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RESUMO

O uso de anestésicos esta relacionado a questfes éticas, que preconizam
0 uso de produtos para evitar ou minimizar o sofrimento dos peixes nas
préticas rotineiras em estacGes de piscicultura e de pesquisa. O eugenol
€ um agente anestésico que apresenta baixo custo de aquisigdo, baixa
toxicidade aos animais e aos seus manipuladores. O presente estudo
avaliou o uso do eugenol em trés espécies nativas de peixes da bacia do
alto Uruguai: piava, Leporinus obtusidens (180,02 + 59,61g, 25,40 +
2,02 cm), jundid, Rhamdia quelen (92,88 + 16,04 g, 19,74 + 0,96 cm) e
0 suruvi, Steindachneridion scriptum (223,55 + 36,35 g, 28,88 + 1,62
cm). As concentragdes 37,5; 50,0; 62,5; 75,0; 100,0 e 125,0 foram
testadas para as trés espécies e, além destas, foram avaliadas as
concentragGes de 25,0 para a piava, 87,5 e 150,0 para o jundia e 25,0 e
150,0 para o suruvi. Os testes se basearam em banhos de imersdo, onde
0s peixes de cada tratamento (n=20) foram expostos individualmente ao
banho, em aquérios de vidro contendo 5 L de solugdo (dgua com
eugenol). Para cada animal os tempos para inducéo a anestesia profunda
e para a total recuperacdo foram aferidos. Os animais ficaram em
observacdo durante uma semana ap6s os tratamentos, para avaliacdo do
comportamento e quantificacdo da mortalidade. As concentragdes
testadas influenciaram significativamente os tempos de indugédo, porém
ndo ocorreu 0 mesmo para o tempo de recuperacdo. Utilizando-se a
premissa de que na concentracdo ideal o tempo de inducdo a anestesia
deve ser inferior a 3 minutos, e que o tempo de recuperagdo nao deve
exceder 5 minutos, as concentracdes ideais para piava, jundia e suruvi
foram 39,3, 68,6 e 31,5 mg.L* de eugenol, respectivamente.






ABSTRACT

Eugenol for anesthesia of native species of fish from upper Uruguay
River: piava, jundia and suruvi.

The use of anesthetics is related to ethical issues, which recommend the
use of products to prevent or minimize the suffering of fish in routine
practice in fish farming and research stations. The eugenol is an
anesthetic agent that presents a low cost, low toxicity to animals and to
handlers. This study evaluated the use of eugenol in three native fish
species of the upper Uruguay basin: piava Leporinus obtusidens (180.02
+59.61 g, 25.40 + 2.02 cm), jundig, Rhamdia quelen (92, 88 + 16.04 g,
19.74 + 0.96 cm) and suruvi, Steindachneridion scriptum (223.55 +
36.35 g, 28.88 + 1.62 cm). Concentrations 37.5; 50.0; 62.5; 75.0; 100.0
and 125.0 were tested for the three species, and in addition, the
concentration 25.0 for piava, 87.5 and 150.0 for jundi4 and 25.0 and
150.0 for suruvi were also evaluated. The tests were based on immersion
baths, in which fish from each treatment (n=20) were individually
exposed to the bath in glass aquaria containing 5 L of solution (water
plus eugenol). For each animal the deep anesthesia inducing time and
full recovery time were measured. The animals were observed for at
least a week after the treatments for behavioral evaluation and mortality
quantification. The concentrations tested significantly influenced the
induction time but did not influenced the recovery time. Using the
assumption that for optimal concentration the induction time to
anesthesia should be less than 3 minutes and the recovery time should
not exceed 5 minutes, the optimal concentrations for piava, catfish and
suruvi were 39.3, 68.6 and 31.5 mg.L ™" of eugenol, respectively.
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1. INTRODUCAO

A alta produtividade na cria¢do de animais geralmente ndo tem
sido compativel com praticas que visem o bem-estar dos mesmos
(VOLPATO, 2007). A fim de diminuir possiveis efeitos adversos que as
técnicas utilizadas para obtengdo desta produtividade possam induzir
aos animais indica-se 0 uso de anestésicos, de modo que 0 Sseu uso
atende a questdes éticas que preconizam a utilizacdo de produtos para
evitar ou minimizar o sofrimento dos peixes nas praticas rotineiras nas
estagdes de piscicultura (HUBBEL et al., 1989; ROSS & ROSS, 2008).

Os efeitos do estresse tém inicio com a liberacdo de
corticosteroides (cortisol) e catecolaminas (adrenalina e noradrenalina)
no sangue. Estes sdo seguidos pelo aumento dos niveis de cortisol,
glicose e lactato no sangue. Com isso, ocorre diminui¢do do nimero de
leucécitos e de linfécitos, e aumento do numero de neutréfilos
circulantes, o que também contribui para a reducdo da resisténcia dos
peixes as doengas (MAZEAUD et al., 1977 apud TAKEUCHI, 2012).
Também podem ocorrer diversas alteragdes corporais, como a inibigédo
ao crescimento, distlrbios no ciclo reprodutivo e no estado imunolégico
dos peixes (IWAMA et al., 2005).

