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RESUMO

OLIVEIRA, Angélica da silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
dezembro de 2009. Avaliacdo de trés anestésicos para espécies de peixes
reprodutores utilizando o método de imersdo. Orientador: Oswaldo Pinto
Ribeiro Filho. Co-orientadores: Luiz Carlos dos Santos, José Cola Zanuncio e
José Teixeira de Seixas Filho.

Avaliou-se o efeito do mentol, da benzocaina e do 6leo de cravo em
pacu (Piaractus mesopotamicus), tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
tailandesa, e matrinxa (Brycon cephalus). Foram testadas as concentragdes de
100, 150, 200 e 250 mg/L de cada anestésico, e trés animais para cada
dosagem. Para o matrinxd, o eugenol foi analisado apenas nos tratamentos de
100 e 150 mg/L. Os tempos de inducdo a anestesia e da recuperacao foram
registrados. N&o ocorreram mortalidades durante e 72 h apds o experimento.
As concentracfes de 100 e 150 mg/L de 6leo de cravo, e todas as dosagens do
mentol e benzocaina testadas, induziram os pacus a anestesia profunda. As
concentracdes de 200 e 250 mg/L de Oleo de cravo, levaram 0s pacus a
cirirgica. O mentol induziu as tilapias a anestesia profunda, nas dosagens de
100 e 150 mg/L, porém 200 e 250 mg/L deste anestésico induziram as tilpias
a anestesia cirdrgica. Todas as concentracfes testadas da benzocaina
induziram esses animais a anestesia cirargica. Todos os tratamentos com 6leo
de cravo levaram as tildpias a anestesia profunda. Os trés anestésicos, em
todas as concentracdes avaliadas, levaram os matrinxas a anestesia profunda.
Concluiu-se que o mentol, o 6leo de cravo e a benzocaina sdo anestésicos de
facil manipulacéo, seguros para os operadores, apresentam boa margem de
seguranca para 0 pacu, matrinxa e tilapia-do-nilo tailandesa, e sdo eficazes
para induzir estas espécies estudas a anestesia. A concentragdo de 100 mg/L
de mentol, 6leo de cravo e benzocaina, foi a melhor para induzir pacu a
anestesia profunda. A dosagem de 200 mg/L de Oleo de cravo foi a mais eficaz
para induzir pacu a anestesia cirdrgica. A dosagem de 100 mg/L de mentol foi
mais eficiente para induzir a tilapia-do-nilo tailandesa a anestesia profunda. E,
200 mg/L de mentol foi a melhor dosagem para induzir a tilapia a anestesia
cirdrgica. A concentracdo 100 mg/L de benzocaina foi a mais eficiente para
induzir tilapia-do-nilo tailandesa a anestesia cirdrgica. Para a inducéo da tilapia-

do-nilo tailandesa a anestesia profunda, a dosagem de 150 mg/l de déleo de

Xi



cravo foi a mais eficaz. A concentracdo de 100 mg/L de mentol, benzocaina e

Oleo de cravo foi a mais eficiente para induzir o matrinxd a anestesia profunda.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Angélica da silva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
December of 2009. Evaluation of three anaesthetics for species of
reproductive fish using the immersion method. Adviser: Oswaldo Pinto
Ribeiro Filho. Co-Advisers: Luiz Carlos dos Santos and José Cola Zanuncio.

Were evaluated the anesthetic effects of menthol, benzocaine and the
clove oil in pacu (Piaractus mesopotamicus), Nile tilapia (Oreochromis
niloticus), of the chitralada ancestry, and matrinxad (Brycon cephalus). Were
tested in concentrations of 100, 150, 200 and 250 mg/L of each anaesthetic,
being three animals for each dosage. For matrinxa, oil of clove was analyzed
only in the treatments of 100 and 150 mg/L. The time of induction to the
anesthesia and the recovery were recorded. There were no mortality during and
72 hours after the experiment. Concentrations of 100 and 150 mg/L of clove oil,
and all dosages the menthol and benzocaine tested induced the pacus to the
deep anesthesia. Concentrations of the 200 and 250 mg/L of clove oil, took the
stage to pacus surgical anesthesia. The menthol induced the tilapia to deep
anesthesia, at dosages of 100 and 150 mg/L, and 200 and 250 mg/L of this
anaesthetic induced the tilapia to the surgical anesthesia. All tested
concentrations of benzocaine induced these animals to the surgical anesthesia.
And all the treatments whith clove oil tilapia led to the stage of deep anesthesia.
The three anaesthetics, at all concentrations evaluated, led matrinxas to the
stage of deep anesthesia. The menthol, benzocaine and clove oil were easily
manipulated, and offered security for the operator during the biometrics and
marking of the fish. These anaesthetics were effective to induce pacu, tilapia of
the tailandesa Nile and matrinxas, to the anesthesia. The concentration of 100
mg/L menthol, clove oil and benzocaine, was better to induce pacu (Piaractus
mesopotamicus) to deep anesthesia. The dosage of 200 mg/L of clove oil was
more effective to induce surgical anesthesia for pacu. The dosage of 100 mg/L
of menthol was more efficient to induce the nile tilapia (Oreochromis niloticus)
tailandesa to the stage of deep anesthesia. The dosage of 200 mg/L mentol
was the best dosage to induce tilapia for surgical anesthesia. The concentration
100 mg/L of benzocane was the most efficient to induce tilapia of the tailandesa

Nile to surgical anesthesia. For the induction of tilapia of the tailandesa Nile to

xiii



the stage of deep anesthesia, the dosage of 150 mg/l of clove oil was the most
effective. The concentration of 100 mg/L of menthol, benzocainn and clove oil

was the most efficient to induce the matrinxa (Brycon cephalus) to the stage of
deep anesthesia.

Xiv



1. INTRODUCAO

A piscicultura € uma atividade em grande expansao nacional (ANTUNES
et al., 2008). Em pisciculturas, os peixes s&o submetidos a diversos fatores
estressantes como, por exemplo, manejo, transporte, biometria e reprodugéo
induzida (SINGLEY e CHAVIN, 1971; FRYER, 1975; DONALDSON, 1981;
WEDEMEYER e MCLEAY, 1981; VIDAL et al., 2008).

O uso de agentes anti estresse € uma pratica comum na aquicultura
moderna (VELISEK et al., 2009). Os anestésicos s&o utilizados para induzir os
peixes a anestesia durante o manejo, transporte, sele¢cdo, marcagao, cirurgias
e procedimentos para a reproducdo artificial (MCFARLAND, 1960;
WESTERFIELD, 1993; GUNN, 2000; WAGNER et al., 2002; ACERATE et al.,
2004; ROUBACH et al., 2005; KIESSLING et al., 2009; WEBER et al., 2009).
Dessa forma, o uso de anestésicos ndo somente ajuda a impedir danos aos
peixes, mas também atenua os niveis de estresse (MCFARLAND, 1960;
WESTERFIELD, 1993; GUNN, 2000; WAGNER et al., 2002; PIRHONEN e
SCHRECK, 2003; ACERATE et al., 2004; ROUBACH et al., 2005; ROSS e
ROSS, 2008; KIESSLING et al., 2009; WEBER et al., 2009).

A anestesia deve ser realizada de forma eficiente tanto do ponto de vista
biolégico quanto econdmico. Biologicamente, a operagdo tem por objetivo
anestesiar os peixes sem causar nenhum problema no crescimento e na
reproducdo. Do ponto de vista econémico, a utilizacido de uma dose correta de
anestésico é fundamental para evitar desperdicios do produto ou a morte dos
peixes por “overdose” (ROUBACH e GOMES, 2001).

Nao ha legislacdo internacional quanto a utilizagdo de anestésicos
quimicos em peixes destinados ao consumo humano (VIDAL et al., 2008).
Geralmente sdo seguidas as recomendagdes da FDA (Food and Drug
Administration) dos Estados Unidos da América (EUA), a qual regulamenta que
quimicos podem ser utilizados em peixes destinados ao consumo (COYLE,
2004). Alguns anestésicos sdo aprovados para uso na aquicultura de alguns
paises. Por exemplo, o metanosulfonato de tricaina (MS-222) é aprovado para
uso no Reino Unido, nos EUA, na Unido Européia, Noruega, Filipinas e na nova

Zelandia; a benzocaina € aprovada para uso nos EUA e na nova Zelandia



(ROSS e ROSS, 2008). Porém, os peixes anestesiados com MS-222 e
benzocaina nos EUA precisam de um periodo de depuragdo da droga de 21
dias, antes de serem destinados ao consumo; no Reino Unido e na Nova
Zelandia, para o MS-222 séo necessarios dez dias de depuracgao; e, ndo existe
periodo especifico de depuragao para a benzocaina na Nova Zelandia (ROSS
e ROSS, 2008).

No Brasil, ndo existem leis especificas regularizando o uso de
substancias quimicas para anestesiar peixes (FACANHA e GOMES, 2005;
DELBON, 2006). Deste modo, também sao adotadas as recomendacgdes da
FDA (FACANHA e GOMES, 2005; DELBON, 2006).

A escolha de um anestésico dever estar relacionada com sua viabilidade
econdmica, disponibilidade, praticidade no uso, eficacia e seguranga para o
usuario (CHO e HEATH, 2000). Substancias quimicas como o metanosulfonato
de tricaina (MS-222) sao utilizadas amplamente em anestesia, porém, além de
ser um anestésico importado e de alto custo (ROUBACH e GOMES, 2001),
apresenta muitas inconveniéncias como inchago dos eritrécitos, hipdxia e
hiperglicemia (ROSS e ROSS, 2008), irritagcdo das branquias, danos corneos e
também alguns transtornos aos trabalhadores pela necessidade de utilizagao
de luvas (CUNHA, 2007). Atualmente, estudos tém reportado anestésicos
alternativos naturais com boa disponibilidade no mercado e baixo custo, como
o eugenol (CUNHA, 2007) e o mentol (GONCALVES, et al., 2008). Produtos
quimicos como a benzocaina, também tém sido utilizados recentemente como
anestésicos para peixes, por reunir caracteristicas relevantes como: eficacia,
baixo custo (OKAMOTO et al., 2009), baixa toxicidade para os manipuladores e
que possuam boa margem seguranga para os peixes (ROSS e ROSS, 2008).

O cuidado com os peixes reprodutores € crucial para determinar, em um
sistema de producgao, o sucesso de sobrevivéncia da prole. Segundo TYTLER
e HAWKINS (1981), o esforgo caracteristico do peixe, durante sua captura ou
manejo, afeta sua fisiologia e comportamento, sendo necessario imobiliza-lo
antes mesmo de tentar executar o procedimento mais simples. Os anestésicos
sao utilizados para tranquilizar os peixes reprodutores durante o transporte e
manejo, sendo que a anestesia desses animais proporciona vantagens: 0s
peixes se acalmam, logo, ndo saltam, reduzindo a possibilidade de se

machucarem, facilidade de manipulagcado dos reprodutores grandes, e, quando



submetidos ao processo de extrusao, as chances deles de espalharem os ovos
sd0 minimizadas (WOYNAROVICH e HORVATH, 1989).

A maioria das pesquisas que estudam os efeitos dos anestésicos em
peixes utiliza alevinos e juvenis, de maneira que dados sobre a agao destes

farmacos em peixes reprodutores sdo ainda escassos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos dos anestésicos do 6leo de cravo, benzocaina e mentol em
reprodutores de pacu (Piaractus mesopotamicus), matrinxa (Brycon cephalus)
e tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) tailandesa, utilizando o método de

imersao.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar os tempos de indugdo a anestesia e de recuperag¢ao do pacu (Piaractus
mesopotamicus), do matrinxd (Brycon cephalus) e da tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus) tailandesa, utilizando 6leo de cravo, benzocaina e

mentol como anestésicos.

Determinar os efeitos anestésicos do 6leo de cravo, benzocaina e mentol nas

especies estudadas.

Comparar o tempo de indugao a anestesia e o tempo de recuperagao entre os

anestésicos testados, para cada espécie estudada.

