efetivamente o tempo de exposicdo ao

anestésico e, consequentemente, prolongar o tempo de recuperacgao.

Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de manutengao (TM) a
sedacéo (leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em funcéo da

concentracao de eugenol utilizada, encontram-se na Tabela 64.

TABELA 64 — Tempos de manutencao (TM), em minutos, a sedacao leve (l1), a sedagédo profunda
(I2), a anestesia leve (ll4), a anestesia profunda (ll,) e a anestesia cirargica (Ill), em
fungdo da concentragdo de eugenol, em mg/L, de juvenis de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), pesando entre 80g a 100g

Concentragao

(mg/L) A1 Az B B> Bs

268



Manuteng&o (minutos)

50 249 - - - -
75 256 - - - -
100 263 30 - - -
125 270 265 256 54 30
150 278 265 256 122 30

Os tempos de manutengao a sedagao leve ajustaram-se a um modelo linear
crescente em resposta a variacdo da concentragao, indicando que aumentos na
concentragao de eugenol levam a aumentos na manutengao dos animais sedados,

0,29 minutos para cada acréscimo na concentracao de 1 mg/L de d6leo de cravo.

Os demais ajustaram-se a modelos né&o linear sigmoidal simples em resposta
a variacao da concentracao, apresentando crescimento linear nas fase inicial e em
seguida tendéncia a estabilizacdo. Em A,, o ponto de curvatura maxima (PCM)
estabelecido pela regressao, onde TM passa a apresentar constancia, ocorreu na
dosagem de 104,58 mg/L. Assim, a partir desse ponto aumentos na concentragéo
anestésica ndo levam a alteragbes significativas no tempo de manutencdo. Nos
demais estagios anestésicos, os PCM ocorreram, respectivamente, nas dosagens

de 106,63 mg/L, 127,89 mg/L e 110,73 mg/L de eugenol.

Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno (TR) a sedagao
(leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em fungdo da

concentragédo de eugenol, encontram-se na Tabela 65.

TABELA 65 — Tempos de retorno (TR), em minutos, a sedagéo leve (A1), a sedagao profunda (Ay), a
anestesia leve (B1), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B;) em fungao
da concentracdo de eugenol, em mg/L, de juvenis de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), pesando entre 80g a 100g



Concentragao Estado
(mg/L) normal At Ag B Bz Bs
Retorno (minutos)
50 - - - - - -
75 - - - - - -
100 27 16 - - - -
125 47 30 13 7 - -
150 68 45 22 10 - -

Os tempos de retorno ao estado normal, a sedacdo leve

profunda ajustaram-se a modelos quadraticos em

e a sedacao

resposta a variagdo da

concentragdo, com R? de 0,7221, 0,7380 e 0,7650, respectivamente. Nos trés

modelos obtidos pela

indicando que aumentos na concentracdo de eugenol

regressédo, TR apresentou comportamento crescente,

levam a aumentos

expressivos nos tempo de retorno, 0,79, 0,53 e 0,28 minutos para cada acréscimo

na concentracdo de 1 mg/L de eugenol, respectivamente (FIGURA 70).

Tempo
(minutos) -34,4000 +0,477714 DOS +0,00137143 DOS?
70 4 R?=0,722108
60
50 -
40 - A:=1,40000-0,152571 DOS +0,00194286 DOS? 45
30 4 R=0,765027 22
20 A
10 1 Aq=- 15,9000 +0,149143 DOS +0,00171429 DOS*
0 R®=0,737992
50 '
75
100

125

Concentracdo (mg/L) 150

B Sedagdo profunda M Anestesialeve (4:) Anestesia profunda (A:)

FIGURA 70 — Valores ajustados pela regresséo dos tempos de retorno ao estado normal, a

sedacao leve (A;) e a sedagao profunda (A;) em fungédo da concentragdo de

eugenol, de juvenis de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre

oitenta e cem gramas.
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Resultado semelhante foi relatado por Silva et al. (2009) ao avaliarem o efeito

anestésico do 6leo de cravo em alevinos de lambari. Os autores observaram

aumento quadratico do tempo de recuperagao com a elevagao da concentragao.

Os tempos de retorno a anestesia leve ajustaram-se a um modelo linear
crescente em resposta a variagao da concentracido com taxa de crescimento de 0,12

minutos para cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L de d6leo de cravo (FIGURA
71).

Tempo
[minutos)

10 1 -7,0000 +0,110000 DOS
| R=0,570755
s

100 i
125
Concentracdo (mg/L)

FIGURA 71 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de retorno a anestesia leve (B+)

em fungcdo da concentracdo de eugenol, de juvenis de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), pesando entre oitenta e cem gramas.
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Assim como observado na classe de peso anterior, em todos os estagios
anestésicos avaliados os tempos de retorno apresentaram comportamento
crescente, indicando que aumentos na concentracédo levam a elevagao do tempo de
retorno. Observagdes semelhantes com o uso de eugenol foram reportados para
juvenis do pampo, de piavugu, tildpias-do-nilo e garoupas (OKAMOTO et al., 2009;

VIDAL et al., 2008; PARK et al., 2008; VIDAL et al., 2007b).

Com base nos resultados obtidos (Tl, TM e TR), nesta classe de peso (80g a
100g), a concentragao mais adequada para indugao a sedacéo (leve e profunda) e a
anestesia (leve e profunda) foi a de 150 mg/L de 6leo de cravo uma vez que, essa
dosagem apresentou eficacia de 60% na indugdo a anestesia profunda, apdés 87
minutos de imersao, com o restabelecimento do comportamento normal dos juvenis
ap6s 68 minutos de exposicdo a agua pura. Vale ressaltar que nas condi¢des
experimentais realizadas, o estagio de anestesia cirurgica nao foi alcangado, sendo
a dosagem recomendada apenas para os estagios Ai a By, e neste ultimo por no

maximo 120 minutos.

Na concentragao indicada, a auséncia total de reflexo de fuga e equilibrio
(anestesia leve), foi observada apdés 50 minutos de imersdo. Trabalhos que
divergem dos resultados obtidos foram relatados por Guenette et al. (2007), ao
avaliarem a eficacia do eugenol para a anestesia em X. laevis, pesando entre 90 g a
140 g. De acordo com os autores a auséncia total de reflexo de fuga e equilibrio, em
100% da populagéo, sé foi observada apdés 120 minutos de imersdo em solugéao
contendo 350 mg/L de d6leo de cravo. Talvez, essa divergéncia entre dosagens e

tempo de inducéo tenha ocorrido devido a diferencas interespecificas.
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A sedacéao profunda, ideal para o transporte, por até 353 km (considerando a
velocidade média do veiculo de 80 km/h), e a anestesia leve, indicada para incisdes
superficiais, podem ser obtidas por meio de imersdo em 125 mg/L de eugenol por,
respectivamente, 44min e 56min, com o restabelecimento dos animais apds um

periodo de 47 minutos.

Para o manejo comum, do dia a dia, como triagem, pesagem e mensuragao
dos animais, em que a apenas a sedacao leve € necessaria, nao so para facilitar o
manejo dos operadores como também para evitar possiveis fraturas e,
principalmente, reduzir o estresse dos animais, a dosagem de 50 mg/L de eugenol
pode ser utilizada, por até 249min, com o restabelecimento do comportamento
normal dos juvenis sem a necessidade do periodo de recuperagdo (imersdo em

agua pura).

5.3.2.4. Classe de Peso 4 (120g — 1609)

Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 75 mg/L (T1), 100

mg/L (T2), 125 mg/L (T3), 150 mg/L (T4) € 175 mg/L (Ts) de eugenol.

No tratamento T, apenas a sedacdo leve foi alcangada por 100% da
populagcdo amostral. Os estagios seguintes, sedagcdo profunda e anestesia leve,
foram observados em 40% e 20% da populagao, respectivamente. Apenas um caso

de anestesia profunda e cirurgica foram constatados.
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No tratamento T, 100% dos animais foram induzidos a sedagao leve e a
profunda e 80% a anestesia leve. Neste caso, ao contrario do relatado
anteriormente, provavelmente, os 20% dos individuos que nao alcangaram o estagio
de anestesia leve fossem animais mais resistentes ou menos sensiveis ao composto
anestésico. Os demais estagios anestésicos nao foram alcangados, provavelmente,

devido a baixa concentracao utilizada.

No tratamento T3, 100% da populacdo amostral atingiram os estagios
anestésicos de sedacdo leve e profunda e anestesia leve. Nessa concentracao,
apenas 50% dos animais foram induzidos a anestesia profunda e a anestesia
cirurgica.

No tratamento seguinte, 150 mg/L de eugenol, 100% da populagédo amostral
foi induzida aos estagios de sedacéao leve, sedagao profunda e anestesia leve. Os
estagios de anestesia profunda e cirurgica foram alcangados, em ambos 0s casos,
por 80% da populagdo amostral. Provavelmente, os 20% que n&o foram induzidos a
esses estagios fossem animais menos sensiveis ou mais resistentes a agcdo do

farmaco.

No tratamento Ts (175 mg/L), 100% da populagao amostral alcangaram todos
os estagios anestésicos. Nessa dosagem, 60% dos animais mantidos em solugéo
anestésica por 300 minutos, mesmo apds alcangcarem o estagio de anestesia

cirargica, atingiram o colapso e vieram a obito.

Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de indugao a sedagéao (leve
e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em fungdo da concentragao

de eugenol utilizada, encontram-se na Tabela 66.