Diversos estudos comprovaram que a utilizacdo de anestésicos
reduz a concentragdo de corticoides e de catecolaminas na circulagdo
sanguinea durante manejos estressantes, interferindo sobre o eixo
hipotalamo-hipéfise-inter-renal e funcionando como mitigador para as
respostas ao estresse (PALIC et al., 2006). Deste modo, estudos com
anestésicos sdo indispensaveis para que o estresse do manejo em peixes
seja reduzido.

Em peixes normalmente os anestésicos sdo administrados por
meio de banhos em solugBes anestésicas, que sdo absorvidas e
eliminadas pelas branquias (HONCZARYK & INOUE, 2009). Esse
autores afirmaram ainda que, em alguns casos particulares, como o de
Arapaima gigas, ndo sdo utilizados banhos, pois o animal pode morrer
por afogamento, sendo entdo utilizada a aspersdo de solucBes
anestésicas diretamente nas branquias (HONCZARYK & INOUE,
2009).

A escolha do anestésico deve estar baseada em critérios como
eficacia do produto, custo de aquisicdo, disponibilidade no mercado,
seguranca de uso e 0s possiveis efeitos colaterais do produto nos peixes,
nos seres humanos e no ambiente (MARKING & MEYER, 1985;
IVERSEN et al., 2003). Portanto, faz-se necessario, identificar quais séo
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as concentracdes seguras de cada agente anestésico, evitando assim
alteracBes metabolicas que possam interferir no crescimento, na
reproducdo ou causar morte por superdosagem, além de evitar o
desperdicio do produto, reduzindo assim os custos de producdo
(SUMMERFELT e SMITH, 1990; ROUBACH & GOMES, 2001;
PARK et al., 2008).

A falta de conhecimento sobre as concentragfes do anestésico e o
tempo de exposicdo para cada especie sdo fatores limitantes do uso
destes produtos na aquicultura (GIMBO et al., 2008). Deste modo, a
avaliacdo da relagdo entre a concentracdo do anestésico e o tempo de
inducdo a anestesia apresenta especial relevancia para o uso e a escolha
do produto.

Segundo Zahl et al. (2009), a taxa de absor¢cdo dos agentes
anestésicos esta relacionada as suas propriedades fisico-quimicas, a
fatores respiratérios e a quantidade de sangue que circula pelas
branquias, que também influenciam os tempos de inducéo e recuperacao
anestésica. Estes autores citam, ainda, que a eficacia anestésica é
influenciada por fatores diversos, como a espécie, a idade, o tamanho, o
sexo, as doses e por também por fatores ambientais, como a temperatura
da &gua.

O agente anestésico considerado ideal deve produzir anestesia no
tempo maximo de trés minutos, com tempo de recuperagdo maximo de
até cinco minutos (MARKING & MEYER, 1985), deve ser eficaz em
baixas concentra¢des e apresentar toxicidade em doses muito superiores
as efetivas (MARKING & MEYER, 1985; ROSS & ROSS, 2008).

Muitos produtos quimicos sdo utilizados para anestesiar peixes.
No Brasil sdo utilizados o MS-222 (tricaina metano sulfonato), a
benzocaina (ethyil-p-aminobenzoato), a quinaldina (2-4-metilquinolina)
ou a quinaldina sulfato (sulfato de 2-4-metilquinolina), o 2-fenoxietanol
(Sigma®) ou etileno glicol éter fenil éter — CgH100, (Merck®) e o
mentol (ROUBACH & GOMES, 2001), porém ndo existe legislagdo que
regulamente 0 seu uso destes produtos para peixes no pais. Por essa
razdo sdo adotadas as recomendacdes da Food and Drug Administration
(FDA), que aprova o uso do MS-222 em peixes destinados ao consumo
humano nos Estados Unidos (ROUBACH & GOMES, 2001;
NOCHETTO et al., 2009).

Ainda segundo a FDA, os animais que sdo tratados com esse
quimico s6 podem ser consumidos 21 dias ap6s contato com o produto.
Como o0 MS-222 ndo é produzido no Brasil, o custo para sua aquisicao é
elevado, o que dificulta a sua utilizag&o.
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1.1. EUGENOL COMO ANESTESICO

A necessidade de se buscar alternativas seguras para 0sS
procedimentos de anestesia de peixes no Brasil, subsidiando as
autoridades responsaveis por este tipo de regulamentacdo, conduz a
realizacdo de estudos utilizando anestésicos alternativos (FACANHA &
GOMES, 2005).

Entre as alternativas disponiveis no mercado brasileiro encontra-
se 0 eugenol, que é uma substancia eficaz, segura e de baixo custo,
adequada para 0 meio ambiente e para os manipuladores, sem riscos
aparentes de intoxicacdo (ROUBACH et al., 2001; INOUE et al., 2003;
IVERSEN et al., 2003).

O composto fendlico eugenol (4-alil-2- metoxifenol; C1oH1,0,) é
uma substancia ativa que atua como depressor do sistema nervoso
central (ANDERSON et al., 1997), cuja concentracgdo varia de 70 a 95%
da composigdo total do 6leo essencial do cravo-da-india Syzygium
aromaticum (MAZZAFERA, 2003), obtido pela destilagdo das folhas e
flores (incluindo talos) desta &rvore. O eugenol € utilizado
principalmente na odontologia e na medicina como antisséptico,
analgésico e agente anestésico (DAVIDSON et al., 2000).