Avaliar a sobrevivéncia dos peixes apos serem submetidos aos tratamentos

anestésicos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Anestesia em Peixes

A anestesia é um processo reversivel que provoca perda de sensagao
de todo ou em parte do corpo e que resulta em depressao da fungédo nervosa,
causada por um farmaco (WILLIAMS e WILKINS COMPANY, 1982).

Os anestésicos sdo agentes quimicos ou fisicos, que com o aumento da
exposi¢cao ou concentracdo, primeiro acalmam (sedam) um animal e depois
causam perda de mobilidade, equilibrio, consciéncia e finalmente das reagdes
reflexas (COYLE et al., 2004), por evitarem o inicio e condu¢gdo do impulso
nervoso (SUMMERFELT e SMITH, 1990). Um anestésico deve apresentar
acao rapida sobre o sistema nervoso, sem complicagdes posteriores para o
peixe, além de ser econdbmico e de facil manipulacdo (SYLVESTER, 1975;
PIRHONEN e SCHERECK, 2003). Podem ser soluveis ou insoluveis em agua;
os insoluveis sdo primeiramente dissolvidos em um solvente organico e
posteriormente diluidos na agua (BOWSER, 2001).

Os anestésicos podem ser injetados no peixe, embora a maioria seja
administrada na agua (BOWSER, 2001; ROUBACH e GOMES, 2001). Quando
administrado na agua, o anestésico entra através das branquias e da pele no
sistema circulatério do peixe, bloqueando algumas acgdes reflexas
(SUMMERFELT e SMITH, 1990). Segundo ROSS e ROSS (2008), a solugao
da droga € absorvida pelas branquias dos peixes, suas moléculas se difundem
rapidamente para o espago sanguineo na lamela secundaria, que drena para o
sangue da artéria eferente, sendo esta uma rota muito curta para o sistema
nervoso central.

Alguns agentes anestésicos reunem caracteristicas desejaveis:
facilidade de administracdo, eficaz a baixas doses, fornece previsivelmente
sedagao ou anestesia, induzi rapidamente o estado desejado, recuperagao
rapida e tranquila, boa margem de seguranca para O peixe, seguro para 0s
operadores, baixo custo, faceis de serem obtidos (ROSS e ROSS, 2008).

COYLE et al.(2004) reportou que a maioria dos anestésicos pode
produzir varios niveis ou estagios de anestesia nos peixes, caracterizando-os

em quatro etapas: (1) sedacdo, com movimento e respiracdo reduzida; (2)



anestesia, com perda parcial do equilibrio e o peixe n&o reage a estimulo por
toque; (3) anestesia cirurgica, com a perda total do equilibrio e o peixe nao
reage a estimulo por toque e (4) morte, em que ocorre parada da respiragéo e
dos batimentos cardiacos. No entanto ROUBACH e GOMES (2001)
caracterizaram seis estagios de indugcdo a anestesia: (1) sedacgao leve,
caracterizado por perda de reagdo aos estimulos visuais e ao toque; (2)
anestesia leve, em que ocorre perda parcial do equilibrio; (3) anestesia
profunda, caracterizada pela perda total do equilibrio; (4) anestesia cirurgica I,
em que ocorre a diminuicdo dos movimentos operculares; (5) anestesia
cirargica Il, com minimo movimento opercular, e o peixe fica estatico e (6)
colapso medular, caracterizado por overdose ou tempo excessivo de anestesia.

Geralmente, a maioria dos peixes passa por todas as fases de
anestesia. Entretanto, podem ocorrer variacées nas diferentes espécies, no tipo
de anestésico empregado e na dose aplicada (DELBON, 2006). Algumas
dessas fases podem nao ocorrer no processo anestésico de certos peixes
(BROWN, 1993). A avaliacdo dos diferentes estagios de anestesia que um
agente anestésico para peixes pode induzir € bastante subjetiva, e, muitas
vezes, é dificil diferenciar o momento da passagem de um estagio de anestesia
para outro (GILDERHUS e MARKING, 1987). Essa depende de uma série de
fatores, como por exemplo, a habilidade de quem esta manipulando os peixes
e dos procedimentos a serem realizados (BURKA et al., 1997).

Cada anestésico exige uma concentracao diferente para induzir o
estagio de anestesia desejado (ROUBACH e GOMES, 2001), podendo ainda
variar de acordo com a espécie (SUMMERFELT e SMITH, 1990). Por exemplo,
HISANO et al. (2008) observaram que juvenis de dourado (Salminus
brasiliensis) pesando cerca de 21 g, com comprimento total de
aproximadamente 13 cm, expostos a diferentes concentracbes de oleo de
cravo (20, 30, 40, 50 e 60 mg L"), atingiram o terceiro estagio de anestesia
(anestesia profunda), caracterizado pela perda total do equilibrio e da
capacidade de nao restabelecer a posi¢cao normal de nado. De acordo com
GIMBO et al. (2008), a concentragdo de 100 mg/L de benzocaina é a melhor
para a inducdo da anestesia profunda do lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax

altiparanae).



Para realizar a biometria e 0 manejo de peixes reprodutores,
normalmente utiliza-se o estagio de anestesia profunda o qual deve ser
atingido em trés minutos. Para avaliagbes de sanidade e intervengdes
cirurgicas o estagio desejado € o de anestesia cirurgica, e este deve ser
alcancgado entre 3 a 5 minutos (ROUBACH e GOMES, 2001).

HIKASA et al. (1986) estabeleceu cinco os estagios de recuperacao a
anestesia dos peixes: (1) reaparecimento dos movimentos operculares; (2)
retorno parcial do equilibrio e da capacidade de nado; (3) recuperagao total do
equilibrio; (4) nado e reacgao para estimulos externos ainda vacilantes e (5) total
recuperacao do equilibrio e capacidade normal de nado.

Peixes submetidos a anestesia devem se recuperar rapidamente;
tempos inferiores a cinco minutos sao considerados adequados (ROUBACH e
GOMES, 2001). Para COYLE al. (2004), a recuperagao inicial do peixe pode
levar de alguns segundos a varios minutos, e a completa recuperagcdo pode
ocorrer de minutos a horas, ambas dependendo do anestésico administrado e
da espécie utilizada. GILDERHUS e MARKING (1987), SON et al. (2001) e
PARK et al. (2003) consideram 10 minutos o limite maximo para o tempo de
recuperacao.

De acordo com BROWN (1993), COYLE et al., (2004) e ROSS e ROSS
(2008), se o peixe ndo se recuperar da anestesia, ou nao apresentar
movimentos operculares, devem ser realizados os seguintes procedimentos:
aumentar o fluxo de agua livre de anestésico sobre as branquias para acelerar
e normalizar o batimento cardiaco; mover o peixe para frente e para traz no
tanque de recuperagao ou delicadamente passar agua sobre as branquias com
uma mangueira. Esses procedimentos levam ao aumento do fluxo de sangue
nas branquias e elimina a droga mais rapidamente.

Alguns fatores biolégicos podem influenciar a anestesia em peixes, por
exemplo, diferencas inter-especificas no formato do corpo e no tamanho da
area branquial, e diferencgas intra-especificas, como tamanho, variacbées na
taxa metabdlica e quantidade de gordura corporal (BURKA et al., 1997;
ROUBACH e GOMES, 2001; COYLE et al., 2004; ROSS e ROSS, 2008).
ROSS e ROSS (2008) mencionaram que em tilapia é bem conhecido que
alevinos anestesiados junto com peixes bem maiores, surpreendentemente

recuperam-se rapidamente dos efeitos das drogas. O MS-222 e a benzocaina



podem ser soluveis na gordura, consequentemente, em peixes maiores e mais
velhos, que possuem maior deposi¢cdo de gordura nos corpos, ou em fémeas
gravidas, a duracédo da anestesia pode ser prolongada e a recuperagao pode
ser mais lenta, porque a droga é removida aos poucos das reservas lipidicas
através das branquias ou do rim ou por degradagao metabdlica (COYLE et al.,
2004; ROSS e ROSS, 2008).

BROWN (1993), ROUBACH e GOMES (2001), COYLE et al. (2004) e
ROSS e ROSS (2008) também relatam que pH e a temperatura como um dos
principais fatores ambientais que afetam a anestesia de peixes. ROUBACH e
GOMES (2001) citaram que a temperatura determina a taxa metabdlica do
peixe e, que em temperaturas mais altas, essa taxa metabdlica € mais alta e
consequentemente a indugdo a anestesia € mais rapida. De acordo com
HOSKONEN e PIRHONEN (2004), temperaturas mais elevadas aceleram o
metabolismo, reduzindo o tempo de recuperacao a anestesia. Segundo COYLE
et al. (2004), em baixas temperaturas da agua, altas doses ou longo periodo de
exposicao sédo exigidos com MS-222 e benzocaina, presumidamente porque a
taxa de absorcao diminui a baixas temperaturas. Sendo assim, a passagem
fisico-quimica da droga dentro do peixe esta também relacionada com a
temperatura (COYLE et al.,, 2004; ROSS e ROSS, 2008) . De acordo com
HOSKONEN e PIRHONEN (2004), a temperatura apresenta forte influéncia
sobre o efeito anestésico do 6leo de cravo nos peixes. Eles observaram que,
testando as temperaturas de 5, 10, 15 e 20°C, o aumento da temperatura
provocou diminuigdo no periodo necessario para indugdo e recuperacao
anestésica em seis espécies de peixes. Segundo VIDAL et al. (2006), a
temperatura da agua deve ser considerada, uma vez que esse parametro
possui forte influéncia na velocidade com que os animais atingirdo os diferentes
estagios anestésicos.

Quanto ao pH, este esta diretamente ligado a eficiéncia de certos
anestésicos como a quinaldina, que perde sua eficacia em solugdes com baixo
pH. (BURKA et al., 1997; ROUBACH e GOMES, 2001; COYLE et al., 2004;
ROSS e ROSS, 2008). O MS-222, por sem muito acido, abaixa o pH da agua,
sendo essa acidificacdo prejudicial aos peixes, pois pode causar-lhes efeitos
fisiolégicos indesejaveis (ROUBACH e GOMES, 2001; COYLE et al., 2004).



3.2 Anestésicos utilizados em peixes

3.2.1 Oleo de Cravo

O ¢6leo de cravo recentemente tem sido apontado como um anestésico
potencial para peixe (HAJEK et al., 2006). E destilado das flores, hastes e
folnas de Syzygium aromaticum (isto €, Eugenia aromaticum) ou Eugenia
caryophyllata (ROSS e ROSS, 2008). Também tem sido bastante divulgado por
ser um produto natural (HONCZARYK e INOUE, 2009).

O eugenol (2-Methoxy-4-prop-2-enyl-phenol), com férmula molecular
(C10-H12-02) (ROSS e ROSS, 2008), é o componente ativo do 6leo de cravo
(ANDERSON et al., 1997; BRESSLER e RON, 2004; HAJEK et al., 2006). Sua
concentragado varia de 70 a 95% da composig¢ao total do 6leo essencial do
cravo (MAZZAFERA, 2003).

O dleo de cravo é usado como anestésico na medicina humana e
odontologia e € aprovado para uso como um anestésico local em humanos nos
Estados Unidos pela Federal Drug Administration (FDA) (NAGABABU e
LAKSHMAIAH, 1992; SOTO e BURHANUDDIN, 1995). Possui propriedades
antifungica, antiviral, analgésica, antibacteriana e antimicotica (HUSSAIN et al.,
2000).

Além de apresentar ampla disponibilidade no mercado, eficacia e baixo
custo, o eugenol é considerado seguro para o meio ambiente, para os peixes e
para o manipulador (ROUBACH et al., 2005; CUNHA, 2007). Este anestésico
também possui como vantagem ser metabolizado e excretado rapidamente no
organismo do animal, ndo requerendo tempo de caréncia (WAGNER et al.,
2002; KANG et al., 2005). De acordo com KILDEA et al. (2004), o eugenol é
completamente eliminado do tecido do peixe 48 h apds a exposi¢cédo. Portanto,
0 eugenol ndo causa risco a saude do consumidor (CHO e HEATH, 2000;
BRESSLER e RON, 2004).