TABELA 66 — Tempos de indugéo (Tl), em minutos, a sedacgao leve (A), a sedagao profunda (Ay), a
anestesia leve (B,), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3) ajustados

pela regressdao em fungcdo da concentragcdo de eugenol, em mg/L, de ra-touro
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Concentragao
(mg/L) A, A, B4 B> B3

indugao (minutos)

75 30 45 50 - -
100 28 39 52 80 -
125 25 33 47 66 116
150 22 27 38 86 103
175 19 21 25 62 62

Os tempos de indugao a sedagao leve e a sedagao profunda ajustaram-se a
modelos lineares decrescente em resposta a variagdo da concentragao, e os tempos
de indugcdo a anestesia leve ajustaram-se a um modelo quadratico decrescente
(FIGURA 72). Segundo a regressao, aumentos na concentragao de eugenol levam a
diminui¢des no tempo de indugédo a A1, a A2 e a B1 de 0,11min, 0,24min e 0,25min

para cada acréscimo na concentracdo de 1 mg/L de eugenol, respectivamente.
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[minutos)

&0

B;=-137,800 + 38,5075 DO4 % - 2,08509 DO
Ri=0,552129

1 fs=£3,20000-0,24000 DOS
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30 —'I 25
20 21
10 19

04— A;=33,80000-0,11200 DOS

T —— Ri=0,526882
" 100
125 TT—
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Concentragdo (mg/L) 175
W Sedaclo level4:] Sedacdo profunda [4:) W Anestesialeve (8]

FIGURA 72 — Valores ajustados pela regresséo dos tempos de indugédo a sedagéo leve (A,),
a sedacao profunda (A;) e a anestesia leve (B1) em funcdo da concentragcéo

de eugenol, de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 120g e
160g.



Os demais tempos de indugdo embora estatisticamente tenham se ajustado a
modelos quadraticos, com R? variando entre 0,8911 e 0,8237, eles ndo se ajustaram
ao observado em laboratério. De acordo com os modelos obtidos pela regresséo, os
tempos de indugdo aumentam com o aumento da concentracdo, porém, em
laboratério, o observado foi exatamente o oposto, ou seja, aumentos na
concentragcdo de eugenol levam a reducéo de Tl. Provavelmente, o ndo ajustamento
adequando dos dados tenha sido devido ao pequeno numero de animais induzidos
aos diferentes estagios anestésicos ao longo da concentragéo, reduzindo o tempo

meédio de indugao e, consequentemente, subestimando os valores.

A anestesia profunda foi observada somente a partir da concentragao de 100
mg/L de eugenol, em 20% da populagdo amostral, apés 80 minutos de exposi¢cédo ao
anestésico. Na concentragdo seguinte, 100% dos animais foram induzidos a esse
estagio apds, em média, 66 minutos de imersdo. No tratamento T4 (150 mg/L)
apenas 70% dos animais foram induzidos a anestesia profunda apds, em média,
85,71 minutos. No tratamento Ts (175 mg/L), 100% dos animais foram induzidos a

anestesia profunda apds, em média, 62 minutos de imerséo.

Uma vez que, nos tratamentos Tz e Ts, 100% dos animais tenham alcangado
o estagio de anestesia profunda, provavelmente, os 30% dos animais nao induzidos

em T4 fossem, animais mais resistentes a acao do farmaco.

A anestesia cirurgica foi observada apenas nos trés ultimos tratamentos apds,

em média, 116min, 103min e 62min de imersdao em 50%, 50% e 80% da populagéo
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amostral, respectivamente. Possivelmente, a parcela da populagdo néo anestesiada

seja composta por animais mais resistentes a acdo do anestésico.

Os valores ajustados pela regressao dos tempos de manutengdo (TM) a
sedacéo (leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em funcéo da

concentragao de eugenol utilizada, encontram-se na Tabela 67.

TABELA 67 — Tempos de manutengao (TM), em minutos, a sedacgéo leve (A1), a sedagao profunda
(A2), a anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3),
ajustados pela regressdo em fungdo da concentragdo de eugenol, em mg/L, de

imagos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 120g a 160g

Concentragao
(mgil) A A, B B, B;

Manutengéo (minutos)

75 152 40 21 - -
100 282 185 146 93 -
125 299 274 260 175 49
150 300 308 276 229 195
175 300 287 277 256 196

Com excecdo dos tempos de manutengcdo a anestesia profunda que
apresentaram comportamento crescente ao longo de todos os tratamentos, com
aumentos expressivos em TM (2,17 minutos para cada acréscimo na concentragéo
de 1 mg/L de eugenol) (FIGURA 73), os demais tratamentos apresentaram

tendéncia a estabilizagao.
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FIGURA 73— Valores ajustados pela regressdo dos tempos de manutencao a anestesia
profunda (B,) em funcdo da concentragao de eugenol, de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), pesando entre 120g e 160g.

Os tempos de manutencdo a sedagao leve ajustaram-se a um modelo ndo
linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdo, com crescimento
linear até a dosagem de 93,22 mg/L (6,20 minutos para cada acréscimo na
concentragdo de 1 mg/L de eugenol) e, em seguida estabilizagdo. Logo, a partir de
do tratamento T, aumentos na concentracdo de eugenol ndo levam a alteragdes

significativas no tempo de manutengéo.

Os tempos de manutencdo a sedagao profunda ajustaram-se a um modelo
quadratico crescente até a dosagem de 125 mg/L com tendéncia a estabilizagcédo

apods esse tratamento.

Os tempos de manutengao a anestesia leve e a anestesia cirurgica ajustaram-
se a modelos ndo lineares sigmoidais simples em resposta a variagdo da
concentragcdo, com ponto de curvatura maxima em 120 mg/L e 130 mg/L,
respectivamente, indicando que a partir dessas dosagens o TM comegou a
estabilizar. Assim, a partir de T4 ndo foi observado diferengas significativas no tempo

de manutencéo a B e a B..
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Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno (TR) a sedagcao
(leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirdrgica), em fungdo da

concentragao de eugenol, encontram-se na Tabela 68.

TABELA 68 — Tempos de retorno (TR), em minutos, a sedagéo leve (A1), a sedagédo profunda (Az), a
anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirargica (B3), ajustados
pela regressdo, em fungdo da concentragcdo de eugenol, em mg/L, de ra-touro

(Lithobates catesbeianus), pesando entre 120g a 160g

Concentragao Estado
(mg/L) normal Ay Az By B, Bs
Retorno (minutos)

75 - - - - - -
100 85 56 41 18 - -
125 154 105 78 41 20 12
150 189 134 100 64 35 25
175 190 143 106 87 53 42

Em razao da baixa concentragao anestésica do tratamento T4 a manutencéao a
sedacao e a anestesia foram inferiores a 300min. Assim, neste tratamento nao foi
necessario o periodo de recuperagao (imersdo em agua livre de anestésico) para o
restabelecimento dos animais ao comportamento normal, que neste caso ocorreu

em média ap6s 150min.

Os tempos de retorno ao estado normal, a sedacdo leve e a sedacgao
profunda ajustaram-se a modelos quadraticos em resposta a variagdo da
concentracdo, com R? de 0,8832, 0,8409 e 0,7790, respectivamente. Em todos os
ajustamentos, TR apresentou comportamento crescente até a dosagem de 150

mg/L, indicando que aumentos na concentracdo de eugenol levam a aumentos
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expressivos no tempo de retorno, 2,08min, 1,56min e 1,18min para cada acréscimo

na concentragdo de 1 mg/L de eugenol, respectivamente, e em seguida tendéncia a

estabilizagcao (FIGURA 74A).
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FIGURA 74 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno ao estado normal, a
sedacao (leve e profunda) (A) e dos tempos de retorno a anestesia (leve,
profunda e ciraurgica) (B) em fungcdo da concentragdo de eugenol, ra-touro
(Lithobates catesbeianus), pesando entre 120g e 160g.

Os tempos de retorno a anestesia, independente do estagio avaliado (leve,
profundo ou cirurgico), apresentaram padrdo crescente ao longo de todos os
tratamentos, indicando que aumentos na concentracdo de eugenol levam a

aumentos no tempo retorno (FIGURA 74B).

Com base nos resultados obtidos (TI, TM e TR), nesta classe de peso (120g a
160g), a concentragao mais adequada para indugao a sedacéo (leve e profunda) e a
anestesia (leve, profunda e cirurgica) foi a de 175 mg/L de 6leo de cravo, uma vez
que, esta apresentou eficacia de 100% na indugao a todos os estagios de anestesia,
além de menor tempo de indugdo e manutencao proximo ao obtido nas dosagens
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menores. Todavia, apds alcangarem o estagio de anestesia cirurgica, os animais
devem ser removidos da solugdo a fim de evitar que estes atinjam o estagio de

colapso e venham a 6bito.

Em manejos em que apenas a sedagao leve € suficiente para reduzir o
estresse dos animais como, por exemplo, durante manejos rotineiros (triagem,
pesagem e mensuracgao), a dosagem de 75 mg/L pode ser utilizada, por até 152
minutos, com o restabelecimento do comportamento normal das ras sem a
necessidade de periodo de recuperacéo (imersdo em agua pura). Para o transporte,
em que a sedacgao profunda nos parece ser mais apropriada, em razdo da redugao
da atividade metabdlica e perda dos reflexos de fuga, a dosagem mais adequada é
100 mg/L, sedando os animais por até 185 minutos ou 246 km (considerando a
velocidade média do veiculo de 80 km/h), com o restabelecimento dos animais apos

85 minutos de imersdo em agua pura.

Resultados que corroboram com os obtidos foram relatados por Castro et al.
(2009), ao avaliarem a eficacia do eugenol para sedagao e transporte de ra-touro
(Llithobates catesbeianus), com peso médio de 137,60g + 11,26g. Segundo os
autores, para fins de sedagao e transporte, as dosagens mais indicadas situam-se

entre 50 e 75 mg/L de d6leo de cravo.

