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Resumo A presente pesquisa procurou identificar a
concentracao do anestésico 6leo de cravo (eugenol)
mais adequada a ser utilizada na insensibiliza¢éo
de lebistes (Poecilia reticulata) por meio de
banhos de imersdo e 0s tempos necessarios para
atingirem o nivel de anestesia profunda e
recuperacdo. Utilizando um cronometro digital foi
realizada a cronometragem do tempo necessario
para a anestesia e recuperacdo de 10 peixes em
quatro classes de tamanho em cada uma das cinco
concentracdes do anestésico eugenol (30, 50, 75,
100 e 130 mg L™) testadas. A concentracio 30 mg
L? ndo proporcionou o0 nivel de anestesia
profunda, ndo sendo esta recomendada para o uso
em biometria para esta espécie. A anestesia nas
concentragbes de 50 e 75 mg L* também se
mostraram ineficientes, com tempos médios de
inducdo anestésicas muito elevados. Ja a
concentragdo 130 mg L™ proporcionou tempo de
inducdo abaixo do recomendado pela bibliografia
para a seguranca de sua aplicacdo. A concentracdo
100 mg L™ de eugenol é a mais indicada para a
anestesia por banho de imersdo em lebistes para o
manejo de biometria em qualquer uma das classes
de tamanho testadas, pois o tempo de inducéo e
recuperacao anestésica ficou dentro dos limites
adotados. O eugenol se mostrou um anestésico
seguro para o0 uso em biometrias para esta espécie,
pois ndo foi observada qualquer mortalidade dos
peixes testados.

Palavras-chave: anestesia  profunda, biometria,
insensibilizacdo, 6leo de cravo, peixe ornamental.

Abstract The present study sought to identify the
concentration of anesthetic clove oil (eugenol)
more suitable to be used in desensitization of
guppies (Poecilia reticulata) through immersion
baths and the time required to reach the level of
deep anesthesia and time recovery. Using a digital
chronometer was done measurement of the time
required for anesthesia and recovery of 10 fish in
four size classes for each of the five tested
concentrations of the anesthetic eugenol (30, 50,
75, 100 and 130 mg L™). The concentration of 30
mg L did not provide the level of deep anesthesia,
and this is not recommended for use in biometrics.
The anesthesia in concentrations of 50 and 75 mg
L also are inefficient, with average time of
anesthesia induction very high. Since the
concentration 130 mg L™ provided induction time
below the recommended bibliography for the
security of your application. The concentration 100
mg L1 of eugenol was the most suitable for
anesthesia by immersion bath in guppies for the
management of biometrics in any of the tested size
classes, since the time of induction and recovery
was within the limits adopted. The eugenol proved
to be a safe anesthetic for use in biometrics for this
species, because it was not observed any mortality
the fish tested.

Keywords: deep anesthesia; biometrics; stunning; clove
oil, ornamental fish.
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Introducéo

No Brasil, anestesias vém sendo utilizadas para diversas espécies de peixes, no intuito de minimizar o
estresse e, consequentemente, diminuir o sofrimento dos animais, procedimento que tem se mostrado
eficiente na reducdo de problemas relacionados aos manejos cotidianos das pisciculturas (Bittencourt et al.,
2013; Bertozi-Junior et al., 2014).

A acdo de um anestésico pode ser definida como um estado de perda da sensagdo causado por um agente
externo, por meio da depressdo do sistema nervoso, sendo que a eficacia dos anestésicos varia entre as
espécies, para cada uma ha o tempo 6timo tanto para a indu¢do quanto para a recuperagao anestésica, assim,
é importante conhecer a concentracdo e o0 tempo de exposi¢cdo ao anestésico, para que ndo ocasione
problemas aos animais (Bittencourt et al., 2013).

Santos et al. (2016) relatam que os anestésicos mais utilizados para 0os manejos nas pisciculturas sdo a
tricaina metanosulfonato (MS 222), 2-fenoxietanol e a quinaldina, no entanto estas substancias apresentam
custo significativo, o que dificulta o uso pelos pequenos produtores, desta forma justifica-se a busca por
anestésicos naturais como alternativa de baixo custo.