A utilizacdo do eugenol em peixes acontece na forma de banho de
imers&o, porém em razao da natureza hidrofébica da substéncia, deve-se fazer
uma solugao-estoque em alcool e, apds isso, o anestésico pode ser diluido em
agua (VIDAL et al., 2008).



Varios estudos tém reportado a eficacia do 6leo de cravo: juvenis de
tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus (VIDAL et al., 2008), juvenis de piavugu,
Leporinus macrocephalus (VIDAL et al., 2007c), juvenis de matrinxa, Brycon
cephalus (VIDAL et al., 2007a), Catfish europeu, Silurus glanis L. (VELISEK et
al., 2006), carpa comum, Ciprinus carpio (HAJEK et al., 2006), juvenis de
dourado, Salminus brasiliensis (HISANO et al., 2008).

3.2.2 Benzocaina

A benzocaina (Ethyl 4-aminobenzoate), com formula molecular (C9-H11-
N-O2) (ROSS e ROSS, 2008), € um cristal branco, quimicamente similar ao
MS-222 (COYLE et al., 2004; ROSS e ROSS, 2008). Assim como o MS-222 (3-
aminobenzoic acid ethyl ester methanesulfonate), a benzocaina é derivada do
acido p-aminobenzoico (BOLASINA, 2006) e, por isso, provoca redugao da
ventilagdo nas branquias devido a depressdo dos centros medulares
respiratorios, tendo a hipéxia como consequéncia (DELBON, 2006). Por ser um
anestésico sintético, tem como caracteristica a possibilidade de causar efeitos
adversos nos peixes, tais como perda de muco, irritagao das branquias e danos
nas corneas (INOUE et al., 2003). De acordo com ROUBACH e GOMES (2001)
e COYLE et al. (2004), a benzocaina € uma solugdo neutra, dessa forma,
causa menos agitacao e irritagdo aos peixes do que o MS-222.

Por ter baixa solubilidade na agua, a benzocaina deve primeiramente ser
dissolvida em etanol ou acetona (BURKA et al., 1997; COYLE et al. 2004;
ROSS e ROSS, 2008). O parametro usado € preparar uma solugao estoque
em etanol ou acetona (geralmente 100 g/L) podendo ser mantida por mais de
um ano quando fechada em uma garrafa escura (COYLE et al., 2004).

De acordo com MEINERTZ (1999), a benzocaina é utilizada como
anestésico geral para peixes pelo método de imersdo. ROUBACH e GOMES
(2001) reportaram que a benzocaina € um anestésico seguro para os peixes,
pois ocorre mortalidade somente quando eles sao expostos a uma dose trés
vezes maior do que a ideal, e que peixes anestesiados com uma dose
considerada ideal por até 30 minutos ndo morrem.

A benzocaina é bastante utilizada, pois tem baixo custo, boa
disponibilidade no mercado (GILDERHUS e MARKING, 1987; GILDERHUS,
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1989; ROUBACH e GOMES, (2001) e baixo risco aparente de intoxicacao aos
operadores (ALLEN, 1988; GOMES et al., 2001; ROUBACH e GOMES, 2001,
ROSS e ROSS, 2008). ANTUNES et al. (2008) observaram que a indugéo a
anestesia com benzocaina ocorre entre dois a quatro minutos, e a recuperacao
em tempo inferior a dez minutos. A exposicao a este anestésico nao prejudica
0 crescimento ou a capacidade reprodutiva das espécies de peixes testadas
(ROSS e ROSS, 2008; ROUBACH e GOMES, 2001). A dureza e o pH da agua
nao afetam a eficacia deste farmaco (IVERSEN et al., 2003; ROSS e ROSS,
2008). Por ser um anestésico soluvel em gordura, o tempo de recuperagao a
anestesia pode ser prolongado em animais mais velhos ou em fémeas
gravidas, ou seguido de longa exposigao (ROSS e ROSS, 2008).

A benzocaina é aprovada para uso na aquicultura dos EUA e da Nova
Zelandia, e, seguindo as recomendacdes da FDA, o periodo de depuragao para
0s peixes anestesiados com esse farmaco nos EUA é de 21 dias, e na Nova
Zelandia ndo existe um tempo especifico de retirada da droga (ROSS e ROSS,
2008).

Varios estudos tém relatado a acdo da benzocaina como um anestésico
eficaz em diferentes espécies de peixes, como por exemplo, em lambari-do-
rabo-amarelo, Astyanax altiparanae (GIMBO et al., 2008); juvenis de matrinxa,
Brycon caphalus (INOUE et al., 2004); juvenis de tambaqui, Colossoma
macropomum (GOMES et al., 2001); juvenis do pampo, Trachinotus marginatus
(OKAMOTO et al., 2009); Juvenis de tilapia, Oreochromis niloticus (DELBON,
2006).

3.2.3 Mentol

Entre os anestésicos naturais produzidos no Brasil, encontramos o
eugenol e o mentol (GONCALVES et al., 2008).

O mentol é um dleo essencial extraido de plantas do género Mentha
(MARTINS et al., 2000; SIMOES e GOMES, 2009), que d& as plantas o cheiro
e o sabor caracteristico (GALEOTTI et al., 2002). Dentre as varias espécies
dessas plantas que contém o mentol, estdo a hortela-pimenta, Mentha piperita,
(GALEOTTI et al., 2002) e a hortela, Mentha arvensis L., (MATOS, 2000).

Possui propriedades anestésicas, antiespasmaddicas, anti-inflamatdrias,
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antiulceras e antivirais, sendo de grande importancia econémica na industria
farmacéutica (LORENZO et al., 2002) e também na alimenticia e de cosméticos
(SIMOES e GOMES, 2009).

O mentol tem varias caracteristicas que o qualificam como um
anestésico adequado para peixes: eficacia e boa margem de seguranga para o
peixe (GONCALVES et al., 2008) e para o operador na concentragdo utilizada
(ROUBACH e GOMES, 2001). Este anestésico também é utilizado em
farmacias de manipulagédo, sendo facilmente encontrado no mercado local a
baixo custo (FACANHA e GOMES, 2005).

Embora o mentol seja procedente de uma planta medicinal, ainda nao se
sabe sobre a existéncia de residuos na carcaga ou de alteracdo do sabor, bem
como sobre as alteragdes fisioldgicas nos peixes decorrentes do uso deste
produto (GONCALVES et al., 2008). Sendo assim, para o mentol ser aprovado
como anestésico para uso pelas autoridades competentes, € necessario
conhecer o tempo residual desta substancia no tecido do peixe (FACANHA e
GOMES, 2005).

3.3 Caracteristicas das espécies

3.3.1 Tilapia-do-nilo da linhagem chitralada

A tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, (Linnaeus, 1758), pertence a
Classe Osteichtyes, Ordem Perciformes e Familia Cichlidae (NAKATANI,
2001). E a espécie mais cultivada no Brasil e esta entre as mais importantes na
piscicultura mundial (FAO, 2007), especialmente devido a algumas
caracteristicas como: a alta taxa de crescimento, a rusticidade, o habito
alimentar onivoro, pela facilidade de obtencéo de larvas (FURUYA et al., 2004),
a facil aceitagdo de ragcédo e a grande resisténcia as doencas, além de serem
tolerantes & baixa concentracdo de oxigénio na agua (SIMOES e GOMES,
2009), uma vez que suportam valores inferiores a 1,0 mg/L (EL-SAYED ALI et
al., 2003). Além disso, a tilapia possui carne de otima qualidade a boa
aceitagao pelo mercado consumidor (BORGES et al., 2005).

As tilapias spp., tornam-se sexualmente maduras em poucos meses, €
reproduzem o ano todo (WOYNAROVICH e HORVATH, 1989). De acordo com
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NAKATANI (2001), a desova da tilapia nilética é parcelada e elas nao realizam
migragdes reprodutivas. Segundo este mesmo autor, esta espécie de peixe
constrdi ninhos junto ao sedimento para depositar seus ovos, incubando-os na
boca.

A tilapia-do-nilo da linhagem Chitralada, mais conhecida como
Tailandesa, foi desenvolvida no Japao e melhorada no Palacio Real de
Chitralada, na Tailandia (ZIMMERMANN, 2000). Foi introduzida oficialmente
no Brasil no ano de 1996, com 20.800 exemplares importados do Agricultural
and Aquatic Systems, do Asian Institute of Technology (AIT), com sede na
Tailandia (ZIMMERMANN, 1999).

A tilapia-do-nilo, Oreochromis niloticus, linhagem chitralada, é a mais
utilizada na produgédo comercial (KUBITZA, 2000). Essa variedade destaca-se
por apresentar desempenho de crescimento superior em relagcdo as outras
espécies de tilapia (ZIMMERMANN, 2000).

A tilapia-do-nilo € uma espécie que apresenta espinhos 0sseos nas
nadadeiras, que freqientemente provocam machucados nos técnicos. Dessa
forma, o uso de anestésicos nesta espécie ajuda ndo somente reduzir o
estresse do animal durante 0 manejo, mas também aumenta a seguranga dos

operadores durante praticas de rotina em pisciculturas (VIDAL et al., 2008).

3.3.2 Matrinxa

O Matrinxad, Brycon cephalus, (Gunther, 1869), pertence a ordem
Characiformes, familia Characidae e subfamilia Bryconinae (NAKATANI, 2001).
E uma espécie de peixe originaria da bacia Amazénica que desperta grande
interesse em pesquisadores, piscicultores, pesque-pague e agroindustria de
pescado de todo o Brasil (PIZANGO-PAIMA, 2001; IZEL e MELO, 2003).

O matrinxa € uma espécie migratoria, ou de piracema, e sua reprodugéo
em ambiente natural ocorre no inicio do periodo da enchente, entre dezembro
e fevereiro (ZANIBONI e REZENDE, 1988). De acordo com NAKATANI (2001),
o periodo reprodutivo dessa espécie estende-se de dezembro a janeiro. O
matrinx@ possui habito alimentar herbivoro ou onivoro (NAKATANI, 2001),
alimentando-se na natureza basicamente de sementes e frutos na época da

cheia e de insetos, pequenos peixes, moluscos e crustaceos na época da seca
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(GOULDING, 1980). Em condicbes de cultivo, essa espécie aceita racdes
artificiais, bem como subprodutos agroindustriais (GRAEF et al., 1987).

A crescente procura por essa espécie para criagdo em ambientes
controlados se deve, principalmente, a sua facil adaptacdo ao cativeiro,
aceitacdo de alimentos tanto de origem vegetal quanto animal, seu rapido
crescimento e elevado valor comercial (PIZANGO-PAIMA, 1997; IZEL, 2000;
SOARES, 2000; CARNEIRO e URBINATE, 2001; PIZANGO-PAIMA, 2001).

O matrinxd movimenta-se em excesso durante 0 manejo e transporte, o
que pode causar ferimentos e perdas de escamas, e, consequentemente,
resultar na manifestacdo de doengas provocadas por microrganismos e/ou a
morte (KUBITZA, 2003; INOUE et al., 2004; BARBOSA et al., 2007). Além do
mais, 0os movimentos bruscos dos animais também podem colocar em risco a
seguranga dos trabalhadores, principalmente ao manusearem equipamentos
como, por exemplo, bisturis, agulhas e balangas eletronicas. Esse risco

aumenta quando os peixes sao de grande porte (BARBOSA et al., 2007).

3.3.3 Pacu

O pacu, Piaractus mesopotamicus, (Holmberg, 1887), pertence a ordem
Characiformes e a subfamilia Myleinae, e é originario da Bacia do Prata
(NAKATANI, 2001). E uma espécie considerada de grande potencial para a
piscicultura, principalmente na regiao Centro-Oeste e Sudeste do Brasil, pela
exceléncia de sua carne e importéncia na pesca comercial em suas regides de
origem, além de seu potencial zootécnico e rusticidade (QUEIROZ et al., 2005).
Também é uma espécie importante para a aquicultura por apresentar habito
alimentar onivoro e por ter boa aceitacdo pelo consumidor (URBINATI e
GONSALVES, 2005). Segundo VIEGAS et al. (2008), o pacu também uma
espécie muito utilizada para pesca esportiva no Brasil. Recebe nomes
diferentes de regido para regido, como caranha, pacu-caranha ou pacu-guagu
(REIS NETO, 2007). E um peixe de grande porte, com o corpo robusto e
arredondado e apresenta o dorso cinza-escuro e o ventre amarelo-dourado
(VAZ et al., 2000).