5.3.3. Mentol

5.3.3.1. Classe de Peso 1 (5g — 109)
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Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 60 mg/L (T4), 70

mg/L (T2), 80 mg/L (T3), 90 mg/L (T4) e 100 mg/L (Ts) de mentol.

No tratamento T4, a sedacado leve e profunda foi alcangada por 100% da
populagcdo amostral e, o estagio seguinte, anestesia leve, por 20% da populagao
amostral. Os demais estagios anestésicos nao foram atingidos, devido

provavelmente a baixa concentragao anestésica utilizada.

Assim, uma vez que, com excecao da sedacao leve e da sedacao profunda,
os demais estagios anestésicos nao foram alcangados por no minimo 60% da
populagcdo e que nao houve variagao significativa de peso, tamanho e condigao
corporal (reserva lipidica) entre os animais induzidos a anestesia, supbe-se que os
animais que atingiram os estagios anestésicos além do estagio A, fossem individuos
mais sensiveis ao mentol ou debilitados, ou seja, animais estressados, exaustos ou
enfraquecidos, devido principalmente a variabilidade fisiolégica do proprio individuo,
visto que, todos os animais utilizados foram criados no mesmo local, com baixa
densidade de estocagem (100 animais/baia), permitindo a todos livre acesso ao
alimento, e sob as mesmas condicbes de manejo sanitario, profilatico e alimentar
(racdo com 36% PB, ad libitum). Assim, acredita-se que se houve diferencas entre
0s animais, com respeito a condicao corporal, estado de saude e/ou nivel de
estresse, provavelmente, essas variacbes sao do proéprio individuo, devido a

variabilidade fisiolégica intra-especifica.

Existem diversos fatores bibticos e abidticos que podem interferir na eficacia
de um anestésico, resultando em nao inducdo anestésica ou inducdo de uma
pequena parcela da populagao. Entretanto, € pouco provavel que fatores abidticos

como temperatura, ph e salinidade, tenham interferido nos resultados levando a nao
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inducdo dos animais, uma vez que, todos os animais utilizados em cada um dos
tratamentos, foram alocados ao mesmo tempo no interior das respectivas caixas
plastica contendo solugdo anestésica previamente homogeneizada. Dentre os
fatores biolégicos que podem interferir na agdo de um anestésico citam-se variagéo
individual (genética), tamanho ou peso, maturidade sexual, condi¢do corporal
(conteudo de reserva corporal), estado de saude e estresse (ROUBACH et al., 2002;

KING et al., 2005; ROSS e ROSS, 2008).

Excluindo a variacdo de peso e tamanho, visto que todos os animais
utilizados apresentavam-se na mesma faixa de peso e tamanho, existindo pouca
variagao entre eles (peso médio= 6,74 + 1,27 g; comprimento rostro-cloacal médio=
42,25 £ 5,28 mm) e a influéncia da maturidade sexual, uma vez que, se tratavam de
imagos recém-metamorficos, ainda longe do inicio da maturidade sexual, restam: a
condicdo corporal, o estado de saude e o estresse, que estariam relacionados a

variagao individual (genética).

Nos tratamentos T, e T3, todos os estagios de sedacao (A4 e Ay) anestésicos
foram alcangados por 100% da populagdo amostral, porém, os estagios seguintes,
de anestesia (B1, B, e B3), foram observadas apenas em uma parcela da populagéo,
70%, 30% e 30%, respectivamente. Possivelmente, a ndo indugcédo anestésica aos

estagios B, e B3 tenha ocorrido devido a baixa concentragao de mentol utilizada.

Na dosagem seguinte (90 mg/L), 100% dos animais atingiram os estagios de
sedacgdao leve e profunda e os demais estagios (B4, B2 e B3) por 50%, 40% e 40%,

respectivamente.

No tratamento Ts, tanto sedacdo leve quanto a sedacdo profunda e a

anestesia leve foram atingidas por 100% da populagdo amostral, porém, assim como
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nas dosagens anteriores os estagios de anestesia profunda e cirurgica ndo foram
alcancadas por uma parcela representativa da populacao, provavelmente, devido a

baixa dosagem anestésica utilizada.

Os valores ajustados pela regressédo dos tempos de indugao a sedacgao (leve
e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em fungdo da concentragao

de mentol utilizada, encontram-se na Tabela 69.

TABELA 69 — Valores ajustados pela regressédo dos tempos de indugao (Tl), em minutos, a sedacgao
leve (A1), a sedagao profunda (A;), a anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) € a
anestesia cirurgica (Bs), em fungdo da concentracao de mentol, em mg/L, de imagos de

ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre cinco a dez gramas

Concentragao

(mgil) A Ay B, B, B3
indugéo (minutos)
60 20 28 50 - -
70 20 26 49 100 133
80 20 24 51 80 100
90 20 23 48 90 115
100 20 20 20 92 152

Os tempos de inducao a sedacgao leve foram constantes, assim, independente

da concentracéo utilizada o valor de Tl foi igual a média, ou seja, de 20 minutos.

Oliveira (2009), ao avaliar o uso do mentol como anestésico em reprodutores
de pacu, observou que Tl foi constante e independente da concentracéo utilizada,

aproximadamente, 4 minutos.

Os tempos de indugédo a sedagao profunda ajustaram-se a um modelo linear
em resposta a variacdo da concentracdo. Tl apresentou comportamento
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decrescente, indicando que aumentos na concentracdo levam a diminuicdo do
tempo de inducéo, 0,16 minutos para cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L de

mentol.

Os demais tempos de indugao (anestesia leve, profunda e cirargica) embora
estatisticamente tenham se ajustado a diferentes modelos (raiz quadrada, quadratica
e nao linear sigmoidal simples), com R? variando entre 0,8138 a 0,8423, esses nio
se ajustaram ao observado em laboratério, de modo que o resultado obtido
estatisticamente foi diferente do obtido biologicamente. De acordo com os modelos
obtidos pela regressao, os tempos de indugdo aumentam com o aumento da
concentragdo. Em laboratério o observado foi exatamente o oposto, ou seja,
aumentos na concentracdo de mentol levam a reducéo de Tl. Provavelmente, o nédo
ajustamento adequando dos dados tenha sido devido ao pequeno numero de
animais induzidos a esses estagios anestésicos ao longo das concentragdes
utilizadas e a grande dispersdo dos valores observados, em razdo da variagao

individual.

Trabalhos que corroboram com os resultados obtidos foram relatados por
Goncgalves et al. (2008) ao avaliarem ao avaliarem o uso do mentol como substituto
da benzocaina na indugdo anestésica de juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus). Segundo os autores, em todos os estagios anestésicos avaliados,

aumentos na concentragao de mentol também levaram a reducao de TI.

O estagio B4 (anestesia leve) foi alcangado por 20% da populagdo amostral
no tratamento T4. Devido ao numero reduzido da populacdo que atingiu esses
estado anestésico, supde-se que essa concentragdo (60 mg/L de mentol) ndo seja

eficiente para a anestesia de imagos de ra-touro, pesando entre 5 e 10 gramas.
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Possivelmente, os 20% da populagdo que alcangaram o estagio de anestesia leve
sejam animais mais sensiveis ao farmaco ou debilitados (animais enfraquecidos ou
estressados). Nos tratamentos T, e T3, 70% da populagédo alcangaram o estagio de
anestesia leve, em ambos os casos. Mas no tratamento seguinte (90 mg/L de
mentol), apenas 50% da populagao foi induzida ao estagio B1. Assim, acredita-se
que tanto o tratamento T, quanto os tratamentos T3 e T4 tém baixa eficiéncia na
anestesia leve de imagos de ra-touro, pesando entre 5g a10g, anestesiando em
média 50% da populagédo. No tratamento Ts, 100% dos animais foram induzidos a

anestesia leve, apds 20 minutos de imersao.

O estagio B, (anestesia profunda) nédo foi alcangado no tratamento Ty,
indicando a necessidade de dosagens maiores para a indugao a anestesia profunda.
Nos tratamentos T, e T3, 30% da populagdo amostral atingiram o estagio de
anestesia profunda e nos tratamentos T4 e Ts, 40% e 50% da populagéo alcangaram

o estagio B,, respectivamente.

O estagio B3 (anestesia cirurgica) foi observado apenas a partir da dosagem
de 70 mg/L, em 30%, 30% 40% e 50% da populagdo amostral, em T, T3, T4 € Ts,

respectivamente.

Assim, devido ao numero reduzido da populagdo amostral que atingiu os
estagios anestésicos B, (30%) e Bs (30%), presumi-se que as concentracdes
utilizadas nao foram eficientes para a indugéo a anestesia cirdrgica de imagos de ra-

touro, pesando entre 5g e 10g.

Os valores ajustados pela regressao dos tempos de manutencédo a sedagao
(leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em fungdo da

concentracdo de mentol utilizada, encontram-se na Tabela 70.
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TABELA 70 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de manutencao (TM), em minutos, a
sedacgdo leve (A,), a sedacdo profunda (A;), a anestesia leve (B,), a anestesia
profunda (B,) e a anestesia cirargica (B;) em fungdo da concentracdo de mentol,

mg/L, de imagos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 5g a 10g

Concentragao
(mg/L) A A, B B, B;
Manuteng&o (minutos)
60 287 108 59 - -
70 293 190 94 89 89
80 296 244 129 120 120
20 298 270 164 121 121
100 298 268 200 121 121

Os tempos de manutencdo a sedagao leve ajustaram-se a um modelo ndo
linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdo. TM apresentou
comportamento linear crescente até a dosagem de 80 mg/L (0.60min/mg/L de

mentol) e, em seguida estabilizagdo.