Diversas pesquisas vém sendo realizadas nos ltimos anos no Brasil visando testar o tempo e efeito dos
anestésicos naturais em espécies de peixes nativas (Gongalves et al., 2012; Benovit et al., 2012; Silva et al.,
2015; Santos et al., 2016; Barbas, Stringhetta, Garcia & Figueiredo, 2016; Hohlenwerger et al., 2017).

Dentre estes anestésicos naturais, possivelmente o que vem sendo mais testado seja o 6leo essencial de
cravo, um composto fendlico resultado da destilacdo das folhas e flores das arvores de cravo da India
(Syzgium aromaticum), tendo o eugenol, ou 4-alil-2-metoxifenol, como a substancia ativa (Affonso, Renno,
Slana & Franga, 2012; Balamurugan et al., 2016).

Ao realizar o levantamento bibliografico acerca dos experimentos que utilizaram o eugenol como
anestésico em espécies de peixes nativas do Brasil, destacaram-se as pesquisas realizadas por Barbosa,
Moraes & Inoue (2007); Vidal et al. (2007); Okamoto, Tesser, Louzada, Santos & Sampaio (2009);
Honczaryk & Inoue (2009); Rotili et al. (2012); Padua et al. (2013); Bernardes-Junior, Nakagome, Mello,
Garcia & Amaral-Janior, (2013); Ribeiro et al. (2013); Bertozi-Junior et al. (2014); no entanto estes
experimentos focaram as espécies utilizadas para alimentagéo.

Impulsionadas pela importancia econdmica do mercado mundial de peixes ornamentais, onde a
participacdo do Brasil representa 6,3% deste mercado e movimenta aproximadamente U$ 100,4 bilhGes
anualmente (Farias, Ribeiro, Almeida, Santos & Santos, 2016), as pesquisas com 0 uso de anestésicos em
espécies ornamentais sdo comuns e de grande importancia devido as caracteristicas intrinsecas da atividade,
em gue os animais passam por varias manipulacdes e percorrem grandes distancias entre os locais de
producdo e comercializacdo e muitas destas espécies tem como foco os mercados internacionais.

Como exemplo deste esforco de pesquisa com espécies ornamentais é possivel citar o estudo realizado
por Pawar et al. (2011) que testaram diferentes anestésicos, dentre eles o eugenol, para o cavalo-marinho
amarelo (Hippocampus kuda), o de Mitjana et al. (2014) para o acard-bandeira (Pterophyllum scalare),
Bolasina, Azevedo & Petry (2017) para o lebiste (Poecilia vivipara) e Santos, Silva & Freitas (2016)
testaram diferentes concentracbes de 6leo de cravo em biometrias de molinésia (Mollienesia sp.); sendo
valido salientar que os lebistes e molinésias sdo da mesma familia que os lebistes (Poecilia reticulata), a
espécies utilizada neste estudo.

A presente pesquisa objetivou identificar a concentracdo do anestésico eugenol mais adequada a ser
utilizada na insensibilizacdo de lebistes (Poecilia reticulata) de diferentes tamanhos por meio de banhos de
imersdo e 0s tempos necessarios para atingirem o nivel de anestesia profunda e recuperacao.

Material e Métodos

Esta pesquisa foi realizada no Laboratério de Aquicultura do Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e
Tecnologia do Ceara - IFCE Campus Acaral (LAICA) (2°53°22,25”S, 40°06°48,86”0), o qual esta
localizado na cidade de Acaral-CE, Brasil.