O pacu é um peixe reofilico que, em ambiente natural, realiza migracdes

reprodutivas, as quais culminam com a desova (BOCK e PADOVANI, 2000).
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Seu periodo reprodutivo se estende de novembro a janeiro (NAKATANI, 2001).
No entanto, segundo REIS NETO (2007), este periodo varia de outubro a
marco. Quando em ambiente confinado, o pacu apresenta bloqueios no seu
ciclo gonodal e sé reproduz artificialmente, isto &, através de indugdo hormonal
(LIMA et al., 1991), a fim de liberar os gametas (CASTAGNOLLI, 1981).
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério da piscicultura do Dr.
Joao Batista Teixeira, localizado na zona rural do municipio de Vigosa, Minas
Gerais em junho de 2009. Foram utilizados peixes reprodutores de pacu (2,73
+ 0,51 kg e 46,44 + 3,26 cm), matrinxad (1,38 £ 0,11 Kg e 41,07 + 1,14 cm) e
tilapia tailandesa (0,122 + 0,04 Kg e 16,66 + 1,63 cm), oriundos desta
piscicultura.

Vinte e quatro horas antes do inicio do experimento, o arragoamento foi
suspenso. A despesca dos peixes foi realizada as 9h da manha. Os pacus e os
matrinxds foram capturados dos tanques de terra com rede de arrasto em
malha grossa de 5 cm. Ja as tilapias foram capturadas com tarrafa, pois sao
animais menores e de facil captura. Apds captura, os peixes foram
transportados através de baldes com capacidade para 60 L de agua para o
laboratério da piscicultura e acondicionados em tanques de alvenaria com
capacidade para 300 L, com fluxo constante de agua corrente.

Foram utilizados 12 peixes para cada tratamento dos anestésicos, sendo
trés animais para cada concentracdo. Os anestésicos testados foram o 6leo de
cravo, benzocaina e mentol. Para todos os tratamentos, utilizou-se as
seguintes concentragdes em mg/L: 100, 150, 200, 250. Matrinxas reprodutores
sdo peixes pouco encontrados na regiado, portanto, nao foi possivel completar o
numero necessario de exemplares para realizar os testes com as
concentragdes de 200 e 250 mg/L de eugenol.

Os trés anestésicos foram previamente diluidos em etanol na
concentragcdo de 1g/ 10 mL, devido as suas caracteristicas hidrofobicas
(INOUE et al., 2003), na proporcédo 1:9. A solucdo mae do mentol e da
benzocaina foram adquiridas por uma farmacia de manipulacéo, e o 6leo de
cravo foi comprado por um fornecedor e sua solucdo méae foi preparada no
laboratério da ranicultura da UFV.

Para calcular o volume inicial para cada concentracdo avaliada, foi
utilizada a equacgao C4V1= C,V2. C¢ e V4 sao, respectivamente, a concentracao
e o volume iniciais, e C, e V;respectivamente iguais a concentragao e o volume

finais. O V; utilizado foi igual 30 L. Os volumes iniciais encontrados foram 30
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mL, 45 mL, 60 mL e 75 mL, respectivamente para as concentracbes 100 mg/L,
150 mg/L, 200 mg/L e 250 mg/L.

Para cada anestésico testado, utilizou-se uma caixa de isopor,
previamente reforcada com fita adesiva, com capacidade para 80 L. O isopor &
um isolante térmico, e o intuito foi manter a temperatura da agua constante
para evitar que esta ndo comprometesse a eficacia do anestésico, interferindo
nos resultados. Para o teste, cada concentracdo da solugcdo anestésica a ser
testada foi colocada na caixa de isopor, apds, foi adicionada agua até
completar 30 L. Apds cada teste, as caixas foram lavadas com agua corrente
para evitar a contaminagado das dosagens.

As temperaturas da agua do tanque onde os peixes foram
acondicionados antes dos testes, da caixa de indugdo e a do tanque de
recuperacgao da anestesia foram aferidas com termémetro digital a laser.

Para manusear os peixes, foram utilizadas luvas cirurgicas, toucas e
mascaras para proteger o operador. Um animal por vez foi retirado
cuidadosamente do tanque de alvenaria com um puca, e acondicionado dentro
da caixa de isopor contendo a concentracdo anestésica a ser testada. Apds,
seguiu-se 0 mesmo parametro de indugao a anestesia adotado por VIDAL et al.
(2007a), sendo este a auséncia de movimentos dos peixes nas caixas (Figura
1). O tempo de inducdo a anestesia foi monitorado através de um cronémetro
digital, sendo quantificado assim que cada peixe foi imerso dentro da solugéo
anestésica a ser testada, até a perda total de seu movimento dentro da caixa

de isopor.
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FIGURA 1. Exemplar de Pacu (Piaractus mesopotamicus) imerso em

solucao anestésica.

Depois de observada a inducio a anestesia, o peixe foi retirado da caixa
de isopor, e colocado sobre uma bancada com panos umidos. A seguir, a
resposta comportamental do animal sob efeito anestésico foi observada, e o
seu estagio de anestesia atingido estabelecido, seguindo-se a metodologia
proposta por VIDAL et al. (2008) modificado de ROSS e ROSS (2008), descrito
na Tabela 1. Em seguida, foi realizada a marcagédo do animal em uma das
nadadeiras pélvicas ou na caudal, com micangas de diferentes cores,
arramadas com nylon. Posteriormente, foi feito a biometria do peixe, simulando
um manejo de rotina em piscicultura. Para quantificar o peso (g), o peixe foi
colocado em uma sacola plastica, a qual foi pendurada em uma balancga portatil
eletrbnica com capacidade para 50 kg e precisdo de 20 g (Figura 3), e o
comprimento padréo (cm) foi medido com uma trena de 2 m (Figura 2). Apods, o
peixe foi transportado com as maos para um tanque de alvenaria com
capacidade para 300 L, com renovagao continua de agua com vazéo de 18
L/mim, para observacdo e contagem do tempo de recuperacao utilizando um
cronbmetro digital. O parametro comportamental indicativo ao retorno do peixe
a anestesia foi adaptado de acordo com HIKASA et al. (1986) (Tabela 2).
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FIGURA 2. Medida do comprimento padrdao (cm) de um exemplar de pacu

(Piaractus mesopotamicus), com o uso de uma trena.

FIGURA 3. Determinagdo de peso de um exemplar de pacu (Piaractus
mesopotamicus).

Apos a recuperagao, os peixes foram capturados com um puga,
colocados em baldes com capacidade para 60 L de agua e transportados de

volta aos tanques de origem. Nos tanques de terra foi observado o tempo de
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retorno a alimentagdo dos animais, e a ocorréncia da mortalidade por um
periodo de 72 horas.

Os testes foram registrados por maquina fotografica digital.

Analise estatistica

O experimento foi disposto segundo o0 esquema de parcelas
subdivididas, tendo nas parcelas as concentracdes e nas subparcelas o tempo
de avaliagcédo no delineamento inteiramente casualizado com trés repetigoes.

Os dados foram analisados por meio de analise de variancia e
regressao. Para o fator qualitativo (anestésico) as médias foram comparadas
utilizando-se o teste de TUKEY, adotando-se o nivel de 10% (p < 0,01) de
probabilidade. Para o fator quantitativo, os modelos foram escolhidos baseados
na significancia dos coeficientes de regresséao utilizando-se o teste t, adotando-
se o nivel de 5% (p < 0,05) de probabilidade, no coeficiente de determinacao

(R*=S. Q. regressado/ S. Q. Tratamento) e no fendmeno bioldgico.
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TABELA 1. Estagios de anestesia em peixes

Estagio  Descrigao

Resposta comportamental em peixes

0 Normal

I Sedacao leve

I Sedacao profunda

11 Narcose

IV Anestesia profunda

V' Anestesia cirurgica

VI Colapso medular

Reativos a estimulos externos; batimentos
operculares normais; reagdo muscular normal.

Reativos a estimulos externos; movimentos

reduzidos, batimentos operculares mais lentos;
equilibrio normal.

Perda total da reatividade aos estimulos externos,

exceto forte pressao; leve queda do movimento
opercular; equilibrio normal.

Perda parcial do tdnus muscular; natacao erratica,
aumento dos movimentos operculares; reativos
apenas a forte estimulo tatil ou vibragéo.

Perda total de tdnus muscular; perda total de
equilibrio; batimento opercular lento, porém regular.

Auséncia total de reacdo, mesmo a forte estimulo;
movimentos operculares lentos e irregulares;

batimentos cardiacos lentos; perda total de todos os
reflexos.

Parada da ventilacido; parada cardiaca; morte

eventual.

*VIDAL et al. (2008), modificado de Ross & Ross (2008).
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TABELA 2. Estagios de recuperagao anestésica

Estagio Resposta comportamental

I Reaparecimento dos movimentos operculares

Il Retorno parcial do equilibrio e da capacidade de nado
[l Recuperacao total do equilibrio

v Nado e reagao a estimulos externos ainda vacilantes

\% Total recuperacao do equilibrio e capacidade normal de nado

*Modificado de Hikasa et al. (1986).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os pacus, matrinxds e tilapias tailandesas, para os trés
anestésicos testados, em todas as concentracbes avaliadas, ao serem
acondicionados nas caixas de isopor contendo os farmacos e suas respectivas
concentracdes, inicialmente ficaram hiperativos. Devido a essa hiperatividade,
assim que os peixes foram acondicionados nas caixas, estas foram
imediatamente fechadas para evitar o desperdicio das concentracdes
anestésicas. Apos a tranquilizacdo dos animais, as tampas das caixas foram
retiradas, para posterior observagdao do comportamento, o qual foi evidenciado
pela perda dos movimentos das nadadeiras até que os peixes ficassem sem
equilibrio, posicionando-se para um lado. Devido a necessidade de fechar as
caixas logo que os peixes foram acondicionados para serem induzidos a
anestesia, os movimentos operculares destes animais ndao foram observados
nesta etapa. VIDAL et al. (2007a) e VIDAL et al. (2008) ao estudarem,
respectivamente, juvenis de matrinxa com 3,31 £ 0,57 g e juvenis de tilapia-do-
nilo, com peso médio de 5,34 g, também observaram essa hiperatividade
utiizando o eugenol como anestésico. Segundo Collins (1978), essa
hiperatividade é o primeiro comportamento observado em um animal submetido
a anestesia geral.

Em todos os peixes testados, para todas as concentragdes anestésicas
avaliadas, ap0s serem anestesiados e aplicados os procedimentos de
biometria e marcacéo, observou-se que quando acondicionados no tanque de
recuperacao, todos os animais primeiramente normalizaram os movimentos
operculares, e aos poucos comecaram a movimentar as nadadeiras até
recuperarem totalmente o equilibrio e a capacidade de nado.

Os pacus e os matrinxas, por se tratar de animais de grande porte, séo
animais que movimentam bruscamente o corpo e suas nadadeiras durante o
manejo, sendo necessario mais de um operador para manusea-los durante
este procedimento. A agitagdo desses animais pode machucar os operadores
e comprometer o trabalho dos manipuladores, além de aumentar o tempo de
exposi¢cao em que os peixes ficam fora de seu ambiente. Depois de submetidos
aos tratamentos com o mentol, 6leo de cravo e benzocaina, apenas um

operador foi necessario para manejar 0s pacus € os matrinxas, os quais,
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durante a biometria e marcacgao, ficaram estaticos, sem reagao alguma que
pudesse interferir no trabalho do manipulador. Isto evidencia que os trés
anestésicos testados mostraram seguranga para o operador durante os
procedimentos rotineiros em piscicultura, uma vez que ndo ocorreu nenhum
acidente, além de diminuir o tempo que o animal ficou fora de seu ambiente.