Os tempos de manutencdo a sedagao profunda ajustaram-se a um modelo
quadratico crescente em resposta a variagdo da concentragdo, apresentando
aumentos expressivos nos tratamento iniciais (5,40min/mg/L de mentol) e tendéncia
a estabilizagdo a partir de T4, Logo, entre os tratamentos T4 e Ts ndo houve

diferencas significativas quanto ao tempo de manutencéo a sedagao profunda.

Os tempos de manutengao a anestesia profunda e cirurgica ajustaram-se ao
mesmo modelo. Modelo ndo linear sigmoidal simples em resposta a variagédo da
concentracido, apresentando crescimento linear até o ponto de curvatura maxima

(71,25 mg/L, TM=100min), e apds esse ponto estabilizagao.
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Os valores ajustados pela regressao dos tempos de retorno a sedacgao (leve e
profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em fungdo da concentragao de

mentol utilizada encontram-se na Tabela 71.

TABELA 71 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno (TR), em minutos, a sedacao
leve (A4), a sedagéao profunda (A), a anestesia leve (B1), a anestesia profunda (B,) e a
anestesia cirurgica (B3) em funcédo da concentragao de mentol, mg/L, de imagos de ra-

touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre cinco a dez gramas

Concentragao Estado
(mg/L) normal As Az B B, Bs
Retorno (minutos)

60 18 9 - - - -
70 40 29 18 - - -
80 54 41 27 14 7 4
20 61 45 30 13 7 4
100 61 42 27 14 5 3

Nesta classe de peso, os tempos de retorno ao estado normal e a sedacéao
(leve e profunda) apresentaram aumentos expressivos até a dosagem de 80 mg/L
(2,20 minutos, 1,60 minutos e 0,90 minutos, respectivamente, para cada acréscimo

na concentracédo de 1 mg/L de mentol) e, em seguida, estabilizaco.

Os tempos de retorno a anestesia leve, profunda e cirurgica também
apresentaram valores praticamente constantes, sem diferengas significativas entre

os tratamentos.

Assim, de acordo com os resultados obtidos, para esta classe de peso (5g a
10g), a concentragdo adequada para indugdo a anestesia (profunda e cirurgica),

adequadas para incisbes superficiais (marcagdo por microchips subcutaneos) e
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intervengdes cirurgicas (coleta de tecidos, amputacdo, gonadectomia e
ovariectomia), nédo foi determinada, uma vez que, esses estagios nao foram
alcangados por uma parcela representativa da populagdo (acima de 60%). Além
disso, os longos periodos de indugdo observados em todos os tratamentos
inviabilizam a recomendacao de qualquer um dos tratamentos avaliados para esses

fins.

Todavia, para o manejo diario (triagem, pesagem e mensuragéo), a dosagem
de 60 mg/L apresentou resultados satisfatérios, induzindo ao animais a sedagéo leve
em um intervalo de tempo reduzido (20 minutos) e permitindo a manutencao dos
mesmos, sedados e em solucdo, por até 287min, com o restabelecimento do

comportamento normal apés 18 minutos de imersdo em agua livre de anestésico.

Para o transporte ou para outras atividades em que a sedagao profunda seja
necessaria, as dosagens de 60, 70 e 80 mg/L podem ser utilizadas por até 144 km,
258 km e 360 km, considerando a velocidade média do veiculo de 80 km/h, com o
restabelecimento completo dos animais apés um periodo de recuperagao em agua

pura (livre de anestésico) de 18min, 40min e 54min, respectivamente.

Para a marcagcédo dos animais que, em geral, é realizada por meio de
amputacao de dedos e artelhos (MARTOF, 1953), a prévia anestesia leve, visando a
reducao da dor, pode ser realizada por meio da dosagem de 100 mg/L, onde os
animais alcangam o estagio desejado em 20min, podendo ser mantidos
anestesiados e em solugdo anestésica, sem prejuizos aparentes, por até 158min,
com o restabelecimento do comportamento normal apés 60min de imerséao em agua

livre de anestésico.
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5.3.3.2. Classe de Peso 2 (20g — 309)

Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 50 mg/L (T4), 75

mg/L (T2), 100 mg/L (T3), 125 mg/L (T4) e 150 mg/L (Ts) de mentol.
g g g

No tratamento Ti apenas a sedacdo leve foi alcangada por 100% da
populagcdo amostral. O estagio seguinte (sedacao profunda) foi observado em 60%
da populagdo, uma parcela representativa da populagdo. Os demais estagios
anestésicos ndo foram alcangados. Assim, em imagos de ra-touro, pesando entre
20g a 30g, essa dosagem de mentol é eficaz apenas para a indugao a sedacgao leve

e a sedacao profunda.

O tratamento T, (75 mg/L de mentol) foi eficaz ndo s6 na indugdo a sedagao
(leve e profunda) como também na inducdo a anestesia leve, anestesiando 100% da

populacdo amostral.

Os demais tratamentos (100, 125 e 150 mg/L de mentol) foram eficientes na
indugdo de todos os estagios anestésicos (sedacao leve, sedagao profunda,
anestesia leve, anestesia profunda e anestesia cirurgica), induzindo 100% da
populagao tanto a sedagao quanto a anestesia. Todavia, no tratamento Ts (150 mg/L
de mentol) 20% da populagdo amostral, mantida em solugdo anestésica por 300
minutos (dois animais), vieram a ébito, apds terem atingindo o estagio definido como

colapso.

Uma vez que a literatura referente ao uso de mentol visando a inducéo
anestésica em vertebrados é escassa e é, ainda, desconhecida os mecanismos
fisiolégicos envolvidos na agcdo do mentol, possivelmente a mortalidade dos imagos

pode estar associada a exposigao demasiadamente longa ou ao anestésico.

290



Outro fator que pode ter levado os animais a morte € a hipdxia, uma vez que,
durante os estagios mais profundos de anestesia (anestesia cirurgica) a respiragao
pulmonar é cessada, sendo compensada apenas pela respiragao cutanea, embora,
em anfibios, a apneia seja freqientemente observada, em geral, sem grandes
prejuizos a vida do animal (LAFORTUNE, et al., 2001; GENTZ, 2007; MITCHELL,
2009; MITCHELL et al., 2009). Talvez, se durante o periodo de indugao a solugao
anestésica tivesse sido aerada, assegurando o teor de saturacdo de oxigénio, os

animais nao viessem a 6bito.

Uma terceira hipotese seria lise celular em razdo de alteracbes ibnicas
resultantes do uso do mentol. Diversos trabalhos tém demonstrado a existéncia de
interagcdo negativa entre o uso de anestésicos e paradmetros sanguineos e
hematolégicos como, por exemplo, cortisol circulante, glicose plasmatica, numero de
eritrocitos e taxa de hemoglobina, os quais sao indicativos de estresse agudo
(GOMES et al., 2001; BOLASINA, 2006). Sartore et al. (2007), ao avaliarem o uso
de mentol no transporte de alevinos de piaugu (Leporinus macrocephalus),
constataram que a imersdo dos peixes em 8 mg/L de mentol implicou em morte
rapida dos animais. A hipotese formulada pelos autores, para explicar a alta
mortalidade encontrada, foi de lise celular resultante do aumento intracelular do ion

potassio (K*).

Facanha e Gomes (2005), ao avaliarem a eficacia do mentol como
anestésico para juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), verificaram
aumentos significativos do ion potassio no plasma dos peixes exposto a
concentragdes superiores a 50 mg/L e associaram esses aumentos ao rompimento

das células dos animais anestesiados por meio de mentol.
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Mortalidades superiores aos encontrados foram reportadas por Simdes e
Gomes (2009). De acordo com os autores, a exposigao de juvenis de tilapia-do-nilo
em 250 mg/L de mentol, por um periodo de 20min e 30min, induziu a ébito 20% e
10% da populacdo amostral, respectivamente, e concluiram que a margem de
seguranga do mentol para uma exposigao prolongada é baixa. Todavia, em todas as
concentragdes avaliadas, os imagos de ra-touro foram expostos por um periodo 15 a
10 vezes maior do que o relatado por Simbdes e Gomes (2009), obtendo-se baixa
mortalidade (4%, no maximo) de forma que, aparentemente, a margem de

seguranga do mentol para ra-touro € superior ao observado para peixes.

Os valores ajustados pela regressao dos tempos de indugao (Tl) a sedagao
(leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em funcdo da

concentracdo de mentol utilizada, encontram-se na Tabela 72.

TABELA 72 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de indugéo (Tl), em minutos, a sedagao
leve (A1), a sedacao profunda (A,), a anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B.) e
a anestesia cirurgica (B3), em fungao da concentragdo de mentol, em mg/L, de imagos

de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 20g a 30g

Concentragao

(mg/L) At Az B+ B2 Bs
indugéo (minutos)
50 20 27 - - -
75 20 25 35 - -
100 20 23 43 49 84
125 20 21 35 49 84
150 20 20 20 49 84
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O tempo de indugdo a sedacgao leve foi constante, assim, independente da

concentragéao utilizada o valor de Tl foi igual a média, ou seja, de 20 minutos.

Os tempos de indugdo a sedagao profunda ajustaram-se a um modelo linear
decrescente em resposta a variagao da concentragao, indicando que aumentos na
concentragdao de mentol levam a redugao do tempo de indugéo (0,072 minutos para

cada acréscimo na concentragao de 1 mg/L de mentol).

Os tempos de indugdo a anestesia leve ajustaram-se a um modelo raiz
quadrada em resposta & variagdo da concentragdo, com R? de 0,7801. TI
apresentou comportamento inicial crescente, até a concentragcdo de 100 mg/L,
indicando que aumentos na concentragao levam a aumentos no tempo de inducao a
B+ e, em seguida decrescente. Na fase inicial, a taxa de aumento foi de 0,32 minutos
para cada acréscimo na concentragdo de 1 mg/L de mentol enquanto que, na fase

seguinte (decrescente), a taxa de reducéo foi de 0,46 minutos (FIGURA 75).
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FIGURA 75 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de indugdo a anestesia leve (B4)
em fungdo da concentragcdo de mentol, de imagos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), pesando entre 20g e 30g.