Estudos foram realizados testando doses de eugenol em diferentes
espécies de peixes. Gongalves et al. (2008), trabalhando com juvenis de
Piaractus mesopotamicus, concluiram que o eugenol seria um
anestésico eficiente em substituicdo a benzocaina. Para juvenis de
pintado, Pseudoplatystoma corruscans (27,7 g) o eugenol foi testado nas
concentracdes de 25, 50, 75 e 100 mg.L™", sendo que 50 mg.L™ foi
considerada a mais adequada para procedimentos usuais no manejo
(VIDAL et al.,, 2006). Para juvenis de, Brycon cephalus (3,3 @)
submetidos as concentragdes 50, 62,5, 75, 100, 125, 150, 175 e 200
mg.L™", Vidal et al. (2007) indicaram concentracdes de 50 até
100 mg.L™, como as melhores doses para a inducdo de anestesia
profunda. Para tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (5,3 g), foram
testadas as concentracdo de 75, 100, 150, 200, 250 e 300 mg.L™, sendo
que a concentracdo de 75 mg.L™ foi considerada ideal para causar
anestesia profunda de curta duracéo (VIDAL et al., 2008).

Cunha et al. (2010), testaram o tempo para inducdo, resposta ao
cortisol e analise sensorial do filé em Rhamdia quelen, e observaram
que peixes anestesiados (eugenol/50mg.L™") apresentaram niveis
significativamente mais baixos do cortisol plasmatico do que peixes do
grupo de controle, provando ser este um inibidor do aumento do cortisol
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no sangue. Porém, o teste sensorial demonstrou que o eugenol modifica
o sabor dos filés e consequentemente é contra-indicado para a anestesia
quando o animal for destinado ao consumo humano. Estes fatos
mostram a falta de estudos relacionados & utilizagcdo do eugenol para
peixes, como. por exemplo, a possibilidade da determinacdo de um
tempo de caréncia para o consumo dos peixes tratados e as respostas
para cada espécie.

1.2. ESPECIES UTILIZADAS

Ainda que o Brasil apresente grande diversidade de espécies de
peixes, sendo muitas aptas para piscicultura (WEINGARTNER et al.,
2008), existem poucas informacdes sobre as técnicas de manejo mais
adequadas para o cultivo de espécies nativas de peixes, no entanto, o
estudo com estas tem aumentado nos Ultimos anos devido ao crescente
interesse pela sua criagdo (CRESCENCIO, 2005).

A piava Leporinus obtusidens (Valenciennes, 1847) pertence a
familia Anostomidae, ordem Characiformes, e é encontrada nas Bacias
do S&@o Francisco, do Parana (GARAVELLO, 1979) e do Uruguai
(ZANIBONI-FILHO & SCHULZ, 2003). Na Bacia do Rio Uruguai,
apresenta elevada importancia recreacional e comercial, tanto para pesca
como para o cultivo (ZANIBONI-FILHO et al., 2004). A alimentagéo
dos juvenis e adultos é diversificada, sendo considerada uma espécie
onivora, alimentando-se de sementes, insetos aquaticos, crustaceos e
moluscos (ZANIBONI-FILHO et al., 2002).

O jundia, Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824),
anteriormente foi classificado dentro da familia Pimelodidae, porém
apoés revisdo taxondmica de Bockmann & Guazzelli (2003), atualmente
esta classificado na familia Heptapteridae, da ordem Siluriformes. Esta
espécie apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorrendo desde a
regido central da Argentina até o sudeste do México (SILFVERGRIP,
1996). Vive em lagos e pocos fundos dos rios, preferindo ambientes de
aguas calmas, com fundo de areia e lama, junto as margens e vegetacao.
Escondem-se entre pedras e troncos, de onde saem a noite, a procura de
alimento (GUEDES, 1980). O jundia apresenta grande importancia para
a pesca e piscicultura, sendo a espécie nativa mais cultivada na regido
Sul do Brasil (ZANIBONI-FILHO et al., 2004).

A producdo nacional de jundia cultivado vem crescendo, sendo
que em 2011 foram produzidas 1.747,3 toneladas (MPA, 2011). Com
boa aceitagdo para consumo no sul do Brasil, teve producdo anual de
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756.748 kg pela piscicultura continental no Estado de Santa Catarina em
2011, passando de uma representacao percentual de 1,8% em 2010 para
uma representacao de 2,5% no ano de 2011, o que em termos numéricos
equivale a 172 toneladas a mais sobre o ano anterior (SILVEIRA et al.,
2012).

O suruvi, Steindachneridion scriptum (Ribeiro 1918), também
conhecido como suruvi ou bocudo, estad classificada na familia
Pimelodidae, ordem Siluriformes, e € uma espécie de grande porte
nativa da bacia do alto rio Uruguai e do alto rio Parana (GARAVELLO,
2005). Apresenta habito alimentar predominantemente piscivoro,
mantendo sua alimentagdo mesmo em temperaturas mais baixas, como
as registradas no Sul do Brasil, e se destaca pela qualidade da carne e
pelo comportamento ddcil no cativeiro (MEURER e ZANIBONI-
FILHO, 2000).

Alguns estudos ja foram desenvolvidos com essas espécies,
contribuindo para a determinacdo de algumas das condi¢Ges adequadas
para a sua criacdo, no entanto, muitas informacGes ainda precisam ser
geradas para o desenvolvimento de um pacote tecnolédgico de producéo.