As tilapias manuseadas sem tratamento anestésico, durante o manejo
ericam suas nadadeiras e ficam hiperativas, e mesmo sendo de pequeno porte,
os raios contidos em suas nadadeiras podem ferir os operadores. Durante os
procedimentos executados, esses peixes, apos serem anestesiados, foram
facilmente manejados, evidenciando que o mentol, o 6leo de cravo e a
benzocaina apresentaram seguranga para o operador.

O mentol, a benzocaina e o 6leo de cravo apresentaram-se seguros
para os pacus, matrinxas e as tilapias tailandesas, pois durante o manejo esses
animais nao correram o risco de quedas, perdas de escamas devido a
movimentos excessivos do corpo, € nenhuma morte.

A figura 4 mostra o acondicionamento de um exemplar de pacu
(Piaractus mesopotamicus), no tanque de recuperagao da anestesia. As figuras
5 e 6, mostram, respectivamente, um exemplar de tilapia-do-nilo tailandesa
(Oreochromis niloticus) e um exemplar de matrinxa (Brycon cephalus),
acondicionados no tanque de recuperacao da anestesia.

Nao foi observada nenhuma mortalidade de pacus, matrinxas e tilapias
tailandesas durante e 72 h apds o teste de indugao a anestesia.

O retorno a alimentagao de todos os peixes, das trés espécies avaliadas,

ocorreu normalmente dois dias apos o término do experimento.
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FIGURA 4. Acondicionamento de um exemplar de pacu (Piaractus

mesopotamicus), no tanque de recuperagao da anestesia.

FIGURA 5. Exemplar de tilapia-do-nilo tailandesa (Oreochromis niloticus),

acondicionado no tanque de recuperacéo da anestesia.
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FIGURA 6. Exemplar de matrinxad (Brycon cephalus) no tanque de recuperagéo

da anestesia.

5.1 Pacu

As temperaturas médias (em °C) da agua do tanque onde os pacus
foram acondicionados antes da anestesia, da caixa de indugdo e a do tanque
de recuperacao da anestesia foram, em média, 18,13 + 1,95; 18,11 + 0,97 e
17,54 £ 1,93, respectivamente.

As concentragées de 100 e 150 mg/L de d6leo de cravo, e todas as
dosagens do mentol e da benzocaina testadas, induziram os pacus a anestesia
profunda. Todos os animais que atingiram o estagio de anestesia profunda
perderam totalmente o equilibrio e apresentaram movimento opercular lento e
regular durante a biometria.

Nas concentragdes de 200 e 250 mg/L de 6leo de cravo, os peixes
atingiram o estagio de anestesia cirurgica. Todos os animais que atingiram
esse estagio, durante a biometria ndo apresentaram movimento opercular.

GONCALVES et al. (2008), testando o mentol como anestésico para
juvenis de pacu, observaram que as concentragdes avaliadas (50, 100, 150 e

200 mg/L) levaram os peixes a anestesia profunda. Estes mesmos autores
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observaram que o eugenol nas concentragdes de 25, 50 e 100 mg/L também
induziu os animais a anestesia profunda. GIMBO et al. (2008) observaram que
as concentragbes de 100 e 125 mg/L de benzocaina induziram o lambari-do-
rabo-amarelo, Astyanax altiparanae, (peso médio de 3,5 + 1,7 g e comprimento
total médio de 6,0 £ 1,0 cm), ao estagio de anestesia profunda.

A Tabela 3 apresenta os valores do tempo de inducdo e do tempo de
recuperacao para os anestésicos e as concentracdes. Verifica-se que para o
tempo de indugdo, somente os anestésicos ndo apresentaram significancia.
Todas as fontes de variacao tiveram efeito significativo para o tempo de

recuperacao.

TABELA 3. Resumo da analise de variancia do tempo de indugéo (TI) e
Tempo de Recuperagdo (TR), ambos em segundos, dos
Anestésicos (AN), das Concentragbes (C), para o pacu

(Piaractus mesopotamicus)

QUADRADOS MEDIOS

F.V GL Tl TR
AN 2 8456.58"° 1888612,00"
Residuo (a) 6 8266,38 79273,64

C 3 16898,92" 897745,30"
AN x C 6 9979,25 579893,10"
Residuo (b) 18 2922,72 59226,79
C.V. (%) Parcela 45,59 68,47
C.V. (%) Subparcela 27,10 59,18

** F significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
* F significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
NS. F nao F significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Na tabela 4 encontram-se as médias das variaveis tempos de indugao
(Tl) e de recuperagéao (TR) para as concentragdes (C) e tipo de anestésicos
(AN).

TABELA 4 Valores médios dos tempos de indugdo e de recuperagdo em
segundos, para as respectivas combinagbes de anestésicos e
concentragbes, observados nos testes com pacu (Piaractus

mesopotamicus)

Tl TR
C AN1 AN2 AN3 AN1 AN2 AN3
100 220ab 260a 140b 180a 100a 280a
150 200a 220a 240a 180a 140a 460a
200 300a 180b 223ab 140.3b 160b 660.3a
250 198.6a 60.0b 51.3ab 197b 360b 2076.3a

As médias com pelo menos uma mesma letra na linha para cada variavel nao diferem entre si
ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste de TUKEY;

Tl = tempo de indugéo (s); TR = tempo de recuperagédo (s); C= concentragdo em mg/L; AN1=
Mentol; AN2= Benzocaina; AN3= Eugenol.

Na concentragao de 100 mg/L, o Tempo de Indugado (TlI) médio dos
pacus anestesiados com eugenol (AN3) apresentou redugao significativa em
relacdo ao Tl médio dos pacus tratados com a benzocaina (AN2). O mesmo foi
encontrado por WALSH e PEASE (2002), avaliando o éleo de cravo como
anestésico para enguia (Anguilla reinhardtii), com tamanhos de 433-1065 mm,
ao compararem o tempo médio de indugdo dos animais expostos ao d6leo de
cravo e a benzocaina. Estes autores observaram que na concentracao de 60
mg/L, a 25°C, e salinidade de 18 g/L, o tempo de indugao para o 6leo de cravo
foi significativamente menor do que o tempo de indugdo para a benzocaina.
Nesta mesma concentragao, o mentol (AN1) ndo se diferiu estatisticamente do
AN2 e do AN3.
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As respostas obtidas para o Tempo de Recuperacédo (TR), dos pacus
anestesiados com AN1, AN2 e ANS3, na concentracdo de 100 mg/L, n&o
apresentaram diferencas significativas. Por outro lado, GONCALVES et al.,
2008, avaliando e eficiéncia do mentol, do eugenol e da benzocaina na indugéo
a anestesia de juvenis de pacu, observaram que ocorreu diferenca estatistica
no tempo de recuperacao entre as concentragdes de 100 mg/L de benzocaina
e de eugenol. No entanto, para esta mesma concentragdo, ndo observaram
diferenca significativa para a mesma variavel, entre o mentol e a benzocaina.

Na concentracédo de 150 mg/L, tanto o Tl quanto o TR dos pacus
anestesiados com AN1, AN2 e AN3 nao foram diferentes estatisticamente.

Para a concentragdo de 200 mg/L, o Tl dos pacus tratados com AN1
apresentou um aumento significativo em ralagéo ao Tl dos peixes anestesiados
com AN2. O TI dos animais anestesiados com AN3 ndo se diferiu
estatisticamente dos que foram tratados com AN1 e AN2. Nessa mesma
concentracdo, o TR dos pacus anestesiados com AN3 apresentou aumento
significativo em relacdo ao TR dos animais tratados com AN1 e AN2. No
entanto, o TR dos peixes tratados com AN1 nao foi diferente estatisticamente
do TR dos que foram tratados com AN2.

Para a concentracdo de 250 mg/L o Tl dos peixes anestesiados com
ANZ2 apresentou redugéo significativa em relacéo ao Tl dos pacus anestesiados
com o AN1. O Tl dos animais tratados com AN3 nao diferiu estatisticamente do
Tl dos que foram anestesiados com o AN1 e o AN2. O TR dos peixes
anestesiados com o AN3, na dosagem de 250 mg/L, foi significativamente
maior do que o TR dos pacus tratados com AN1 e AN2. Nessa mesma
dosagem o TR do AN1 e do AN2 nao se diferiram estatisticamente.

O aumento significativo do TR dos pacus anestesiados com 200 e 250
mg/L de AN3 em relagcdo ao TR dos animais tratados com AN1 e AN2,
observado na tabela 4, corroboram com os resultados encontrados por
MUNDAY e WILSON (1997), que, ao compararem o efeito do 6leo de cravo e
outros anestésicos em peixe coral reef (Pomacentrus amboinensis),
observaram um tempo médio de recuperacdo duas a trés vezes mais
prolongado do 6leo de cravo em relagdo aos anestésicos MS-222, benzocaina,
quinaldina e 2-fenoxietanol. KING et al. (2005) afirmaram que as doses mais

elevadas de Oleo de cravo sado associadas com o tempo de recuperagao
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prolongado e um aumento do risco de mortalidade. Nessa mesma tabela, as
dosagens de 100 e 150 mg/L, mesmo nao havendo diferenga estatistica do
AN3 em relagdo ao AN1 e o AN2, observa-se que ha um aumento do TR do
eugenol comparado aos outros anestésicos. A recuperagdo pode ser
prolongada devido a natureza persistente do 6leo de cravo na superficie das
branquias, aumentando efetivamente o tempo de exposi¢cao (SLADKY et al.
2001).

Na tabela 5 encontram-se as equagdes de regressdo ajustadas das
variaveis Tl e TR em funcdo das concentragdes para os respectivos

anestésicos.

TABELA 5. Equacgbes de regressdo ajustadas das variaveis Tempos de
Inducdo (Tl) e de recuperagdo (TR) em funcdo das
concentragbes (C) dos respectivos anestésicos e o0s
coeficientes de determinagdo para o pacu (Piaractus

mesopotamicus)

ANESTESICOS VARIAVEL EQUACOES AJUSTADAS R?
AN1 Tl Y =229,6 -
AN2 Tl Y =404,0-1, 28C 0,9142
AN3 TI Y = - 1695, 06 + 298, 75VC — 11,515 C 0, 9960
AN1 TR Y =147, 33 ;
AN2 TR Y =350-4C+0,016 C? 0, 9505
AN3 TR ¥ =2311,9-32,081 C+0, 1236 C> 0, 9645

AN1 = MENTOL; AN2= BENZOCAINA; AN3 = EUGENOL; TI (tempo de indugdo em
segundos); TR (tempo de recuperagdo em segundos).

O tempo de indugao (Tl) dos pacus anestesiados com mentol (AN1) foi
constante. Nessa situacao, independente da concentracao utilizada, o valor de

Tl foi igual a média, ou seja, 229,6 segundos. Igualmente ao Tl, o tempo de
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recuperacao (TR) dos peixes anestesiados com AN1, também foi uma
constante, e seu valor é igual a média, 147,33 segundos (2,4 minutos).

Como as quatro concentracbes de mentol avaliadas apresentaram a
mesma eficiéncia para anestesiar os pacus, ou seja, todos os animais atingiram
0 mesmo estagio anestésico, e, uma vez que nao houve diferenca parao Tl e o
TR dentre essas dosagens testadas, 100 mg/L de mentol é a melhor para
anestesiar pacu com 2,73 + 0,51 kg. Esta concentragdo além de ser a mais
segura para animal, é a mais rentavel para o piscicultor ou produtor, em
termos lucrativos.

GONCALVES et al. (2008), observaram que as concentragdes 50, 100,
150 e 200 mg/L de mentol levaram juvenis de pacu (110,5 £ 21,6 g) a anestesia
profunda, e também concluiram que 100 mg/ L € a concentragéo ideal para
anestesiar esses animais.