Os tempos de indugdo a anestesia profunda e a anestesia cirurgica nao
apresentaram diferengas significativas a partr da dosagem de 100mg/L,

apresentado valores constantes ao longo dos tratamentos avaliados.

Resultados semelhantes foram reportados para reprodutores de curimbata (P.

lineatus) por Valente (2009).

Os valores ajustados pela regressao dos tempos de manutengdo (TM) a
sedacéo (leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em funcéo da

concentracdo de mentol utilizada, encontram-se na Tabela 73.

TABELA 73 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de manutencédo (TM), em minutos, a
sedagdo leve (A;), a sedagédo profunda (A;), a anestesia leve (B;), a anestesia
profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B;) em fungdo da concentragdo de mentol,

mg/L, de imagos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 20g a 30g

Concentragao
(mglL) A1 A B B, B,
Manutengéo (minutos)

50 152 52 - - -
75 300 181 157 - -
100 300 266 253 292 282
125 300 306 299 300 300
150 300 303 310 300 300
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Os tempos de manutencao a sedagao leve ajustaram-se a um modelo nao
linear sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdo. TM apresentou
comportamento crescente até a dosagem de 51,54 mg/L (TM= 264,24 minutos) e,

em seguida, estabilizagao.

Os tempos de manutencao a sedacgao profunda e a anestesia leve ajustaram-
se a modelos quadraticos em resposta a variagao da concentragdo. Em ambos os
casos, TM apresentou comportamento crescente até a dosagem de 125 mg/L,
indicando que aumentos na concentracdo de mentol levam a aumentos no tempo de
manutencao (3,38min/mg/L de mentol e 2,84 min/mg/L de mentol, respectivamente)

e, em seguida, tendéncia a estabilizagcdo (FIGURA 76).

Tempo
(minutos)

400

Tempo

(minutos)
A;=-338,800+9,58571 D05 -0,0354286 DOS* B.=-1583,08+312,702 DOS*-12,9094 DOS

R=0,940080 400 R=0,929383
300 300
303 310
200 1 200
7

0 1 |
10 < 100

0 0

? = 100 " : ” 7 100
125 125
Concentragéo (mg/L) 150 A Concentragdo (mg/L) 150 B

FIGURA 76 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de manutengcdo a sedagao
profunda (A) e a anestesia leve (B) em fungdo da concentracdo de mentol,

de imagos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 20g e 30g.

Os tempos de manutengdo a anestesia profunda e a anestesia cirurgica
ajustaram-se a modelos ndo lineares sigmoidais simples em resposta a variagdo da

concentragéo (FIGURA 77).
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FIGURA 77 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de manutengcdo a anestesia
profunda (A) e cirurgica (B) em fungdo da concentracdo de mentol, de

imagos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 20g e 30g.

De acordo com estes modelos, os pontos de curvatura maxima de B, e Bj
ocorreram nas dosagens de 98,33 mg/L e 99,21 mg/L, respectivamente, indicando o
inicio da estabilizacdo do tempo de manutencéo. Logo, para as variaveis: tempo de
manutencao a anestesia profunda e tempo de manutencao a anestesia cirurgica nao

foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos T3 a Ts.

Os tempos de retorno em geral, com exceg¢ao dos dois Ultimos estagios
anestésicos, apresentaram o mesmo comportamento, redugdo com o aumento da

concentragcao anestésica.

Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno (TR) a sedacao
(leve e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirdrgica), em funcdo da

concentracao de mentol, encontram-se na Tabela 74.

TABELA 74 — Tempos de retorno (TR), em minutos, a sedacéo leve (A1), a sedagao profunda (Ay), a
anestesia leve (B1), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B;) em fungao
da concentracdo de mentol, em mg/L, de imagos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), pesando entre 20g a 30g



Concentragao Estado

(mg/L) normal A Az B B, Bs
Retorno (minutos)
50 - - - - - -
75 61 43 22 14 - -
100 109 78 43 28 21 14
125 125 92 64 42 24 15
150 111 85 85 56 20 11

Os tempos de retorno ao estado normal e a sedagado leve ajustaram-se a
modelos quadraticos em resposta a variacdo da concentragdo, com R? de 0,8325 e
0,8141, respectivamente. TR, em ambos os casos, apresentou comportamento
inicial crescente, até a concentragdo de 125 mg/L, indicando que aumentos na
concentragdo de mentol levam a aumentos no tempo de retorno (1,28min e 0,98min
para cada acréscimo na concentragcdo de 1 mg/L de mentol, respectivamente) e, em

seguida, decrescente (0,56min/mg/L de mentol, TR estado normal € 0,52min/mg/L. TRa1).

Os tempos de retorno a sedagéo profunda e a anestesia leve ajustaram-se a
modelos lineares crescentes em resposta a variagdo da concentragdo, com
aumentos de 0,85 minutos e 0,55 minutos, respectivamente, para cada acréscimo na

concentragédo de 1 mg/L de mentol.

Embora os tempos de retorno a anestesia profunda (B2) e a anestesia
cirurgica (Bsz) ajustaram-se a modelos quadraticos em resposta a variagédo da
concentracdo, com R? de 0,6296 e 0,6120, respectivamente, nas concentragdes
avaliadas, TR em ambos os casos apresentou variagbes pequenas ao longo dos
tratamentos (0,02min/mg/L de mentol, em B, e 0,06min/mg/L de mentol, em Bj)

apresentando comportamento praticamente constante (FIGURA 78).
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FIGURA 78 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de retorno a anestesia profunda
(B,) e a anestesia cirurgica (B3) em fungdo da concentracdo de mentol, de

imagos de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 20g e 30g.

Com base nos resultados obtidos (TI, TM e TR), para esta classe de peso
(20g a 30g), a concentracdo mais adequada para indugcdo a todos os estagios de
sedacéo (leve e profunda) e anestesia (leve, profunda e cirurgica) foi a de 100 mg/L
de mentol, uma vez que, essa dosagem apresentou menores tempos de indugao e
de manutengao proximos aos obtidos nas dosagens maiores € menores tempos de

retorno em cada um dos estagios anestésicos.

Para o manejo diario (triagem, pesagem e mensuragao), em que apenas a
sedacéo leve é necessaria, a dosagem de 50 mg/L é a mais indicada, sedando os
animais por até 2h30min, com o restabelecimento dos imagos sem a necessidade

do manejo de recuperagao (imersdo em agua livre de anestésico).

Para o transporte dos animais a curtas distancias, até 69 Km (considerando a
velocidade média de 80 Km/h), em que apenas a sedagao profunda dos animais é

necessaria, visando a reducéo das atividades metabdlicas, a dosagem de 50 mg/L
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pode, também, ser utilizada, porém, para trajetos mais longos, de até 240 km
(velocidade média de 80 km/h), a dosagem mais adequada é a de 75 mg/L, a

mesma indicada para a anestesia leve por até 2h36min.

5.3.3.3. Classe de Peso 3 (80g — 1009)

Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 50 mg/L (T4), 75

mg/L (T2), 100 mg/L (T3), 125 mg/L (T4) e 150 mg/L (Ts) de mentol.
g g g

No tratamento T4, 100% dos animais alcangaram o estagio de sedacéo leve,
caracterizado pela reducéo do reflexo de fuga e perda parcial do equilibrio. Todavia,
os demais estagios anestésicos (sedagao profunda, anestesia leve, anestesia
profunda e anestesia cirurgica) ndo foram alcangados devido a baixa concentragao

anestésica utilizada.

No tratamento T,, 100% dos animais atingiram o estado de sedacéo leve,
30% a de sedacao profunda e 10% a de anestesia leve. Porém, devido ao numero
reduzido de animais que alcancaram os estagios A, e Bj, supde-se que estes

fossem mais sensiveis a acdo do mentol.

Nas dosagens seguintes (100, 125 e 150 mg/L de mentol), 100% da
populagdo amostral alcangcaram os estagios de sedacdo (leve e profunda) e de
anestesia leve. A anestesia profunda e cirurgica, em T3 e T4, ndo foram alcangadas
por uma parcela representativa da populacdo, sendo observadas, respectivamente,
em 30% e 10% dos individuos, no tratamento T3, e em 50% e 20% dos animais em

Ts.
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No tratamento Ts (150 mg/L de mentol), 70% da populagdo amostral foram
induzidas aos estagios de anestesia profunda e cirurgica. Uma vez que uma parcela
representativa da populagao atingiu os estagios B, e Bs, provavelmente, os 30% dos

animais que nao foram anestesiados fossem mais resistentes a agao do farmaco.

Os valores ajustados pela regressédo dos tempos de indugao a sedacéao leve e
os tempos médios de indugédo a sedacao profunda e a anestesia (leve, profunda e
cirargica), em fungédo da concentragdo de mentol utilizada, encontram-se na Tabela

75.