Foram testadas cinco concentracdes do anestésico: 30 mg L™, acrescentando 0,3 ml da solugéo estoque
em 1,0 litro de &gua; 50 mg L, acrescentando 0,5 ml da solugdo estoque em um 1,0 litro de &gua; 75 mg LY
acrescentando 0,75 ml da solugdo estoque em 1,0 litro de &4gua; 40 mg L, acrescentando 1,0 ml da solucéo
estoque em 1,0 litro de agua; e 150 mg L, acrescentando 1,5 ml da solucdo estoque em 1,0 litro de 4gua. A
anestesia foi realizada por meio de banhos de imers&o, onde cada individuo era anestesiado individualmente.
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Para a preparacdo da solucdo-estoque do anestésico com dleo de cravo, tendo como principio ativo o
eugenol, foi seguido o procedimento descrito por Vidal et al. (2008), onde utilizou-se 5,0 ml do 6leo
essencial de cravo, na concentracgéo de 1,0 g mL™, que em razdo de sua natureza oleosa, foi diluido em 50 ml
de alcool etilico (92,8°), resultando em uma solugdo-estoque a concentragio de 100 mg mL™ (1:10).

Foram utilizados exemplares de lebistes (Poecilia reticulata) de diferentes tamanhos e idades oriundos do
estogque mantido no LAICA, os quais haviam sido separados manualmente por selecdo visual em quatro
classes de tamanho, denominadas: P — pequenos; M — médios; G — grandes; e GG — muito grandes; somente
durante a biometria realizada neste experimento foram caracterizados os animais de cada classe de tamanho,
sendo os resultados posteriormente expostos.

Apos essa separacdo visual os peixes foram estocados em quatro aquarios contendo 80 litros de agua,
aeracao constante e fornecimento de alimento por duas semanas antes da realizagdo do experimento, onde a
cada dois dias foram realizadas trocas parciais de 20% do volume de dgua dos aquérios, garantindo assim a
manutencdo da qualidade da &gua. Desta forma pode ser mantida a condi¢cdo de bem-estar dos animais e
garantir que alguma mortalidade que viesse a acontecer seria por causa das condicdes experimentais e ndo do
manejo de selecdo anteriormente realizado.

Os peixes foram capturados individualmente e, utilizando um cronometro digital, foi realizada a
cronometragem do tempo necessario para a inducdo e recuperacdo anestésica. Foram anestesiados 10
exemplares de cada classe de tamanho, em cada uma das cinco concentragdes do anestésico eugenol (30, 50,
75, 100 e 150 mg L™) testadas, totalizando um “n” amostral de 200 peixes (10 peixes x 04 classes de
tamanho x 05 concentracdes de anestésico). O tempo para realizacdo da biometria, isto €, o tempo em que 0s
peixes ficaram anestesiados, foi fixado em 120 segundos para todos 0s espécimes anestesiados.

Para o processo de anestesia foi utilizado um aquéario de vidro com 1,0 litro de agua e anestésico
conforme a concentracdo testada, no qual os peixes eram colocados individualmente até que atingissem o
estagio 1V, anestesia profunda, segundo escala proposta por Ross & Ross (2008) (Tabela 1).

Tabela 1. Descricdo dos estagios de anestesia em peixes.

Estagio Descricdo Resposta comportamental em peixes

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

Reativos a estimulos externos; movimentos reduzidos, batimentos
operculares mais lentos; equilibrio normal.

Perda total da reatividade aos estimulos externos, exceto forte pressdo; leve
gueda do movimento opercular; equilibrio normal.

Perda parcial do tonus muscular; natacdo erratica, aumento dos

0 Normal

I Sedacdo leve

I Sedacéo profunda

1l Narcose . ) . . " . ~
movimentos operculares; reativos apenas a forte estimulo tatil ou vibracéo.
. Perda total de tdnus muscular; perda total de equilibrio; batimento
v Anestesia profunda .
opercular lento, porém regular.
Auséncia total de reacdo, mesmo a forte estimulo; movimentos operculares
\ Anestesia cirdrgica lentos e irregulares; batimentos cardiacos lentos; perda total de todos os
reflexos.
VI Colapso medular Parada da ventilacdo; parada cardiaca; morte eventual.

Adaptado de Ross & Ross (2008); Vidal et al. (2008).