O Tl dos animais anestesiados com a benzocaina (AN2), apresentou um
comportamento linear decrescente (Figura 7). A cada acréscimo de 1mg/L do
anestésico, o Tl reduziu 1,28 segundos. Os tempos de indugdo encontrados,
através da equacgao de regressao ajustada, para as concentragdes de 100,
150, 200 e 250 mg/L foram, respectivamente, 276 s; 212 s; 148 s e 84 s. O
tempo de indugao foi inversamente proporcional ao aumento da concentragio.
Neste caso, a eficacia da benzocaina aumentou com a elevagdo da
concentracdo. O decréscimo do tempo de inducdo a medida que a
concentragcdo de benzocaina aumentou, também foi encontrado por GIMBO et
al. (2008), ao avaliarem a induc&o a anestesia profunda em lambari-do-rabo-
amarelo (Astyanax altiparanae), com 3,5 £ 1,7 g. INOUE et al. (2002) encontrou
0 mesmo comportamento para o Tl, ao avaliarem a benzocaina em juvenis de

matrinxa (Brycon cephalus) com peso médio de 112 g.
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FIGURA 7. Tempo de indugdo de pacus (Piaractus mesopotamicus)

submetidos a diferentes concentragcdes de benzocaina.

O TR dos pacus anestesiados com benzocaina apresentou um
comportamento quadratico (Figura 8). Para a concentragao igual a 125 mg/L, o
tempo minimo de recuperacédo encontrado, através da equagéo de regressao
ajustada, foi de 100 segundos. Os tempos de recuperagdo encontrados,
através da equacao de regressao ajustada, foram 110 s (para 100 e 150 mg/L),
190 s (para 200 mg/L) e 350 s (para 250 mg/L). Mesmo nas maiores dosagens
(200 e 250 mg/L) de benzocaina, em que os pacus levaram maior tempo para
se recuperarem, nao ocorreu nenhuma complicacdo para estes animais. Os
animais recuperados estavam visualmente saudaveis, sem nenhum sinal de
injuria pelo corpo ou nadadeiras.

Como a recuperagao prolongada de peixes submetidos a anestesia pode
lhes trazer consequéncias ou danos fisioldgicos, € desejavel que esses animais
se recuperem mais rapidamente. Os pacus anestesiados com 100 e 150 mg/L
de benzocaina apresentaram o menor tempo de recuperagao, sendo portanto
mais seguro para esses peixes a utilizagdo de 100 mg/L deste farmaco. Além

disso, esta dosagem possui custo mais baixo para o piscicultor ou produtor.
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FIGURAB8. Tempo de recuperagdo de pacus (Piaractus
mesopotamicus) submetidos a diferentes concentragdes

de benzocaina.

Na Figura 9, observa-se que o Tl dos animais anestesiados com 6leo de
cravo (AN3), demonstrou um comportamento raiz quadrada. Encontrou-se a
concentragdo de 168,22 mg/L correspondente ao tempo maximo de indugéo
igual a 242,66 segundos. Os tempos de indugdo encontrados através da
equacgao de regressao ajustada, para as concentragbes (100, 150, 200 250
mg/L) foram, 140,9 s; 236,6 s; 226,9 s e 149,8 s, respectivamente. O aumento
das concentracdes do 6leo de cravo, ndo influenciou os tempos de inducéo dos
pacus submetidos a anestesia com esse farmaco.

Segundo HISANO et al. (2008), as menores dosagens de 6leo de cravo
tendem a aumentar o tempo de indugdo. CUNHA e ROSA (2006), analisando o
Oleo de cravo em sete espécies de peixes tropicais, do mesmo modo, notaram
que o tempo de indugédo para a menor concentracdo testada (20 mg/L) foi o
maior (127,33 s).
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FIGURA 9.

Tempo de indugdo de pacus (Piaractus mesopotamicus)

submetidos a diferentes concentracdes de 6leo de cravo.

O TR dos pacus anestesiados com o6leo de cravo apresentou um
comportamento quadratico (Figura 10). A concentracdo de 129,7 mg/L, esta
relacionada ao TR minimo igual a 230,20 segundos. Os pacus anestesiados
com 200 e 250 mg/L de dleo de cravo apresentaram tempos de recuperagéo
prolongados (839,7 s e 2016,6 s, respectivamente) em relagdo aos tempos de
recuperacao das concentragcdes de 100 e 150 mg/L (339,8 s e 280,7 s,
respectivamente).

SLADKY et al. (2001) observaram que pacus, (Piaractus brachypomus),
com 603.3 £ 61 g, submetidos a anestesia com eugenol nas concentragcbes de
100 e 200mg/L, apresentaram tempo de recuperagao acima de 10 minutos e
alguns foram reanimados com auxilio de oxigenacéo extra préximo da cavidade
opercular. Segundo este mesmo autor, a recuperacao pode ser prolongada
devido a natureza persistente do 6leo de cravo na superficie das branquias,
aumentando efetivamente o tempo de exposicao. Neste trabalho, os animais
submetidos as concentracbes de 200 e 250 mg/L recuperam sem nenhum
auxilio. Portanto, nessas dosagens, onde a concentragdo do 6leo de cravo foi

maior, provavelmente este pode ter se aderido por mais tempo na superficie
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das branquias, aumentando também o tempo de exposi¢do e prolongando a
recuperacao dos pacus.

GONCALVES et al. (2008), estudando juvenis de pacu com 110,5 + 21,6
g, também observaram um tempo de recuperagdo prolongado nas
concentragdes mais elevadas de eugenol.

VIDAL et al. (2006) avaliou o eugenol como anestésico para juvenis de
pintado (Pseudoplatystoma corruscans) com 27,76 7,7 g, e observaram que
os tratamentos de 50, 75 e 100 mg/L levaram os animais ao estagio de
anestesia profunda. Estes autores relataram que o tempo de recuperacido dos
animais anestesiados com de 75 e 100 mg/L, foi maior do que 10 minutos.

Como as dosagens de 100 e 150 mg/L de dleo de cravo apresentaram a
mesma eficiéncia, pois induziram os pacus ao mesmo estagio anestésico
(anestesia profunda), 100 mg/L apresentou maior seguranga para o animal.
Para as concentracbes de 200 e 250 mg/L deste farmaco, que levaram os
pacus ao estagio de anestesia cirurgica, a melhor e mais segura foi a de 200
mg/L, uma vez que 250 mg/L obteve tempo de recuperagdo bem prolongado.
Para o piscicultor ou produtor, € mais vantajoso utilizar 100 e 200 mg/L de éleo

de cravo, para induzir o pacu na faixa de peso estudada aos referidos estagios.
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FIGURA 10. Tempo de recuperagdo de pacus (Piaractus mesopotamicus)

submetidos a diferentes concentragdes de dleo de cravo.
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O mentol, a benzocaina e o 6leo de cravo sdo anestésicos que podem
ser aplicados durante o manejo da reproducdo induzida em pacu. E, estes
farmacos podem ainda, em doses menores, ser utilizados para o transporte
destes animais, dos tanques onde ficam alocados para o laboratério onde sera

feito esse procedimento.

5.2 Tilapia-do-nilo da linhagem chitralada

As temperaturas médias da agua do tanque onde as tilapias foram
acondicionadas antes da anestesia, da caixa de indugdo a anestesia e a do
tanque de recuperagao foram, em média, 17,46 + 2,31 °C; 20,46 £ 2,32 °C e
16,49 £ 0,57 °C, respectivamente.

As concentragdes de 100 e 150 mg/L do mentol induziram as tilapias a
anestesia profunda, e as dosagens de 200 e 250 mg/L deste anestésico
induziram os animais a anestesia cirurgica. Todas as concentragdes testadas
de benzocaina induziram os peixes a anestesia cirurgica. Todas as tilapias
testadas com 6leo de cravo, em todas as concentragdes, atingiram o estagio de
anestesia profunda.

Todas as tilapias que chegaram ao estagio de anestesia profunda
movimentaram o opérculo regular e lentamente, durante a biometria.

Durante a biometria, as tilapias testadas com 200 e 250 mg/L de mentol,
e 250 mg/L de benzocaina, ndo movimentaram o opérculo, e, 0s animais
testados com 100, 150 e 200 mg/L de benzocaina, movimentaram o opérculo
irregularmente.

VIDAL et al. (2008), avaliou seis concentragdes de eugenol (50, 75, 100,
150, 200, 250 mg/L) em juvenis de tilapia-do-nilo, e observou que todos os
animais atingiram o estagio de anestesia profunda. OLIVEIRA et al., (2009),
observaram que juvenis de tilapia-do-nilo da linhagem chitralada (29,6 £ 0,06
g), atingiram o estagio de anestesia profunda, apés 5 minutos de exposicao a
dosagem de 40 mg/L de benzocaina. SIMOES e GOMES (2009) avaliando o
mentol em juvenis de tilapia-do-nilo com 13,68+4,449, consideraram 250 mg/L

de mentol mais adequada para a indugdo a anestesia cirurgica, e para
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anestesia voltada para biometria e inspeg¢ao visual do animal, a concentragao
mais adequada foi 150-200 mg/L.

Na tabela 6 estao descritos os valores do tempo de indug¢ao e do tempo
de recuperagao para as concentragcbes e anestésicos. Verifica-se que houve
efeito significativo para todas as fontes de variagdo tanto para o tempo de

inducdo quanto para o tempo de recuperacao.

TABELA 6. Resumo da andlise de varidncia do tempo de indugao
(T1) e Tempo de Recuperagao (TR) dos anestésicos (AN)
e das Concentragbes (C) para a tilapia-do-nilo

(Oreochromis niloticus) tailandesa

QUADRADOS MEDIOS

F.V GL Tl TR
AN 2 138305.1** 1172026.0**
Residuo (a) 6 14321.47 57005.75
C 3 5979.21* 221024.0**
AN x C 6 12400.38** 95004.86**
Residuo (b) 18 1390.32 21733.38
C.V. (%) Parcela 58.44 44.18
C.V. (%) Subparcela 18.21 27,28

** F significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
* F significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

NS. F nao F significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Na tabela 7 encontramos as médias das variaveis tempos de inducao
(T1) e de recuperacao (TR) em segundos, para as concentragdes (C) e tipo de
anestésicos (AN).
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TABELA 7. Valores médios do tempo de indugdo (Tl) e do tempo de
recuperacdo (TR) para as respectivas combinagcbes de
anestésicos e concentragbes para a tilapia-do-nilo

(Oreochromis niloticus) tailandesa

Tl TR
C AN1 AN2 AN3 AN1 AN2 AN3
100 260a 266a 170a 100b 185b 800a
150 420a 146b 98b 180b 594.3a 840a
200 2756a 179.3ab  101.6b 363a 606.3a 585a
250 323.3a 158b 59b 299.3c 715.6b 1215.3a

As médias com pelo menos uma mesma letra na linha para cada variavel nao diferem entre si
ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste de TUKEY;

Tl = tempo de indugdo em segundos; TR = tempo de recuperacdo em segundos; C=
concentragao em mg/L; AN1= Mentol; AN2= Benzocaina; AN3= Eugenol.

Para a concentragédo de 100 mg/L, os valores médios dos Tl das tilapias
anestesiadas com AN1, AN2 e AN3 ndo diferiram estatisticamente. Nessa
mesma concentragdo, 0 TR dos peixes tratados com AN3 apresentou um
aumento significativo em relagado aos TR das tilapias anestesiadas com o AN1
e com o0 AN2. As tilapias testadas com AN1 e AN2 ndo apresentaram diferenga
estatistica para a variavel TR.

Na dosagem de 150 mg/L, o Tl dos peixes tratados com AN1 diferiu
estatisticamente do Tl dos que foram anestesiados com AN2 e AN3. E, o TI
dos animais tratados com o AN2 e com o AN3 n&o diferiram estatisticamente.
O TR das tilapias anestesiadas com AN1, nessa concentragdo, mostrou
reducao significativa comparado aos TR dos peixes tratados com o AN2 e o
AN3. Ja, o TR dos peixes anestesiados com AN2 nao foi diferente
estatisticamente do TR dos animais anestesiados com AN3.

O Tl dos animais tratados com AN1 diferiu significativamente do Tl dos
peixes que foram testados com o AN3, na concentragdo de 200 mg/L. Esta
variavel, para as tilapias tratadas com AN2 e AN3, nao foi diferente

estatisticamente. As respostas obtidas para o TR, nessa mesma concentracgao,
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para as tilapias tratadas com os trés anestésicos, ndo apresentaram diferencas
significativas.