2. JUSTIFICATIVA

A piava, 0 jundia e o suruvi, sdo espécies de peixe encontradas na
regido do alto rio Uruguai, que apresentam caracteristicas zootécnicas
importantes para a piscicultura, como o porte que atingem e a adaptacédo
as variacOes climatica da regido sul do Brasil. Além disso, apresentam
bom valor de mercado, geralmente conferido pela qualidade e sabor da
carne e ampla aceitagdo do mercado consumidor. Para o cultivo destas
espécies, no entanto, ainda faltam informacfes sobre o manejo para
producdo, assim como para 0 uso de anestésicos durante 0s manejos.

O eugenol é um anestésico de facil aquisicdo, de baixo custo, que
vem demonstrando ser eficiente e seguro, além de ndo produzir efeitos
adversos durante seu manuseio. O presente estudo avalia a eficiéncia do
eugenol como anestésico para Leporinus obtusidens, Rhamdia quelen e
Steindachneridion scriptum, e determina as concentracGes ideais para
inducdo e para recuperacdo a anestesia. Estas informacdes sdo de
fundamental importancia para a correta utilizacdo deste produto, tanto
em nivel de producdo comercial destas espécies quanto em nivel de
pesquisa, que também podera ser utilizado como referéncia para futuros
estudos para com espécies nativas semelhantes.
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3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficiéncia anestésica do eugenol nas espécies Leporinus
obtusidens, Rhamdia quelen e Steindachneridion scriptum.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar os tempos/estagios de indugdo e recuperacdo
anestésicos nas diferentes concentracdes testadas.

o Determinar a concentragdo ideal de eugenol para as espécies
selecionadas.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

EUGENOL COMO ANESTESICO PARA PEIXES NATIVOS DO
ALTO RIO URUGUAI: LEPORINUS OBTUSIDENS, RHAMDIA
QUELEN E STEINDACHNERIDION SCRIPTUM

EUGENOL FOR ANESTHESIA OF NATIVE SPECIES OF FISHES
FROM UPPER URUGUAY RIVER: LEPORINUS OBTUSIDENS,
RHAMDIA QUELEN AND STEINDACHNERIDION SCRIPTUM
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ABSTRACT

The use of anesthetics is related to ethical issues, which recommend the
use of products to prevent or minimize the suffering of fish in routine
practice in fish farming and research stations. The eugenol is an
anesthetic agent that presents a low cost, low toxicity to animals and to
handlers. This study evaluated the use of eugenol in three native fish
species of the upper Uruguay basin: piava Leporinus obtusidens (180.02
+59.61 g, 25.40 £ 2.02 cm), jundia, Rhamdia quelen (92, 88 + 16.04 g,
19.74 + 0.96 cm) and suruvi, Steindachneridion scriptum (223.55 +
36.35 g, 28.88 £ 1.62 cm). Concentrations 37.5; 50.0; 62.5; 75.0; 100.0
and 125.0 were tested for the three species, and in addition, the
concentration 25.0 for piava, 87.5 and 150.0 for jundi4 and 25.0 and
150.0 for suruvi were also evaluated. The tests were based on immersion
baths, in which fish from each treatment (n=20) were individually
exposed to the bath in glass aquaria containing 5 L of solution (water
plus eugenol). For each animal the deep anesthesia inducing time and
full recovery time were measured. The animals were observed for at
least a week after the treatments for behavioral evaluation and mortality
guantification. The concentrations tested significantly influenced the
induction time but did not influenced the recovery time. Using the
assumption that for optimal concentration the induction time to
anesthesia should be less than 3 minutes and the recovery time should
not exceed 5 minutes, the optimal concentrations for piava, catfish and
suruvi were 39.3, 68.6 and 31.5 mg.L ™" of eugenol, respectively.

INDEX TERMS: clove oil, anesthetic, piava, jundia, suruvi.
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RESUMO

O uso de anestésicos esta relacionado a questdes éticas, que preconizam
0 uso de produtos para evitar ou minimizar o sofrimento dos peixes nas
préticas rotineiras em estacGes de piscicultura e de pesquisa. O eugenol
€ um agente anestésico que apresenta baixo custo de aquisi¢do, baixa
toxicidade aos animais e aos seus manipuladores. O presente estudo
avaliou o uso do eugenol em trés espécies nativas de peixes da bacia do
alto Uruguai: piava, Leporinus obtusidens (180,02 + 59,61g, 25,40 +
2,02 cm), jundid, Rhamdia quelen (92,88 + 16,04 g, 19,74 + 0,96 cm) e
0 suruvi, Steindachneridion scriptum (223,55 + 36,35 g, 28,88 + 1,62
cm). As concentracdes 37,5; 50,0; 62,5; 75,0; 100,0 e 125,0 foram
testadas para as trés espécies e, além destas, foram avaliadas as
concentracGes de 25,0 para a piava, 87,5 e 150,0 para o jundia e 25,0 e
150,0 para o suruvi. Os testes se basearam em banhos de imersdo, onde
0s peixes de cada tratamento (n=20) foram expostos individualmente ao
banho, em aquérios de vidro contendo 5 L de solugdo (dgua com
eugenol). Para cada animal os tempos para indugdo a anestesia profunda
e para a total recuperacdo foram aferidos. Os animais ficaram em
observacdo durante uma semana ap6s os tratamentos, para avaliacdo do
comportamento e quantificagdo da mortalidade. As concentragdes
testadas influenciaram significativamente os tempos de indugdo, porém
ndo ocorreu 0 mesmo para o tempo de recuperacdo. Utilizando-se a
premissa de que na concentracdo ideal o tempo de inducdo a anestesia
deve ser inferior a 3 minutos, e que o tempo de recuperagdo ndo deve
exceder 5 minutos, as concentracdes ideais para piava, jundia e suruvi
foram 39,3, 68,6 e 31,5 mg.L* de eugenol, respectivamente.