Para a recuperacdo foi usado um aquério com as mesmas caracteristicas do utilizado para anestesia,
porém com aeragdo constante por meio de um soprador e pedra porosa. Apos a recuperagao total os peixes
foram transferidos separadamente conforme a concentracdo de anestésico e tamanho utilizado para aquarios
de vidro com 40 litros e aeragdo constante para observacdo por 96 horas. A concentracdo de oxigénio
dissolvido nos aquarios se manteve em 4,5 + 0,3 mg L™ e a temperatura 27,3 + 0,6 °C durante todo o periodo
de experimento e observacao.

Para a obtengdo do modelo matematico capaz de prever o efeito do anestésico nos lebistes, utilizando o
software Microsoft Excel®, foram plotados em um grafico os resultados obtidos em cada uma das
concentragdes testadas (C) no eixo “x” (abcissa); e do tempo de inducdo anestésica (Ti) no eixo “y”
(ordenada); a partir do qual foi gerado o modelo mateméatico mais adequado para a representacdo dos
resultados, obtendo-se assim a equacéo adequada para a espécie em estudo.

Na biometria foi realizada a medicdo do comprimento padrdo (mm), utilizando paquimetro digital
(150mm), e peso médio (g), utilizando balanga digital. Os dados de tempo de indugdo, recuperagdo e da
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biometria foram submetidos a Analise de Variancia (Anova) um critério ao nivel de significancia de 5,0% (p
=0,05) e ao teste de Tukey para a comparacao entre as médias, utilizando o software Bioestat 5.0.

Resultados e Discussao

Na Tabela 2 estdo expostos os resultados de peso e comprimento padrdo obtidos na biometria realizada
utilizando as diferentes concentracdes de anestésico nas quatro classes de tamanho, os quais mostraram que
houve diferenca estatisticamente significativa entre estas, apontando que a separacdo manual por selecdo
visual realizada foi eficaz para classificacdo dos peixes.

Tabela 2. Resultados de peso médio (Pm) e comprimento padrdo (CP) obtidos nas biometrias realizadas nos quatro
tamanhos de lebistes nas cinco concentracdes testadas.

Classes de Tamanho

Indicadores Zootécnicos

GG G M P
Pm (9) 0,632 + 0,366° 0,363 + 0,130° 0,208 + 0,082° 0,062 + 0,041¢
CP (mm) 27,85 + 4,29° 24,08 + 2,75° 20,27 +2,60° 14,35 + 1,58¢

Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa (p<0,05).

Para avaliacdo dos resultados de tempo de inducdo anestésica e de recuperacao € necessario tomar como
base os valores sugeridos pela bibliografia especializada. Segundo Roubach et al. (2005), quando se
considera a anestesia necessaria para a realizacao de biometria, a inducdo da anestesia deve levar de 60 a 180
segundos e a recuperac¢do ndo deve ultrapassar 300 segundos.

Desta forma, observa-se que o tratamento que utilizou a concentracdo de anestésico 30 mg L* foi
ineficiente para as quatro classes de tamanho testadas, pois em todas o tempo foi muito além do indicado
para a inducdo anestésica, inclusive é valido salientar que ultrapassou 600 segundos e 0s peixes nao
alcancaram o estagio IV de anestesia (anestesia profunda), entdo optou-se por suspender a inducao anestésica
neste tempo e adota-lo como limite.

Em contraponto a este resultado estdo os obtidos por Santos, Silva & Freitas (2016), os quais realizando
pesquisa semelhante a esta obtiveram que a melhor concentracdo a ser utilizada para a anestesia de
molinésias com eugenol é de 30 mg L™,

A anestesia nas concentracdes de 50 mg L™ e 75 mg L™ também se mostraram ineficientes para as quatro
classes de tamanho testadas, pois 0s tempos médios de inducdo anestésicas foram muito elevados, estando
acima da faixa usada como referéncia. Cunha et al. (2015) encontraram que a concentracdo de 75 mg de
eugenol por litro foi a mais indicada para a anestesia de fémeas de lebiste.