Para a concentragao de 250 mg/L, o Tl dos animais anestesiados com o
AN1 apresentou aumento significativo do Tl dos peixes tratados com AN2 e
AN3. O Tl das tilapias tratadas com AN2 nao diferiu estatisticamente das que
foram anestesiadas com AN3.

As respostas do TR, para as tilapias testadas com os trés anestésicos,
foram diferentes estatisticamente. COTTER e RODNICK et al. (2006) nao
encontraram diferenga significativa no tempo de recuperagdo a anestesia em
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), ao avaliarem o eugenol e a benzocaina,
respectivamente nas concentragdes de 25 e 108 mg/L.

Na tabela 7, pode-se observar que o Tl do AN3, mesmo onde nao foi
apresentada nenhuma reducgao significativa, foi o menor em relagdo aos
anestésicos AN1 e AN2, em todas as concentracbes avaliadas. Isto pode
evidenciar que o Oleo de cravo possa ser um anestésico mais potente para a
tilapia-do-nilo da linhagem chitralada quando comparado ao mentol e a
benzocaina. Em relagdo ao TR das tilapias anestesiadas com AN3, observou-
se que nas concentracbes de 100, 150 e 250 mg/L, esta variavel foi maior
quando comparada ao TR das tilapias anestesiadas com AN1 e AN2, mesmo
onde nado ocorreu diferenga significativa. A recuperagdo dos peixes
anestesiados com o 6leo de cravo pode ser prolongada devido a natureza
persistente deste anestésico na superficie das branquias, aumentando
efetivamente o tempo de exposicédo (SLADKY et al., 2001).

Na tabela 8 encontra-se as equacdes de regressdo ajustadas das
variaveis Tl e TR em funcdo das concentragdes para o0s respectivos

anestésicos.
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TABELA 8. Equagbes de regressdo ajustadas das variaveis Tempos de
Inducdo (TlI) e de recuperagdao (TR) em fungdo das
concentragdes (C) dos respectivos anestésicos e os coeficientes

de determinagdo para a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)

tailandesa
ANESTESICOS VARIAVEL EQUACOES AJUSTADAS R?

AN1 TI Y =319, 75 -

AN2 TI Y =560,4 —4,03C +0,0098 C> 0, 7547

AN3 TI Y =222,43 -0, 658C 0, 8496
AN1 TR Y =-37,76 + 1, 56C 0, 7301
AN2 TR Y =-861,06 + 13,7C — 0, 03 C? 0, 9251
AN3 TR Y =2136,65-18,67C + 0, 059 C? 0, 6616

AN1= MENTOL; AN2= BENZOCAINA; AN3 = EUGENOL; TI (tempo de indugdo em segundos);
TR (tempo de recuperagdo em segundos).

O tempo de inducéo (TI) das tilapias anestesiadas com o mentol (AN1)
foi constante, sendo seu valor igual a média (319,75 s). SIMOES e GOMES
(2009), encontraram em juvenis de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), um
tempo médio de indugao (540 s) maior para a concentragdo de 250 mg/L, que
também levou o animal ao estagio de anestesia cirurgica. Estes mesmos
autores encontraram um tempo de indugdo para as concentragcbes de 150 e
200 mg/L menor do que o obtido para a tilapia tailandesa.

O tempo de recuperagao (TR) das tilapias anestesiadas com o AN1
demonstrou um comportamento linear crescente em funcdo da concentracao
(Figura 11). Neste caso, a cada 1 mg/L do anestésico, o TR tera um aumento
de 1,56 segundos. Os valores encontrados, através da equagao de regressao
ajustada, para os tempos de recuperagdo nas concentragdes 100, 150, 200 e
250 mg/L, foram 118,24 s; 196,24 s; 274,24 s e 352,24 s, respectivamente.

Como o Tl das tilapias testadas com as quatro concentragdes de mentol
foi o mesmo, deve-se levar em consideracdo os menores tempos de

recuperacgao para as dosagens que levaram esses animais a0 mesmo estagio
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de anestesia. Portanto, 100 mg/L de mentol foi a melhor dosagem para induzir
tilapia tailandesa com 0,122 + 0,04 Kg , ao estagio de anestesia profunda. E,
para a inducdo deste peixe ao estagio de anestesia cirurgica a melhor
dosagem foi 200 mg/L. As dosagens de 100 e 200 mg/L de mentol sdo mais
seguras para induzir tilapia tailandesa, cada uma em seu respectivo estagio
anestésico, e também mais rentaveis para o piscicultor ou produtor em termos
lucrativos.

FACANHA e GOMES (2005) avaliaram a eficacia do mentol para juvenis
de tambaqui, Colossoma macropomum, (88,69 + 23,85 g), e determinaram que
a melhor concentragao de mentol para anestesia cirurgica foi de 150 mg/L, uma
vez que o tempo de inducdo foi menor, porém a recuperagao foi
significativamente mais demorada do que para as menores concentragdes
testadas. E, para uma sedacdo com finalidade de biometria, estes autores

observaram que 100 mg/L foi a melhor concentragao.
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FIGURA 11. Tempo de recuperagdo de tilapias-do-nilo tailandesas

(Oreotchromis niloticus)

concentracdes de mentol.

submetidas a diferentes

O TI das tilapias anestesiadas com a benzocaina (AN2), apresentou um

comportamento quadratico (Figura 12). A concentracdo de 205,6 mg/L
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corresponde ao Tl minimo igual a 146,09 segundos. Os tempos de indugao
encontrados, através da equacgao de regressdo ajustada, de acordo com suas
respectivas dosagens, foram: 100 mg/L (225,4 s), 150 mg/L (176,4 s), 200 mg/L
(146,4 s) e 250 mg/L (165,4 s).
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FIGURA 12. Tempo de indugcdo de tilapias-do-nilo (Oreochromis
niloticus)  tailandesas  submetidas a  diferentes

concentracdes de benzocaina.

A Figura 13 demonstra que, o tempo de recuperagao para os animais
anestesiados com benzocaina também exibiu um comportamento quadratico. A
concentracdo de 228,33 mg/L é equivalente ao TR maximo igual a 703,02
segundos. Os tempos de recuperagao encontrados através da equagédo de
regressao ajustada, para as concentragdes de 100, 150, 200 e 250 mg/L foram
208,94 s; 518,94 s; 678,94s e 688,94 s, respectivamente.

Como as dosagens de benzocaina testadas tiveram a mesma eficiéncia
pois induziram as tilapias tailandesas, na faixa de peso estudada, ao mesmo
estagio anestésico, 100 mg/L deste farmaco mesmo apresentado o maior TI,
obteve o menor TR, e, levando em consideracdo que é desejavel que o peixe

submetido a anestesia se recupere mais rapidamente, esta concentragao foi a
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melhor para induzir as tilapias tailandesas a anestesia cirurgica.E, 100 mg/L de

benzocaina também apresenta maior seguranga para anestesiar tilapias

tailandesas, e para o piscicultor € mais rentavel financeiramente.
DELBON et al. (2006), recomendou as dosagens de 100 e 150 mg/L de

benzocaina, para tilapia do nilo com 108,28 + 11,65¢g, a 23°C.

GOMES et al. (2001), também consideraram as concentragdes de

benzocaina de 100-150 mg/L ideais para juvenis de tambaqui (Colossoma

macropomum),com peso médio de 9,32 + 3,70 g.
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FIGURA 13. Tempo de recuperacao de tilapias-do-nilo

(Oreochromis niloticus) tailandesas submetidas a

diferentes concentracdes de benzocaina.

A figura 14, obtida através da equacéao de regressao ajustada (Tabela 8),

mostra que o Tl das tilapias anestesiadas com eugenol (AN3) apresentou um
comportamento linear decrescente em funcdo da concentracdo. A cada
acréscimo de 1 mg/L do anestésico, o Tl diminui 0,658 segundos. Isto
demonstra que, o0 aumento da concentragcado de eugenol influenciou o tempo de

indugdo a anestesia em tilapias-do-nilo tailandesas. Os tempos de indugao
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encontrados através da equacao, das concentragbes 100, 150, 200, 250 mg/L
foram 156,63 s; 123,73 s; 90,83 s e 57,93 s, respectivamente.

Na figura 14, é possivel visualizar que o tempo de indugao foi maior para
as menores concentragdes de 6leo de cravo. HISANO et al. (2008), avaliando o
tempo de inducdo e de recuperagcdo em juvenis de dourados (Salminus

brasiliensis), também encontraram maior tempo de indugdo nas menores

dosagens.
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FIGURA14. Tempo de inducdo de tilapias-do-nilo (Oreochromis
niloticus) tailandesas submetidas a diferentes

concentracdes de Oleo de cravo.

Na Figura 15, observa-se que o TR das tilapias anestesiadas com AN3,
mostrou um comportamento quadratico. A concentracdo de 158,22 mg/L esta
relacionada ao TR minimo de 659,66 segundos. Os tempos de recuperagao
encontrados através da equagao de regressao ajustada, para as dosagens de
100, 150, 200, 250 foram 859,65 s; 663,65 s; 762,65 s e 1156,65 s,
respectivamente. Os tempos de recuperacgao das tilapias anestesiadas com o

oleo de cravo foram bem prolongados. A recuperagdo pode ser prolongada
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devido a natureza persistente do 6leo de cravo na superficie das branquias,
aumentando efetivamente o tempo de exposicdo (SLADKY et al., 2001). As
concentragdes tiveram menor influéncia no tempo e recuperacgao.

A dosagem de 150 mg/l de 6leo de cravo foi a mais eficiente para
anestesiar tilapia-do-nilo da linhagem chitralada na faixa de peso estudada,
pois apresentou o menor TR.

PEREIRA-da-SILVA et al. (2009), avaliando o efeito do 6leo de cravo em
alevinos de lambari com 0,6+0,1g, observaram o mesmo comportamento
descrito no atual trabalho, para o tempo de inducido a anestesia profunda e o
tempo de recuperacéo.

Outros autores também verificaram que o tempo de indugdo a anestesia
de peixes diminuiu a medida que se aumentou a concentragdo, porém, nao
examinaram influéncia das concentragdes no tempo de recuperagao (INOUE et
al., 2003; VIDAL et al., 2006; VIDAL et al., 2007a).

CUNHA (2007), avaliando o oleo de cravo para juvenis de jundias (2,14
+0,01ge 7,0 £ 0,1 cm), observou que nas concentragdes avaliadas (20, 30, 40,
50, 60 e 70 mg/L), o aumento da concentragdo diminuiu proporcionalmente o
tempo necessario para indugcdo aos estagios 2 (sedacdo profunda) e 4
(anestesia). Porém, n&o observou nenhuma diferenga no tempo de
recuperacdo nas diferentes concentragdes. Considerou 50 mg/L, a
concentracdo mais indicada para ser utilizada na inducido a anestesia para
jundias, uma vez que nao ocorreram mortes, e os tempos médios de indugao e

recuperacao foram, respectivamente, 111 s e 206 s.
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FIGURA 15. Tempo de recuperagdo de tilapias-do-nilo (Oreochromis
niloticus) tailandesas submetidas a diferentes concentracdes

de 6leo de cravo.

Nas figuras 12, 13, 14 e 15, comparando-se as concentragdes similares
dos anestésicos, o eugenol possui tempo de indugdo menor, porém maior
tempo de recuperacdo em relagdo a benzocaina. Por exemplo, o Tl das
concentragbes de 100 e 250mg/L, do eugenol e da benzocaina, foram,
respectivamente, 156,63 s e 57,93 s; e 2254 s e 1654 s. Os tempos de
recuperagao do eugenol e da benzocaina, nessas mesmas concentracdes
foram: 859,6 s € 1156,6 s; e, 208,94 s e 688,94 s, respectivamente.