TERMOS PARA INDEXACAO: dleo-de-cravo, anestésico, piava,
jundid, suruvi.
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INTRODUCAO

Os peixes cultivados sdo frequentemente submetidos a manejos
que produzem estresse, sendo que diversos estudos demostram a
reducdo deste através da utilizacdo de agentes anestésicos (PALIC et al.,
2006). O uso de anestésicos atende a questBes éticas, que preconizam o
uso de produtos para evitar ou minimizar o sofrimento dos peixes nas
préticas rotineiros nas estacBes de piscicultura e nos laboratdrios de
biologia de peixes (DERIGGI et al., 2006).

A escolha de um anestésico deve ter por base alguns critérios,
como a efichicia do produto, o custo para sua aquisi¢do, a
disponibilidade no mercado, a seguranca de uso e 0s possiveis efeitos
colaterais para os peixes, seres humanos e ambiente. E necessario,
portanto, conhecer as concentragcBes seguras de cada anestésico,
evitando assim alteragdes metabolicas que possam interferir no
crescimento, na reproducdo ou causar a morte por superdosagem, além
de evitar o desperdicio do produto, reduzindo assim os custos de
producdo (SUMMERFELT & SMITH, 1990; ROUBACH & GOMES,
2001; PARK et al., 2008).

No Brasil ndo existe legislagdo que regulamente o uso de
anestésicos para peixes. Por essa razdo sdo adotadas as recomendacdes
da Food and Drug Administration (FDA), que aprova o uso do MS-222
em peixes destinados ao consumo humano nos Estados Unidos
(ROUBACH & GOMES, 2001). Segundo a FDA os animais que sao
tratados com esse quimico s6 podem ser consumidos 21 dias apds uso
do produto. Como 0 MS-222 néo é produzido no Brasil, o custo para sua
aquisicao é elevado, o que dificulta a sua utilizacéo.

Sd0 importantes as informagbes relacionadas ao uso de
anestésicos para as espécies nativas de peixes, muitas vezes essas ainda
ndo existem ou estdo imcompletas.

O eugenol é uma substancia natural eficaz como anestésico,
segura e de baixo custo, que ndo causa danos para 0 meio ambiente e
para os manipuladores, sem riscos aparentes de intoxicagdo. O composto
fendlico eugenol (4-alil-2- metoxifenol-C1oH1,0,) € uma substancia
ativa, que atua como depressor do sistema nervoso central
(ANDERSON et al., 1997), cuja concentracdo varia de 70 a 95% da
composicdo total do dleo essencial do cravo-da-india Syzygium
aromaticum (MAZZAFERA, 2003).
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O presente estudo avalia a eficiéncia do eugenol como anestésico
nestas espécies, determinando-se assim as concentracOes ideais para
inducdo e recuperacgdo a anestesia destas.

Deste modo, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
eficiéncia da utilizacdo do eugenol, através da analise dos
estagios/tempos de indugdo e recuperagdo a anestesia, e determinar as
concentrages ideais para Leporinus obtusidens (piava), Rhamdia
qguelen (jundia) e Steindachneridion scriptum (suruvi). Estas
informagdes sdo de fundamental importancia para suprir informacdes da
correta utilizacdo do produto, tanto em nivel de producdo quanto em
nivel de pesquisa, servindo também como referéncia para futuros
estudos.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Biologia e Cultivo de
Peixes de Agua Doce (LAPAD), do Centro de Ciéncias Agrérias da
Universidade Federal de Santa Catarina. Os experimentos utilizaram o
delineamento inteiramente ao acaso, com 20 repeti¢Oes por tratamento, e
neles foram utilizados juvenis das espécies piava (L. obtusidens), jundia
(R. quelen) e suruvi (S. scriptum), cujo peso total e comprimento total
(média + desvio-padrédo) estdo apresentados na Tabela 1.

Os animais foram mantidos em lotes com peixes de tamanho
semelhante, em tanques de 1.000 L conectados a um sistema de
recirculacdo de &gua com temperatura e aeracdo constantes, além de
filtracdo mecanica e bioldgica.

R. quelen e S. scriptum foram mantidos em um sistema com agua
na salinidade 2,0%o, produzida com adi¢cdo de cloreto de sodio, na
temperatura de 25°C. Esta baixa salinidade foi utilizada para a
prevencdo de patdgenos. L. obtusidens foi mantida em sistema de
recirculacdo de adgua doce, na temperatura de 27°C.

Os animais foram alimentados com racdo comercial contendo
36% de proteina bruta, oferecida duas vezes ao dia até a saciedade
aparente, sendo que antes dos testes os peixes foram mantidos em jejum
por 24 horas.
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Tabela 1. Peso total e comprimento total (média + desvio-padrdo) das
espécies utilizadas nos testes com diferentes concentra¢des de eugenol.