A concentragéo de 130 mg L™ proporcionou tempo médio de indugdo de 53,56 + 6,68 s que foi abaixo do
recomendado pela bibliografia. E pr6ximo a esta concentragdo esta a recomendada por Cunha et al. (2015), o
qual apontou 125 mg L™ como a melhor concentragéo de eugenol para a anestesia de lebistes machos.

Na presente pesquisa, a anestesia com o uso de eugenol na concentracdo de 100 mg L™ obteve os
melhores resultados em relacdo ao tempo de indugdo, pois nas quatro classes de tamanho testadas ficou
dentro do intervalo de 60 a 180 segundos tomados como referéncia. Note que Hoshiba et al. (2015)
apontaram as concentraces de eugenol entre 100 e 200 mg L™ como as mais recomendas para a anestesia de
platis (Xiphophorus maculatus), espécie da mesma familia dos lebistes.

Contrariando um pouco os resultados anteriormente citados, Bolasina, Azevedo & Petry (2017) relatam
gue os trés anestésicos que testaram (benzocaina, tricaina e eugenol) foram sedativos eficazes para
procedimentos de rotina de lebistes, os mesmos relataram que a dose 6tima de benzocaina e tricaina foi 200
mg L™ para anestesia profunda. Entretanto, para o uso do eugenol, nio encontraram diferencas significativas
usando concentragdes de 150, 200 e 250 mg L™. Estes autores concluiram que em larga escala a benzocaina e
tricaina sdo mais indicadas que o eugenol.

Na Tabela 3 podem ser observados os tempos de inducdo médios e os respectivos desvios padrdo obtidos
nas cinco concentragdes de eugenol testadas para as quatro classes de tamanho de lebistes.

Em relacdo aos tempos de recuperacdo observou-se que em nenhum dos testes foi ultrapassado o tempo
de 300 segundos para recuperagdo anestésica recomendado pela bibliografia, no entanto é valido salientar
que 0s menores tempos observados foram no tratamento que utilizou a concentracéo de anestésico de 30 mg
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L?, que pode ser explicado pelo fato dos peixes ndo terem alcancado o estagio de anestesia profunda no
tempo de 600 segundos, posto como limite do experimento.

Tabela 3. Resultados médios e desvios padrao de tempo de inducédo anestésica (s) obtidos nas cinco concentracdes de
eugenol testadas para as quatro classes de tamanho de lebistes (Poecilia reticulata).

Tempo de Indugdo Anestésica (S)

Classes de Tamanho

130 mg L? 100 mg L? 75mg L? 50 mg L* 30mg L
GG 124,63 £ 13,17c 108,04 £ 51,03c 318,50 £ 58,43bc 253,30 +31,72bc  >600a
G 134,59 + 20,59c¢ 155,16 + 25,47c¢ 168,81 +41,93c 424,57 + 69,57b >600a
M 82,65+ 17,44c 106,27 + 32,20c 220,01 £ 33,73b 199,28 + 58,18b >600a
P 53,56 * 6,68¢ 111,93 £ 26,73b 134,30 £ 29,99b 575,54 + 47,52a >600a

Letras iguais indicam que ndo ha diferenga significativa (p<0,05).

E valido salientar que durante a biometria com esta concentracdo os peixes ficaram entre o estagio de
sedacdo leve e profunda (estagios | e Il), dentre os quais alguns se movimentavam frequentemente, o que
poderia ter causado injurias durante a biometria. Sendo assim, reforca-se a afirmativa de que a concentracédo
de anestésico de 30 mg L™ é ineficiente para o uso na biometria de lebistes. Sugere-se que esta concentracio
pode ser utilizada para a sedacdo em manejo de transporte, sendo necessarios mais estudos para comprovar
esta hipdtese.

Na Tabela 4 podem ser observados os tempos de recuperacdo médios e os respectivos desvios padrdo
obtidos nas cinco concentracdes de eugenol testadas para as quatro classes de tamanho de lebistes.