TABELA 75 — Tempos de indugéo (Tl), em minutos, a sedagao leve (A,), a sedagao profunda (Az), a
anestesia leve (B1), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B;) em fungao
da concentragao de mentol, em mg/L, de juvenis ra-touro (Lithobates catesbeianus),

pesando entre 80g a 100g

Concentragao
(mgil) A A, B B, B3
Indugdo (minutos)

50 36 - - - -
75 29 70 80 - -
100 23 44 62 95 140
125 21 27 55 92 140
150 21 28 56 74 91

Os tempos de inducéo a sedacéo leve, entretanto, ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variagdo da concentracdo, com R? de 0,7757. TI
apresentou comportamento decrescente, até a dosagem de 100 mg/L, indicando que
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aumentos na concentragao levam a reducdes no tempo de indugao (0,26 minutos
para cada acréscimo na concentracdo de 1 mg/L de mentol) e, em seguida,

estabilizacao (FIGURA 79).
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FIGURA 79 - Valores ajustados pela regressado dos tempos de indugao a sedacéo leve (A7) em
fungdo da concentragdo de mentol, de imagos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), pesando entre 80g e 100g.

Nesta classe de peso, os valores ajustados pela regressao dos tempos de
indugdo a sedacado profunda e a anestesia (leve, profunda e cirdrgica) nao se
adequaram aos obtidos em laboratério, apresentando padrées opostos aos
observados. De acordo com os modelos ajustados pela regressao, os tempos de
indugdo, em funcdo da concentracdo de mentol, apresentaram comportamento
crescente, ou seja, Tl aumentava com 0 aumento da dosagem anestésica. Todavia,
em todos os estagios anestésicos avaliados, Tl apresentou correlagdo negativa com

a dosagem de mentol, reduzindo ao longo dos tratamentos.

O néo ajustamento adequado dos dados pode ter ocorrido em funcéo do
pequeno numero de individuos que alcangaram esses estagios anestésicos,
principalmente, nos tratamentos iniciais, e a grande variagao a resposta anestésica

desses individuos. Assim, para esta classe de peso e para os estagios anestésicos
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Az, B4, B> e B3, optou-se pela utilizacdo dos valores médios de Tl ao invés dos

valores ajustados.

Trabalhos que corroboram com os resultados entdo obtidos foram relatados
por Oliveira (2009), ao avaliar o tempo de indugcdo a anestesia profunda em
reprodutores de matrinxa (B. cephalus), por meio de mentol e benzocaina. De
acordo com o autor, em ambos os casos, Tl apresentou comportamento
decrescente, indicando que aumentos na concentracdo dos anestésicos levam a

reducao do tempo de inducao.

Todavia, Valente (2009) relatou a ndo existéncia de diferengas estatisticas
quanto ao tempo de inducdo em reprodutores de curimbata, expostos a diferentes

concentracdes de mentol.

Conforme o exposto para a indugao, os valores ajustados pela regressao dos
tempos de manutengdo e de retorno a sedacado profunda e a anestesia (leve,
profunda e cirurgica) ndo se adequaram aos obtidos em laboratério, adotando-se

dessa forma os valores médios obtidos em cada tratamento.

Os valores ajustados pela regressao dos tempos de manutengdo (TM) a
sedacao leve e os tempos médios de manutencéo a sedagao profunda e a anestesia
(leve, profunda e cirurgica), em fungdo da concentracdo de mentol utilizada,

encontram-se na Tabela 76.

TABELA 76 — Tempos de manutengdo (TM), em minutos, a sedacao leve (A,), a sedagao profunda
(A2), a anestesia leve (B,), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirdrgica (B3) em
fungcdo da concentragdo de mentol, em mg/L, de imagos de ra-touro (Lithobates

catesbeianus), pesando entre 80g a 100g



Concentragao
(mgil) A A, B B, B;

Manutengdo (minutos)

50 282 - - - -
75 300 247 300 - -
100 300 240 238 260 300
125 300 269 256 270 300
150 300 300 286 300 300

Os tempos de manutencdo a sedagao leve ajustaram-se a um modelo ndo
linear sigmoidal simples em resposta a variagado da concentragdo, com R? de 0,9999.
O ponto de curvatura minima ocorreu na dosagem de 46,42 mg/L (TM= 35,76
minutos), indicando o inicio de aumentos expressivos no tempo de manutengéo, e o
ponto de curvatura maxima em 49,43 mg/L (TM= 264,24 minutos), indicando que a
partir dessa dosagem TM comegou a estabilizar (FIGURA 80). Assim, nas dosagens
utilizadas (60 mg/L a 150 mg/L de mentol) ndo houve diferengas significativas no

tempo de manutencdo com o aumento da concentracao.
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FIGURA 80 — Valores ajustados pela regressédo dos tempos de manutencao a sedacéo leve

(Aq) em fungéo da concentragdo de mentol, de juvenis de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), pesando entre 80g e 100g.



Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno (TR) a sedagao

leve e os tempos médios de retorno a sedagao profunda e a anestesia (leve,

profunda e cirurgica), em fungdo da concentragdo de mentol, encontram-se na

Tabela 77.

TABELA 77 — Tempos de retorno (TR), em minutos, a sedacao leve (l;), a sedagao profunda (I,), a
anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3) em fungao
da concentracdo de mentol, em mg/L, de imagos de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), pesando entre 80g a 100g

Concentragao Estado

A A B B B

(mg/L) normal ! 2 ! 2 3

Retorno (minutos)

50 30 15 - - - -
75 62 21 40 - - -
100 89 58 36 30 15 13
125 112 74 52 40 50 30
150 130 120 106 73 65 50
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Os tempos de retorno ao estado normal ajustaram-se a um modelo quadratico
em resposta a variacdo da concentracdo, com R? de 0,8900. TR apresentou
comportamento crescente, indicando que aumentos na concentragdo levam a
aumentos no tempo de retorno, 0,10 minutos para cada acréscimo na concentragao

de 1 mg/L de mentol (FIGURA 81).
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FIGURA 81 — Valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno ao estado normal em
fungdo da concentragdo de mentol, de juvenis de ra-touro (Lithobates
catesbeianus), pesando entre 80g e 100g.

Com base nos resultados obtidos (TI, TM e TR), para esta classe de peso
(80g a 100g), a concentragdo mais adequada para indugéo a todos os estagios de
sedacéo (leve e profunda) e anestesia (leve, profunda e cirurgica) € a de 150 mg/L
de mentol, induzindo a sedacéo e a anestesia 100% e 70% da populagdo amostral,
respectivamente, apdés 20min de imersdo com o restabelecimento completo dos

animais apos 130 minutos de imersao em agua livre de anestésico.

Para sedacao leve, condicdo adequada para acalmar os animais, evitando
possiveis traumatismos, e facilitar o trabalho dos operadores durante a realizacao de
manejos rotineiros como triagem, pesagem e mensuragao, a dosagem de 50 mg/L

pode ser utilizada de maneira efetiva, sedando os animais por até 4h42min, com o
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restabelecimento do comportamento normal das ras apdés 30min de imersao em

agua pura (livre de mentol).

Para fins de transporte dos animais, por até 281 Km (considerando a
velocidade média de 80 Km/h), em que apenas a sedagao € necessaria, visando a
reducao das atividades metabdlicas, a dosagem de 100 mg/L pode ser utilizada,
todavia, durante o periodo de recuperagao (89min) é necessario que as ras sejam
alocadas em baias com pouca agua para evitar o possivel afogamento dos animais
uma vez que, estes podem estar sem equilibrio devido ao aprofundamento da

anestesia até o estagio B (anestesia leve).

5.3.3.4. Classe de Peso 4 (120g — 1609)

Nesta classe de peso as concentragdes utilizadas foram de 75 mg/L (T1), 100

mg/L (T2), 125 mg/L (T3), 150 mg/L (T4) e 175 mg/L (Ts) de mentol.
g g g

Tanto o tratamento T4 quanto o tratamento T, foram eficazes apenas para a
sedacédo leve dos animais, induzindo 100% da populacdo amostral a esse estagio
anestésico. Os demais estagios (sedagao profunda, anestesia leve, anestesia
profunda e anestesia cirurgica) ndo foram alcangados, devido as baixas dosagens

utilizadas.

No tratamento T3, 100% dos animais foram induzidos aos estagios de
sedacao leve e sedagao profunda, porém, os estagios de anestesia (B1, B2 e B3)

nao foram alcangados, devido a baixa concentracdo utilizada.
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Nos tratamentos seguintes, 150 e 175 mg/L de mentol, 100% da populagao
amostral foi induzida aos estagios de sedagao leve, sedagao profunda e anestesia
leve, enquanto que a anestesia profunda e cirurgica foram alcangados, em ambos os
casos, por uma parcela nao significativa da populagcdo amostral, em média, 20%
(dois animais) e 10% (um animal), respectivamente, indicando a baixa eficiéncia
dessas dosagens na indugao de jovens-adultos de ra-touro aos estagios anestésicos

Bz e B3.

Uma vez que, nesta classe de peso os estagios de anestesia profunda e
cirargica nao foram alcangados, uma sexta dosagem, contendo 200 mg/L de mentol,
foi avaliada. Nessa concentragcdo, 100% da populagdo amostral foram induzidas
tanto a sedacgao (leve e profunda) quanto a anestesia (leve, profunda e cirurgica).
Porém, o aumento de 25 mg/L de mentol resultou no aumento da mortalidade para

niveis ndo recomendaveis (acima de 50%), sendo desta forma descartada.

Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de indugdo a sedagao (leve
e profunda) e a anestesia (leve, profunda e cirurgica), em fungdo da concentragao

de mentol utilizada, encontram-se na Tabela 78.

TABELA 78 — Tempos de indugéo (TI), em minutos, a sedagao leve (A,), a sedagao profunda (A), a
anestesia leve (B), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B;) em fungao
da concentragdo de mentol, em mg/L, de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando
entre 120g a 160g

Concentragao

(mglL) Aq Az B B, Bs
Indugdo (minutos)
75 41 - - - -
100 36 - - - -
125 31 51 - - -
150 26 56 82 130 160
175 21 41 138 150 160
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Os tempos de indugdo a sedagéao leve ajustaram-se a um modelo linear em
resposta a variagdo da concentracdo, com R? de 0,7508. Tl apresentou
comportamento decrescente, indicando que aumentos na concentracdo levam a
reducao do tempo de indugao (0,20 minutos para cada acréscimo na concentragao

de 1 mg/L de mentol).