Espécie Peso total (g) Comprimento total (cm)
Leporinus obtusidens 180,0 £ 59,6 254120
Rhamdia quelen 92,9 +16,0 19,7+1,0
Steindachneridion scriptum 2235+ 36,4 289+1,6

Um experimento piloto com um pequeno niimero de animais por
espécie foi conduzido para se estipular as doses minimas em que cada
espécie iniciou a resposta anestésica ao eugenol (Eugenol, lodontosul®,
Porto Alegre, Brasil). A partir dele foram definidas as concentracfes
37,5; 50,0; 62,5; 75,0; 100,0 e 125,0 para as trés espécies e, além destas,
foram as concentragdes de 25,0 para a piava, 25,0 e 150,0 para o suruvi
e 87,5 e 150,0 para o jundié.

Devido a natureza oleosa do eugenol, as concentragdes utilizadas
foram obtidas a partir da diluicdo do anestésico em alcool etilico,
formando uma solug&o-estoque com concentracdo 100 mg.mL™ (VIDAL
et al., 2008).

Para cada concentracdo testada, peixes foram retirados
aleatoriamente dos tanques, e submetidos individualmente a um banho
de imersdo, em aquarios de vidro com volume (til de 20 L, contendo
5 L da solugdo (agua com eugenol). Cada peixe foi utilizado uma Unica
vez, sendo que durante os testes foi mantida aeracdo constante e z
mesma temperatura do sistema em que 0s peixes estavam mantidos.

Um grupo controle também foi utilizado para cada espécie, e nele
0s animais foram mantidos em &agua sem agente anestésico, para
monitoramento dos pardmetros comportamentais e da mortalidade que
poderia estar relacionada aos procedimentos experimentais.

Utilizando-se a proposta metodoldgica de Ross & Ross (1999)
para caracterizar os estagios de anestesia, foi cronometrado o tempo que
cada animal utilizou para atingir o estagio V, conhecido como estagio de
anestesia profunda (Tabela 2).

Foi definido também um tempo limite para aferi¢do, no qual o
animal que ndo atingiu o estagio de anestesia profunda apds 6 minutos
foi classificado no estagio de anestesia (Tabela 2) que se encontrava
naquele momento.

Apbs a inducdo a anestesia foi realizada biometria dos animais e
em seguida os mesmos foram transferidos para aquarios com agua sem
anestésico para determinacdo do tempo de recuperacdo. Este tempo foi
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registrado quando se obteve total recuperacdo do equilibrio e capacidade
normal de natacdo, indicada pelo estagio V dos critérios estabelecidos
por Hikasa et al. (1986), modificado por Vidal et al. 2008 (Tabela 3).

Tabela 2. Estagios de inducdo anestésica, segundo Ross & Ross (1999).

Estagio Resposta comportamental

VI

ViI

Normal (peixes com reacdo a estimulos externos, batimentos
operculares normais, reacdo muscular normal)

Sedac&o leve (peixes com reacdo a estimulos externos,
movimentos reduzidos, batimentos operculares mais lentos,
equilibrio normal)

Sedac&o profunda (perda total da reagéo aos estimulos
externos exceto forte pressao, leve queda do movimento
opercular, equilibrio normal)

Narcose (perda parcial do tdnus muscular, natacéo errética,
aumento dos movimentos operculares, reacdo apenas a forte
estimulo tétil ou vibrag&o)

Anestesia profunda (perda total de tdnus muscular, perda
total de equilibrio, batimento opercular lento, porém regular)
Anestesia cirdrgica (auséncia total de reagdo, mesmo a forte
estimulo, movimentos operculares lentos e irregulares,
batimentos cardiacos lentos, perda total de todos os reflexos)
Colapso medular (parada da ventilacdo, parada cardiaca,
morte eventual)

Tabela 3. Estagios de recuperacdo anestésica. Modificado de Hikasa et
al. (1986) por Vidal et al. (2008).

Estdgio Resposta comportamental

Reaparecimento dos movimentos operculares

Retorno parcial do equilibrio e da capacidade de natacéo
Recuperacdo total do equilibrio

Natacdo e reacdo a estimulos externos ainda vacilantes

Total recuperacéo do equilibrio e capacidade normal de
natacao
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Com base nestes resultados foi definida a concentracdo ideal,
tendo-se como premissa que 0 anestésico deve produzir anestesia em
doses minimas do produto dentro do tempo maximo de trés minutos,
com tempo de recuperacao anestésica de até cinco minutos (MARKING
& MEYER, 1985). A dose ideal para o tempo de indugéo & anestesia foi
obtida a partir da analise de regressdo entre o tempo de indugdo da
anestesia e a concentracdo de eugenol, obtida através do programa
Curve Expert Professional, versdo 2.0.3 (HYAMS, 2013).

Apds a recuperacao os peixes de cada tratamento foram mantidos
em observacao durante um periodo pos-tratamento de uma semana, para
avaliagcdo comportamental e registro de mortalidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os testes e periodo pés-tratamento ndo foi registrada
mortalidade em nenhuma das espécies. No pds-tratamento 0s animais
apresentaram natacdo normal e captura efetiva de alimento.

Observou-se que para o suruvi foram necessérias as menores
doses para inducdo a anestesia, seguido pela piava e por Gltimo o jundia.
Para todos os tratamentos onde ocorreu indugdo a anestesia profunda, o
tempo de recuperacdo ndo excedeu 0 maximo de 5 minutos, conforme
Marking & Meyer (1985).