Tabela 4. Resultados médios e desvios padrao de tempo de recuperagdo (s) obtidos nas cinco concentracdes de eugenol
testadas para as quatro classes de tamanho de lebistes (Poecilia reticulata).

Tempo de Recuperacao (s)

Classes de Tamanho

130 mg L! 100 mg L? 75mg L? 50 mg L* 30mg L
GG 99,55 + 23,34bc 64,02 + 23,34c 192,98 + 60,07a 128,21 + 55,87b 95,65 + 28,79hbc
G 149,63 + 76,88a 120,20 + 47,34a 119,93 + 53,84a 170,82 + 55,78a 21,97 +22,79b
M 59,98 + 7,82a 59,91 + 13,93ab 64,77 +11,53a 64,76 £ 25,34a 41,55+ 16,83b
P 134,38 £38,90ab 186,75+ 103,54a 118,11 +48,47ab 176,23 +44,13a 54,46 + 10,20b

Letras iguais indicam que ndo h diferenca significativa (p<0,05).

Devido a ineficacia da concentracio 30 mg L™ em proporcionar o estagio de anestesia desejado para o
experimento, os dados obtidos nesta ndo foram utilizados para a obtencdo do modelo matematico para
previsdo do efeito do anestésico, a curva que melhor representou os dados obtidos seguiu um modelo
polinomial de ordem 3, assim, o modelo matematico encontrado para prever o efeito do anestésico nos
animais € representado pela equacdo Ti = -0,0026C* + 0,7769C? — 76,073C + 2548,3 (R? = 0,6215), onde
“Ti” é o tempo necessario para a indugdo e “C” a concentragdo de eugenol utilizada. A Figura 1 apresenta a
curva de concentracdo-efeito para o uso do eugenol na anestesia de lebistes.

N&o foi observada qualquer mortalidade em nenhuma das concentra¢fes ou tamanhos de peixes testados
durante o periodo de observacdo (96 horas), 0 que aponta o eugenol como um anestésico seguro para 0 uso
em lebistes.

Corroborando com essa afirmativa, Bolasina, Azevedo & Petry (2017) monitoraram a sobrevivéncia por
um periodo de 15 dias e ndo registraram qualquer mortalidade dos lebistes que haviam sido usados nos testes
com anestésicos. Hoshiba et al. (2015) e Cunha et al. (2015) observaram os platis e lebistes, respectivamente,
por 96 horas ap6s o fim dos experimentos com uso do eugenol e também ndo observaram qualquer
mortalidade.

J4, Santos, Silva & Freitas (2016) observaram em molinésias mortalidade de apenas 10% nas
concentragdes 10, 20 e 50 mg L™, as quais ocorreram apenas nas primeiras 24 horas das 96 observadas.
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R*-0,6215

------
....................

Tempo de Inducio Anestésica (s)

®
¥ Ti=-0,0026C*+ 0,7769C*- 76,073C + 25483
®

50 70 90 110 130

Concentracao de Eugenol (mg L)

Figura 1. Curva dos tempos de inducdo anestésica (s) de lebistes (Poecilia reticulata) em diferentes tamanhos
utilizando eugenol nas concentragdes 50, 75, 100 e 130 mg L.

Conclusoes

A concentracdo 100 mg L™ de eugenol foi a mais indicada para a anestesia por banho de imersdo em
lebistes (Poecilia reticulata) para 0 manejo de biometria em qualquer uma das classes de tamanho testadas.

A concentracdo 30 mg L™ de eugenol ndo é indicada na anestesia de lebistes para biometria, pois os
peixes ndo atingem o estagio de anestesia profunda. Sugere-se esta concentracdo na sedacdo para o
transporte, sendo necessarios mais estudos a este respeito.

O eugenol se mostrou um anestésico seguro para o uso em biometrias em lebistes, pois ndo foi observada
qualquer mortalidade durante o experimento e no periodo de observacao de 96 horas.
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