Esses resultados corroboram com os de DELBON (2006), ao comparar
concentracdes semelhantes do 6leo de cravo e da benzocaina, em tilapia do
nilo (Oreochromis niloticus). SLADKY et al. (2001), encontraram os mesmo
resultados ao compararem os tempos de indug¢ao e de recuperagao do 6leo de
cravo e do MS-222.
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5.3 Matrinxa

As temperaturas médias da agua do tanque onde os peixes foram
acondicionados antes da anestesia, da caixa de indugdo a anestesia e a do
tanque de recuperagao foram, em média, 18,75 £ 1,00 °C; 18,68 + 0,97 °C e
19,24 £ 0,72 °C, respectivamente.

Para todas as concentracbes testadas de mentol, benzocaina e
eugenol, os matrinxas atingiram o estagio de anestesia profunda. Todos os
peixes que atingiram esse estagio movimentaram o opérculo regular e devagar,
exceto os animais anestesiados com 100 mg/L de mentol, que apresentaram
movimento opercular pouco mais rapido do que os outros. VIDAL et al. (2007a)
avaliando o eugenol em juvenis de matrinxa (Brycon cephalus), mantiveram os
peixes até o estagio de anestesia profunda nas concentragdes de 50; 62,5; 75;
100; 125; 150; 175 e 200 mg/L. INOUE et al. (2004), observaram que um grupo
matrinxa (46.1 £ 6.2 g e 15.3 + 0.8 cm) foram induzidos ao estagio de anestesia
profunda com 60 mg/L de benzocaina. FACANHA e GOMES (2005),
determinaram que 100 mg/L de mentol € a melhor para anestesiar juvenis de
tambaqui com a finalidade de biometria.

A tabela 9 mostra os valores do tempo de indugdo e do tempo de
recuperacdo em segundos, para os anestésicos e as concentragbes. Nota-se
que para o tempo de inducdo, a interacdo dos anestésicos com as
concentracdes nao teve efeito significativo, e as outras fontes de variagcéo
foram significativas. Nenhuma das fontes de variagcdo para o tempo de

recuperacao apresentou efeito significativo.
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TABELA 9. Resumo da andlise de varidncia do Tempo de Indugdo (TI) e
Tempo de Recuperagdo (TR), ambos em segundos, dos
anestésicos (A) mentol e benzocaina e das Concentragdes (C),

para o matrinxa (Brycon cephalus)

QUADRADOS MEDIOS

F.V GL Tl TR

A 1 36037.50° 027873.4"°
Residuo (a) 4 6562.50 263685.9

C 3 7637.50 490413.4N°
AN x C 3 1237.50M 189933.4N°
Residuo (b) 12 1362.50 662545.9
C.V. (%) Parcela 57,35 67,26
C.V. (%) Subparcela 26,13 106,62

* F significativo ao nivel de 5% de probabilidade. NS. F n&o significativo ao nivel de 5% de
probabilidade. TI (s); TR (s).

A tabela 10 mostra os valores médios dos tempos de indugdo e de

recuperacgao, em segundos, para o mentol e a benzocaina.

TABELA 10. Valores médios de TI (Tempo de indugdo) em
segundos, do mentol (AN1) e benzocaina (AN2), para o

matrinxa (Brycon cephalus)

ANEST. Tl
AN1 180,0a
AN2 102,5b

As médias seguindo de uma mesma letra na coluna nao
diferem entre si ao nivel de 10% de probabilidade pelo teste F.
TI (s).
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O tempo de inducdo (Tl) dos matrinxds anestesiados com o mentol
(AN1) apresentou aumento significativo em relagdo ao Tl dos matrinxas
anestesiados com a benzocaina (AN2). As concentragdes testadas do AN1 e
do AN2 foram as mesmas, € 0os matrinxds chegaram ao mesmo estagio
anestésico. Como os animais anestesiados com AN1 necessitaram de maior Tl
do que os peixes anestesiados com AN2, e a classe de matrinxas utilizada
foram somente de adultos reprodutores, é possivel que a benzocaina seja um
anestésico mais eficiente do que o mentol para anestesiar matrinxa com 1,38 +
0,11 Kg.

Na tabela 11, esta descrito as equagdes de regressédo ajustadas do
tempo de inducédo e do tempo de recuperagdo, em funcdo das concentracdes

do mentol e da benzocaina e seus respectivos coeficientes de determinacao.

TABELA 11. Equagdes de regresséo ajustadas das variaveis: Tempo
de Inducéo (Tl) e Tempo de recuperagao (TR) em fungéo
das concentragdes (C) do mentol e da benzocaina e os

coeficientes de determinagédo, para o matrinxd (Brycon

cephalus)
Variavel Equacbes ajustadas R?
TI Y=343,75-2,025C + 0, 0045C* 0, 7954
TR Y=763, 37 -

Tl= Tempo de Indu¢cdo em segundos; TR= Tempo de Recuperagdo em
segundos.

O tempo de indugao (Tl) dos matrinxas anestesiados tanto com o mentol
(AN1) quanto com a benzocaina (AN2), apresentou um comportamento
quadratico (Figura 16). O valor minimo do Tl encontrado, utilizando a equagéao
de regressao ajustada, foi de 115,9 segundos, correspondente a concentragcao
de 225 mg/L. Utilizando-se a equagdo de regressdo ajustada (Tabela 11),
encontrou-se para as concentragées 100, 150, 200 e 250 mg/L, os respectivos
tempos de indugao: 186,25 s; 141,25 s; 118,75 s e 118,75 s.
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FIGURA 16. Tempo de indugdo dos matrinxas (Brycon cephalus)

submetidos a anestesia de mentol e benzocaina em

diferentes concentracoes.

O tempo de recuperagao (TR) dos matrinxas anestesiados com o AN1 e
com a AN2 foi constante, sendo que para as concentragdes testadas, seu valor
foi igual @ média, ou seja, 763,37 segundos (Tabela 11). Nota-se que o TR
destes animais foi prolongado. Segundo ROSS e ROSS (2008) a benzocaina é
soluvel em gordura e o tempo de recuperagao pode ser prolongado em animais
mais velhos ou fémeas gravidas ou seguido de exposic¢ao longa.

Como os matrinxds anestesiados com mentol e benzocaina
apresentaram tempo de recuperagdo constante para todas as dosagens
testadas, e mesmo que o tempo de inducdo desses animais anestesiados com
100 mg/L dos anestésicos foi o maior, esta dosagem apresentou a mesma
eficiéncia em relacdo as outras para induzir os peixes a anestesia. Portanto,
100 mg/L de mentol e benzocaina foi a melhor para induzir os matrinxas com
1,38 + 0,11 Kg a anestesia profunda. Sua utilizagdo também oferece maior
margem de seguranga para Os peixes, e seu Uso em pesquisas ou sistemas de
producao € mais vantajoso em termos lucrativos.

INOUE et al. (2002) determinaram que a concentragdo de 60 mg/L de
benzocaina ¢é eficiente para anestesiar juvenis de matrinxd em

aproximadamente um minuto.
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INOUE et al. (2004), observaram que um grupo matrinxa (46.1 £ 6.2ge
15.3 £ 0.8 cm), anestesiado com 20 mg/L de benzocaina, obteve o estagio de
anestesia leve. E, outro grupo anestesiado com 60 mg/L do mesmo farmaco,
chegou ao estagio de anestesia profunda.

Na tabela 12 encontramos as meédias das variaveis tempos de indugao e
de recuperacdao em fungdo das concentragdes para as concentragdes e o Oleo

de cravo utilizado como anestésico para o matrinxa.

TABELA 12. Medias estimadas para o Tempo de Indugéo (Tl) e o
Tempo de Recuperagao (TR), ambos em segundos,
em funcéo da concentracao (C) para o 6leo de cravo

utilizado como anestésico em matrinxd (Brycon

cephalus)
C TI TR
100 200a 420a
150 180a 600a

As médias seguindo de uma mesma letra na coluna nao diferem entre si ao

nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

A tabela 12 mostra que, no teste com o 6leo de cravo em matrinxa, tanto
o Tl quanto o TR nao apresentaram diferengcas estatisticas entre as
concentracdes de 100 e 150 mg/L.

A concentragcdo de 100 mg/L de d6leo de cravo foi mais eficiente para
anestesiar matrinxd na faixa de peso avaliada, pois 150 mg/L apresentaram
tempo de recuperagdo mais prolongado. Essa dosagem também apresenta
vantagem financeira para o piscicultor, além de oferecer maior margem de
segurancga para o peixe.

De acordo com VIDAL et al. (2007a), 50; 62,5; 75; 100; 125; 150; 175 e

200 mg/L de eugenol levaram juvenis de matrinxa, Brycon cephalus, (3,31
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0,57 g) ao estagio de anestesia profunda, e, este mesmo autor, indica 50 mg/L
de eugenol como dose segura para anestesiar juvenis de matrinxa.

INOUE et al. (2003), estudando o éleo de cravo para juvenis de matrinxa
(Brycon cephalus), avaliou que este € um anestésico potente para induzir o
peixe ao estagio 3 (o peixe perde completamente o equilibrio e é incapaz de
recuperar a posicdo de nado) dentro de aproximadamente um minuto, nas
concentragdes que variam de 40 a 50mg/L.

VIDAL et al. (2007b) avaliou que nao ha influéncia do peso corporal de
juvenis de matrinxa (3,08 a 38,45 g) e tambaqui (1,32 a 33,03g) sobre o tempo
de e inducdo e de recuperacido a agao anestésica de eugenol. No teste
realizado por estes autores, 50 mg/L de eugenol foi capaz de induzir os animais
a anestesia profunda.

Os anestésicos testados nos reprodutores de matrinxas podem ser
aplicados durante o manejo da reproducgao induzida, ou serem utilizados para o
transporte desses animais, dos tanques onde ficam alocados até o laboratorio

onde estes passarao pelos procedimentos de manejo reprodutivo.
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6. CONCLUSAO

O mentol, o déleo de cravo e a benzocaina sdo anestésicos de facil
manipulacdo, seguros para o0s operadores, apresentam boa margem de
segurancga para o pacu (Piaractus mesopotamicus), matrinxa (Brycon cephalus)
e tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) tailandesa, e sédo eficazes para induzir
estas espécies estudas a anestesia.

A concentragao de 100 mg/L de mentol, 6leo de cravo e benzocaina, é
a melhor para induzir pacu (Piaractus mesopotamicus) com 2,73 £+ 0,51 kg, a
anestesia profunda. E, 200 mg/L de dleo de cravo é a mais eficaz para
induzir esta espécie a anestesia cirurgica.

A dosagem de 100 mg/L de mentol € mais eficiente para induzir a tilapia-
do-nilo (Oreochromis niloticus) tailandesa, com 0,122 + 0,04 Kg , a anestesia
profunda. E, 200 mg/L de mentol é a dosagem mais eficaz para indugao deste
peixe a anestesia cirurgica. A concentragdo 100 mg/L de benzocaina é a mais
eficiente para induzir tilapia-do-nilo tailandesa a anestesia cirurgica. E, 150 mg/I
de 6leo de cravo é a melhor dosagem para induzir esta espécie a anestesia
profunda.

A concentragédo de 100 mg/L de mentol, benzocaina e éleo de cravo € a
mais eficiente para induzir o matrinxad (Brycon cephalus), com 1,38 £ 0,11 Kg,

ao estagio de anestesia profunda.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A anestesia em peixes maiores como o pacu € o matrinxa, e, em tilapias,
as quais possuem espinhos nas nadadeiras, € importante tanto para minimizar
os danos causados a estes animais durante a biometria e a marcagao, bem
como para facilitar o trabalho dos operadores durante a execugao de praticas
de manejo em piscicultura.

As concentragdes eficientes de mentol, a benzocaina e o 6leo de cravo
podem ser aplicadas durante o manejo da reprodugao induzida em pacus e
matrinxds. Ou, estes farmacos podem ainda ser usados para o transporte
destes animais dos tanques onde ficam alocados, para o laboratério onde sera
feito o procedimento de reproducéao induzida.

Para o trabalho de reproducdo induzida feito na borda do tanque, em
que o animal n&o precisa ser transportado até o laboratorio, dosagens menores
do que 100 mg/L de mentol, éleo de cravo e benzocaina podem ser testadas,
com a finalidade de encontrar a concentragdo minima ideal para sedagao do

peixe, na realizagao deste procedimento.
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