Piava - Leporinus obtusidens

A menor concentracéo testada (25 mg.L™*) ndo produziu anestesia
profunda nos animais, pois dentro do tempo limite estabelecido de 6
minutos atingiram 0s animais atingiram o estagio de narcose (Tabela 2).
Porém, a partir desta concentracdo todas as demais produziram anestesia
profunda, com tempos de recuperacdo sempre inferiores a 5 minutos.

Os peixes apresentaram reacdo de hiperatividade ao primeiro
contato com o anestésico, evidenciada pela rapida movimentacdo no
aquario, que foi diminuindo a medida que o anestésico comecava a fazer
efeito. Vidal et al. (2007a) e Vidal et al. (2007b) observaram 0 mesmo
comportamento para Leporinus macrocephalus (1,77 + 0,69 g) e para
Brycon cephalus (3,31 + 0,57 g).

Durante a inducdo anestésica L. obtusidens apresentou, o seguinte
comportamento, similar ao relatado por Vidal et al. (2008), testando o
eugenol como anestésico para Oreochromis niloticus: hiperatividade ao
primeiro contato com o anestésico; natacdo lenta; parada do animal na
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posicdo dorso ventral, em alguns casos, com leve inclinacdo para um
dos lados; perda da reacdo aos estimulos externos e perda do ténus
muscular.

Nas concentragdes mais elevadas, a passagem gradativa por essas
respostas comportamentais ndo foi evidente, provavelmente devido a
velocidade de acéo do eugenol, condi¢do também foi registrada para R.
quelen e S. scriptum.

Na dose de 37,5 mg.L™ o tempo médio para os animais atingirem
0 estagio de anestesia profunda ultrapassou 3 minutos, tendo sido
observada reducgdo significativa do tempo de indugdo anestésica com o
aumento das dosagens até 100 mg.L™, sendo que a partir desta
concentracdo o tempo de inducdo ndo foi alterado.

A relagdo entre o tempo de inducdo & anestesia e as
concentragBes de eugenol para piava (Figura 1), esta representada pela
equacdo Y=18080,1X % (p < 0,01; R2= 0,88).

20 306 40 30 60 70 8G9 100 110 120 130 140 150
Concentragio (mg.L")

= tempo de indugBo o tempo de recuperagdo

Figura 1. Regressdo entre o tempo de inducdo a anestesia e a
concentracdo de eugenol (Y=18080,1X™?**%; R2= 0,88), e entre 0 tempo
de inducdo a anestesia e o tempo de recuperacdo de Leporinus
obtusidens (piava).

Considerando-se como 3 minutos o tempo maximo determinado
para inducdo, calculou-se como 39,3 mg.L™ a dose ideal de eugenol
para a piava, valor muito proximo ao recomendado por Vidal et al.
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(2007a) para anestesia profunda de Leporinus macrocephalus (1,77 +
0,69 g), que foi de 37,5 mg.L™?, nota-se a diferenca de tamanho para a
espécie do mesmo género estudada neste trabalho Leporinus obtusidens
(180,02 £ 59,61g). Diemer et al. (2012), testando eugenol para Rhamdia
voulezi de diferentes classes de tamanho, obtiveram periodo de inducéo
bastante préximo nos peixes das menores classes e nos das maiores
classes.

O mesmo foi registrado por Vidal et al. (2007c), que estudaram a
influéncia do peso em juvenis de matrinxa (Brycon cephalus), entre 3,08
e 38,45 g, e juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), entre 1,32
e 33,03 g, Utilizando uma dose de 50 mg.L™, estes autores concluiram
gue ndo houve influéncia do peso corporal de juvenis de matrinxa e de
tambaqui sobre o tempo de inducao.

Jundi& - Rhamdia quelen

Os peixes recem-introduzidos no aquario contendo a solugdo com
eugenol  também  apresentaram  hiperatividade, demonstrando
comportamento de “tosse” com reflexo de regurgitagdo. Este
comportamento também foi descrito por Grush et al. (2004) em Danio
rerio e por Vidal et al. (2006) em juvenis de Pseudoplatystoma
corruscans.

O jundia foi a espécie na qual foram utilizadas maiores doses de
eugenol para que os animais atingissem o estagio de anestesia profunda.
A dose 37,5 mg.L™" ndo produziu este efeito dentro do tempo limite
estabelecido, uma vez que os animais ainda se encontravam em estagio
de narcose (Tabela 2), mesma condi¢do observada para as piavas sob 25
mg.L™ de eugenol. Com o aumento das dosagens foi registrada reducéo
significativa do tempo de indugdo anestésica, sendo que em todas as
concentragBes 0 tempo de recuperacdo foi inferior ao ideal (5 minutos).
A reducdo do tempo necessario para a anestesia de peixes, a medida que
se elevaram as concentracfes de eugenol também foi registrada por
outros autores (INOUE et al., 2003; VIDAL et al., 2006; VIDAL et al.,
2007b; DIEMER et al. 2012; RIBEIRO et al., 2013).