Os tempos de indugdo a sedagao profunda ajustaram-se a um modelo
quadratico em resposta a variagdo da concentragdo, com comportamento inicial
tendendo a estabilidade, ndo apresentando diferengas significativas quanto ao

tempo de inducgao (T3 e T4) e, em seguida, decrescente.

Os tempos de indugao a anestesia leve ajustaram-se a um modelo nao linear
sigmoidal simples em resposta a variagdo da concentragdo, com R? de 0,9999. O
ponto de curvatura minima ocorreu na dosagem de 142,91 mg/L, indicando o inicio
de aumentos expressivos no tempo de indugao, e o ponto de curvatura maxima em

154,82 mg/L, indicando que a partir dessa dosagem Tl comegou a estabilizar.

Em razdo do pequeno numero de animais induzidos aos estagios de
anestesia profunda (dois animais) e anestesia cirurgica (um animal), os valores
estimados pelos modelos de regressao foram inferiores aos observados em
laboratério, subestimando-os. Assim, optou-se pela adogdo dos valores médios
observados em cada tratamento. Visto que, estes valores ndo sao representativos,
uma vez que, ndo foram observados em uma parcela significativa da populagao

amostral, eles ndo foram utilizados como base para recomendacao.
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Os valores ajustados pela regressao dos tempos de manutengao (TM) a
sedacao leve, sedacdao profunda e anestesia leve e os tempos médios de
manutencao a anestesia profunda e cirurgica, em fungéo da concentragdo de mentol

utilizada, encontram-se na Tabela 79.

TABELA 79 — Tempos de manuteng¢ao (TM), em minutos, a sedacéo leve (A;), a sedacgdo profunda
(A2), a anestesia leve (B4), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B;) em
funcdo da concentragdo de mentol, em mg/L, de ra-touro (Lithobates catesbeianus),
pesando entre 120g a 160g

Concentragéo

(mglL) A1 A B B, B,
Manutengéo (minutos)

75 233 - - - -
100 253 - - - -
125 272 250 - - -
150 292 262 264 300 300
175 312 297 294 300 300

Os tempos de manutencédo a sedagao leve ajustaram-se a um modelo linear
crescente em resposta a variagao da concentragdo, com aumentos de 0,79 minutos

para cada acréscimo na concentracao de 1 mg/L de mentol.

Os tempos de manutencao a sedacgao profunda e a anestesia leve ajustaram-
se a modelos nao linear sigmoidais simples em resposta a variagdo da
concentragdo, segundo os quais os pontos de curvatura maxima, que indicam o
momento em que TM passa a ser constante e consequentemente independente da
concentracdo, ocorreram na concentracdo de 125,82 mg/L e 149,78 mg/L,

respectivamente. (FIGURA 82).
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FIGURA 82 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de manutengdo a sedagao
profunda (A,) e a anestesia leve (B1) em fungédo da concentragdo de mentol,

de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre 120g e 160g.

Os valores ajustados pela regressdo dos tempos de retorno (TR) a sedagao
leve, a sedacdo profunda e a anestesia leve e os tempos médios de retorno a
anestesia profunda e cirurgica, em fungdo da concentragdo de mentol, encontram-se

na Tabela 80.

TABELA 80 — Tempos de retorno (TR), em minutos, a sedagéao leve (A1), a sedagao profunda (A,), a
anestesia leve (B1), a anestesia profunda (B,) e a anestesia cirurgica (B3) em fungéo
da concentragdo de mentol, em mg/L, de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando
entre 120g a 160g

Concentragao Estado

(mg/L) normal A i Bi B> Bs
Retorno (minutos)
75 30 14 - - - -
100 33 17 - - - -
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125 40

23 - - - -
150 58 36 13 6 - -
175 84 54 31

15

Os tempos de retorno ao estado normal, a sedacao leve e profunda e
anestesia leve ajustaram-se a modelos quadraticos crescentes em resposta

variagao da concentragdo, indicando que aumentos na concentracido levam

aumentos no tempo de retorno (FIGURA 83).

Tempo Tempo
[minutos) [minutos)
100 60 -
g0 1 50
| a1 0 | 54
60 7 |
30 ]
40 - |
| 20 4
20 10
0 +—u D‘I"-----._
75 ) _-___'T"-—____ 75 — ———
T TTT—
100 TT— 100 T —
125 — 125 ——
150 150 !
Tempo Concentracdo (mg/L) 175 A Concentrac3o (mg/L) 175 B
{minutos)
Tempo
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| 20
30 1 1
| 31 15 l
20 I |
| 10 A
10 -
| 3 5 4
0+ B l
— 0 +—
75 TTTT——
100 ——
125 ———
150
Concentragdo (mg/L, 175 c

Concentragdo (mg/L) 175 D

FIGURA 83 — Valores ajustados pela regressao dos tempos de retorno ao estado normal (A), a
sedacgao leve (B), a sedacgéo profunda (C) e a anestesia leve (D) em fungéo da

concentragao de mentol, de ra-touro (Lithobates catesbeianus), pesando entre
120g e 160g.
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Os tempos médios de retorno a anestesia profunda e cirdrgica foram, em
ambos os estagios anestésicos, de 15 + 7min. Porém, como relatado anteriormente
esses valores sdo referentes a duas observagdes, logo, com baixa significancia e

por isso, descartados nas observagdes posteriores.

Assim, com base nos resultados obtidos, para esta classe de peso (120g a
160g), nédo foi possivel determinar uma concentragdo que induzisse uma parcela
representativa da populagao a todos os estagios de anestesia (A1, Az, B4, B2 e Bs),
uma vez que, os dois ultimos estagios foram alcangados por, em média, 12% e 6%
da populagdo amostral, respectivamente. Todavia, para o manejo dos animais
(triagem, pesagem e mensuragao), em que apenas a sedacao leve é suficiente para
acalmar os animais e facilitar o manejo do operador, as dosagens de 75 mg/L e 100
mg/L podem ser utilizadas, sedando as ras por até 4h e com o restabelecimento do

comportamento normal apds aproximadamente 30min.

Para o transporte dos animais, por até 333 km (considerando a velocidade
média de 80 Km/h), em que a sedacéao profunda é indicada, visando a reducgéo das
atividades metabdlicas, a dosagem de 125 mg/L pode ser utilizada, com o
restabelecimento do comportamento normal das ras apdés um periodo de

recuperacgao de 40min em agua livre de anestésico.

5.3.4. Benzocaina, Eugenol e Mentol

Para possibilitar uma comparacédo entre os anestésicos foi estabelecido um
sistema de classificagao por pontos, de modo que, cada anestésico foi classificado

em “A”, "B” e “C”, de acordo com o desempenho de cada parametro avaliado.
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Na escolha de anestésico as principais caracteristicas determinantes para
selecdo sdo a eficacia em baixas concentragdes ou dosagens, menor tempo de
indugdo e recuperagao e facilidade de manutencdo (ROSS e ROSS, 2008;
OKAMOTO et al., 2009; MARKING e MEYER, 1985). O tempo de manutengao
desejavel de um anestésico depende da finalidade da indugdo anestésica, se for
para transporte a longas distancias, o ideal € que o composto forne¢ga maior tempo
de sedacdo. Ja, para o manejo diario ou transporte a curtas distancias, a

manutencgao a sedacgao por longos periodos ndo é necessaria, sendo indesejavel.

Neste trabalho verificamos a possibilidade de manter os girinos anestesiados

por um longo tempo, logo a manutencgéao longa foi uma caracteristica desejavel.

Assim, de acordo com esses conceitos, cada um dos parametros foi
classificado em “A”, "B” ou “C”, o que forneceu ao anestésico avaliado, um saldo de
3, 2 ou 1 ponto, respectivamente, para cada caracteristica avaliada (concentragao,
tempo de indugao e tempo de retorno), como exemplificado na Tabela 85. A partir do
somatorio do saldo parcial de cada um dos anestésicos, nas quatro classes de peso,

determinou-se o agente anestésico de melhor desempenho geral.
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TABELA 85 — Esquema de pontos dos compostos anestésicos (eugenol, benzocaina e mentol), por

de manutengéo e tempo de retorno

classe de peso, em fungao dos parametros: concentragao, tempo de indugao, tempo

Concentracao

Indugéo Manutencgao Retorno

Classe de peso
(saldo parcial)

Eugenol
Benzocaina

Mentol

Eugenol
Benzocaina

Mentol

Eugenol

Benzocaina

B (2 pontos)
A (3 pontos)

C (1 ponto)

B (2 pontos)
C (1 ponto)

A (3 pontos)

C (1 ponto)

A (3 pontos)

Classe de peso 1 (5g-109g)

A (3 pontos) B (2 pontos) B (2 pontos)

A (3 pontos) A (3 pontos) C (1 ponto)

B (2 pontos) C (1 ponto) A (3 pontos)

Classe de peso 2 (20g-309g)

C (1 ponto) C (1 ponto) C (1 ponto)

B (2 pontos) A (3 pontos) B (2 pontos)

A (3 pontos) B (2 pontos) A (3 pontos)

Classe de peso 3 (80g-100g)

C (1 ponto) C (1 ponto) A (3 pontos)

B (2 pontos) A (3 pontos)
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C (1 ponto)

9 pontos
10 pontos

7 pontos

5 pontos
8 pontos

11 pontos

6 pontos

9 pontos



Mentol B (2 pontos) A (3 pontos) B (2 pontos) B (2 pontos) 9 pontos

Classe de peso 4 (120g-160g)