O modelo matematico ajustado para representar o tempo de
inducdo em diferentes concentracGes de eugenol para o jundia (Figura 2)
foi Y=17896X"%"8 (p < 0,01; R2 = 0,79). Os tempos de recuperacéo n&o
excederem 0s 5 minutos propostos, de modo que a dose ideal para o
tempo de indugo de 3 minutos foi estimada em 68,6 mg.L™.
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Concentragio (mg.L™)
= tempo de induglio o tempo de recuperacio
Figura 2. Regressdo entre o tempo de inducdo a anestesia e a
concentracdo de eugenol (Y=17896X"%®: Rz = 0,79), e tempo de
recuperacgao de Rhamdia quelen (jundia).

Diemer et al. (2012) testaram o efeito anestésico do eugenol para
Rhamdia voulezi, utilizando cinco diferentes classes de peso: 32,5; 75,0;
150,0; 300,0 e 450,0g e quatro concentragdes de eugenol 50, 75, 100 e
125 mg.L™. Em todas as concentragBes avaliadas os peixes atingiram
auséncia de reacdo a qualquer estimulo. O mesmo ocorrido neste para o
Jundi4 a partir da concentracio de 50 mg / L™ eugenol.

Cunha et al. (2010), avaliaram o tempo de inducéo, a resposta ao
cortisol e a analise sensorial do filé em Rhamdia quelen tratados com o
eugenol. Na concentragdo de 50 mg.L™ os autores obtiveram tempo de
inducdo de 206,4 + 22,5 s para individuos de 2,1 g, e de 243,2+19,4 s
para animais com 177,0 g. No presente estudo jundids com
92,9 + 16,04 g submetidos a mesma dosagem de eugenol foram
induzidos & anestesia com 238,8 + 36,8 s.

A regressdo entre o tempo de inducdo e a concentracdo de
eugenol corrobora modelos matematicos encontrados por outros autores
(INOUE et al., 2003; VIDAL et al., 2007b; RIBEIRO et al.,2013), nos
quais também foi registrada reducdo acentuada nas primeiras
concentracBes, com a tendéncia a estabilizacgdo nas maiores
concentracoes.
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O aumento das concentragdes influenciou significativamente o
tempo de inducdo a anestesia, porém, assim como registrado por Vidal
et al. (2006) e Vidal et al. (2007b), foram observados maiores desvios
para o tempo de recuperacao.

Suruvi - Steindachneridion scriptum

Os suruvis estocados no aquario contendo a solu¢do com eugenol
apresentaram inicialmente rdpida movimentacdo, demonstrando
comportamento de tosse e reflexo de regurgitacdo, ou seja,
comportamentos similares aos apresentados pelo jundid.

Comparado ao jundid, o suruvi necessitou de menor tempo para
ser induzido a anestesia profunda, sendo que em todas as doses testadas
0s animais atingiram este estdgio porém, na menor concentracdo
(25 mg L™ eugenol), o tempo de indugéo foi superior a 3 minutos.. O
tempo de inducdo anestésica apresentou reducdo significativa com o
aumento das concentragBes testadas, porém, para o tempo de
recuperacdo ndo foi observada a mesma relagdo. O tempo de
recuperagdo em todas as doses testadas ndo excedeu 5 minutos, porém
observou-se que o tempo de recuperacdo foi um pouco mais lento que o
do jundia.

Vidal et al. (2006), testando eugenol como anestésico em juvenis
de pintado (Pseudoplatystoma corruscans; 27,76 + 7,7 g,), observaram
que na menor dose testada (25 mg L™ eugenol) ocorreu anestesia
profunda, assim como demonstrado no presente trabalho para o suruvi, e
diferente do registrado em jundids, que s6 foi induzido com
concentraco igual ou superior a 50 mg L™

Testando o eugenol como anestésico para o Siluriformes pacama
(Lophiosilurus alexandri) na faixa de temperatura de 28,1 +0,6°C,
Ribeiro et al. (2013) também obtiveram 100 % de sobrevivéncia no
periodo poés-tratamento. Para Pimephales promelas, no entanto, a
anestesia com 100 mg.L ' de eugenol propiciou apenas 60% de
sobrevivéncia (PALIC et al., 2006), o que demonstra a importancia dos
estudos espécie-especificos para 0 emprego dos anestésicos.

A Figura 3 apresenta a regressdo entre o tempo de inducéo e as
concentragGes de eugenol para o suruvi, que foi representada pelo
modelo Y=4196,1X "% (p < 0,01; R2= 0,91). Considerando-se o tempo
de 3 minutos para inducdo a anestesia, € 0 tempo de recuperacdo nao
superio a 5 minutos, verificou-se que a dose ideal é igual a 31,5 mg/L™
de eugenol.
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Figura 3. Regressdo entre o tempo de indugdo a anestesia e a
concentracdo de eugenol (Y=4196,1X%"%; R2= 0,91), e tempo de
recuperacdo de Steindachneridion scriptum (suruvi).

CONCLUSAO

As diferentes concentracdes de eugenol influenciaram os tempos
de inducdo para piava, jundia e suruvi, porém ndo foi registrada
mortalidade. As concentracdes ideais para piava, jundia e suruvi sao:
39,3, 68,6 e 31,5 mg.L™" de eugenol, respectivamente.
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Anexo |

Piavas sendo induzidas a anestesia.
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Anexo 11

Suruvi em estado de anestesia profunda.

Anexo 11

Tanques de 1000 L onde os peixes foram mantidos.
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Anexo IV

Biometrias feitas apds a indugdo a anestesia profunda