Eugenol B (2 pontos) B (2 pontos) C (1 ponto) C (1 ponto) 6 pontos
Benzocaina A (3 pontos) C (1 ponto) B (2 pontos) B (2 pontos) 8 pontos
Mentol C (1 ponto) A (3 pontos) A (3 pontos) A (3 pontos) 10 pontos

Parametros (saldo parcial)

Eugenol 7 pontos 7 pontos 5 pontos 7 pontos
Benzocaina 10 pontos 8 pontos 11 pontos 6 pontos
Mentol 7 pontos 11 pontos 8 pontos 11 pontos

Se avaliarmos os parametros (concentragdo, tempo de indugdo, tempo de
manutencgao e tempo de retorno) individualmente por classe de peso, nas classes 1,
3 e 4 a benzocaina apresentou os melhores resultados, sendo eficaz na inducéo de
todos os estagios anestésicos com as menores concentragdes (FIGURA 84). Porém,
na classe de peso 2 (20g-30g) a benzocaina apresentou os piores resultados nos
estagios B, e B3 e equiparou-se ao mentol, que obteve os melhores resultados, nos

estagios A e Az (FIGURA 84B).
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FIGURA 246 - Gréaficos comparativos das concentragdes recomendadas (mg/L) para
inducdo a sedacéao leve (A4), a sedagao profunda (A;), a anestesia leve
(B+1), a anestesia profunda (B;) e a anestesia cirurgica (B3) da benzocaina,
do eugenol e do mentol, em fungédo da classe de peso avaliada 5g-10g
(A), 20g-30g (B), 80g-100g (C) e 120g-160g (D).

Com relagdo ao tempo de inducdo, na classe de peso 1, o eugenol e a
benzocaina foram equivalentes e apresentaram os melhores resultados.Nas classes
seguintes, o melhor desempenho foi obtido pelo mentol e o piores, pelo eugenol

(classes de peso 2 e 3), e pela benzocaina (classe de peso 4).

Quanto ao tempo de manutencio, a benzocaina se sobre saiu aos outros dois
nas classes de peso 1, 2 e 3 e, na classe de peso 4, apresentou valores
intermediarios entre o mentol (melhor desempenho) e o eugenol. No quarto

parametro avaliado (TR) o mentol apresentou os melhores resultados nas classes de
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peso 1, 2 e 4 e na classe de peso 3, desempenho intermediario entre o eugenol

(melhor desempenho) e a benzocaina.

Assim, considerando todas as classes de peso, a benzocaina obteve os
melhores resultados quanto a concentragao e tempo de recuperagao, enquanto que

o mentol e o eugenol foram equivalentes.

Gongalves et al. (2008), entretanto, ao avaliarem o mentol e o eugenol como
substitutos da benzocaina na indugcdo anestésica de juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus) concluiram que ambos os compostos séo eficientes na substituicéo
da benzocaina, mas, a concentracdo de mentol requerida foi superior a do eugenol,

porém, equivalente a da benzocaina.

Quanto ao tempo de indugao, a benzocaina e o eugenol obtiveram resultados
semelhantes, enquanto que, o mentol se sobre saiu. Com relacdo ao tempo de
manutencgao, a benzocaina apresentou os melhores resultados, seguido pelo mentol

e pelo eugenol, que obteve os piores resultados.

Porém, se avaliarmos os anestésicos apenas por classe de peso,
considerando o somatério dos desempenhos obtidos em cada um dos parametros
avaliados (concentragao, tempos de indugcédo, manutengao e retorno) temos que, na
classe de peso 1, a benzocaina e o eugenol foram equivalentes e apresentaram os
melhores resultados, enquanto que nas classes seguintes, 0 melhor desempenho foi
obtido pelo mentol, seguido pela benzocaina e pelo eugenol. Contudo, na classe de

peso 3, o mentol e a benzocaina obtiveram resultados semelhantes.

Embora os trés anestésicos sejam eficientes na indugao anestésica de ras-

touro pés-metamorficas, o mentol e a benzocaina, em geral, (considerando todos os
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parametros avaliados em cada uma das classes de peso), se destacaram em

relagao ao eugenol.

Oliveira (2009), ao avaliar a eficacia da benzocaina, do mentol e do eugenol,
em reprodutores de pacu (Piaractus mesopotamicus), tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) e matrinxa (Brycon cephalus), concluiu que os trés anestésicos sao
eficazes na indugdao anestésica nas trés espécies estudadas, apresentando
desempenhos semelhantes tanto em pacus quanto em matrinxds. Porém, em
tilapias, o mentol necessitou de maiores concentragdes anestésicas (200mg/L) para
a indugao dos animais a anestesia cirurgica, seguida pelo eugenol (150 mg/L) e pela

benzocaina (100 mg/L), que obteve o melhor resultado.

Valente (2009), ao avaliar os mesmos anestésicos citados anteriormente, mas
em reprodutores de piavugu (Leporinus macrocephalus), curimbata (Prochilodus
lineatus) e trairdo (Hoplias lacerdade), concluiu que, nas trés espécies avaliadas,

apenas a benzocaina e o eugenol sao eficientes para a indugéo a anestesia.

Anzileiro et al. (2008), ao avaliarem quatro diferentes anestésicos para o
manejo de jundias (Rhamdia quelen), entre eles o mentol, a quinaldina, o éleo de
cravo e a benzocaina, concluiram que para essa espécie o eugenol e a quinaldina

sd0 0s anestésicos mais seguros e eficazes.

Okamoto et al. (2009), ao compararem a benzocaina e o eugenol como
anestésico para juvenis do pampo (Trachinotus marginatus), concluiram que ambas
as substancias sdo bons anestésicos mas, em termos econdmicos (custo/beneficio),

a benzocaina apresenta melhores resultados.

Na espécie estudada (Lithobates catesbeianus), tanto a benzocaina quanto
o mentol e o eugenol foram eficientes na indugcdo anestésica de animais pos-
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metamorficos. Mas, considerando todas as classes de peso avaliadas e todos os
parametros avaliados, em geral, o eugenol apresentou os piores resultados além de
ser o unico composto avaliado a apresentar efeitos negativos como, o prolapso
gastrico e a possivel irritacdo da superficie da pele dos animais, hipotese levantada
em funcdo da producdo excessiva de muco durante a indugdo anestésica. A
benzocaina e o mentol, além de n&o apresentarem efeitos negativos visiveis,
apresentaram os melhores resultados gerais (menores concentragdes, menores
tempos de indugdo e retorno e maiores tempos de manutengido), sendo

equiparaveis.

6. CONCLUSOES
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O eugenol, o mentol e a benzocaina sdo anestésicos de facil manipulagao,
facil aquisicéo, seguros para os operadores, com boa margem de seguranga para
ra-touro, e eficazes na indugcdo de animais pré e poés-metamorficos, ndo s6 a

sedacao como também a anestesia.

Na fase pré-metamorfica (15 a 75 dias de idade) as dosagens mais indicadas
de eugenol, mentol e benzocaina para sedagado dos animais ficaram entre 10mg/L a
20 mg/L, 10mg/L a 40 mg/L e 15 mg/L a 45 mg/L, respectivamente. Para a anestesia
as concentragdes variaram de 20mg/L a 30 mg/L, para o eugenol; de 25mg/L a 45

mg/L, para o mentol e de 20 mg/L a 55 mg/L, para a benzocaina.

Para o transporte de girinos as dosagens mais indicadas situaram-se entre 18
mg/L a 30 mg/L, para a benzocaina; 10 mg/L a 15 mg/L, para o eugenol e 16 mg/L a

23 mg/L, para o mentol.

Na classe de peso 1 (5g-109g), todos o estagios anestésicos foram alcangados
nas dosagens de 80 mg/L de benzocaina e 120 mg/L de eugenol, enquanto que, nas
classes de peso 2 (20g-30g), 3 (80g-100g) e 4 (120-160g) as dosagens foram,
respectivamente, de 150 mg/L de benzocaina, 120 mg/L de eugenol e 100 mg/L de
mentol; 120 mg/L de benzocaina e 150 mg/L de eugenol e mentol; 175 mg/L de

eugenol.

Em todas as classes de peso avaliadas, a sedacgao leve foi obtida entre as

dosagens de 50 mg/L a 75 mg/L pelos trés anestésicos.

Nas fases pré-metamorficas (15 dias de idade a 75 dias de idade), o
composto anestésico que apresentou o melhor desempenho, considerando

concentracdo utilizada e os tempos de indugcdo, manutencéo e retorno, tanto para
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sedacao quanto para anestesia de girinos de ra-touro, foi o eugenol, enquanto que o

mentol e a benzocaina apresentaram resultados equivalentes.

Todavia, durante a avaliagdo do uso do eugenol foi constatado a ocorréncia
de reacdes toxicas, mesmos que leves, tanto em animais pré-metamoérficos quanto
pos-metamorficos (prolapso gastrico e irritagcdo da pele), além de causar leve

desconforto aos manipuladores.

Na simulagao de transporte, em todas as faixas etarias avaliadas, os agentes
anestésicos mais eficientes para sedagao de girinos de ra-touro por 24 horas foram

a benzocaina e o mentol.

Na fase pds-metamorfica, considerando todas as classes de peso avaliadas
(5g a 160g), em geral, o mentol e a benzocaina se destacaram em relagédo ao

eugenol, apresentando os melhores resultados.

Uma vez que, a eficacia e a equivaléncia do mentol e da benzocaina foram
comprovadas, a escolha entre um ou outro fica a critério do operador, este deve
avaliar, entdo, questdes como facilidade de aquisicdo no comércio local e preco, e

optar pelo mais vantajoso.
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