Revista Agrarian
ISSN: 1984-2538

Eugenol na anestesia da tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
Eugenol for anesthesia of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
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Resumo. Neste estudo, avaliou-se a eficacia do eugenol e determinou-se a concentracao ideal para induzir a
anestesia da tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus). Foram utilizados trinta peixes com peso médio de 6,67
g e comprimento total médio de 7,34 cm. Os testes foram conduzidos em aquarios com aeragao e capacidade
para 15 litros. Os animais foram expostos as concentragdes de 50, 60, 70, 80 e 100 mg L™ de eugenol, e os
tempos de inducdo e recuperacdo de cada peixe foram monitorados com um crondmetro digital. Os
resultados obtidos mostraram que todas as concentrac@es testadas foram capaz de anestesiar 0s animais. As
médias dos tempos de inducio para as concentracdes de 50, 60, 70, 80 e 100 mg L™ foram de 62,83, 48,85,
46,88, 43,12 e 34,28 segundos, respectivamente. Concluiu-se que, a concentragdo de 50 mg L™ é suficiente
para induzir a anestesia desta espécie.

Palavras-chave: anestésico, inducdo, peixe, recuperagao

Abstract. The effectiveness of eugenol and optimal concentration for the anesthethic induction of the Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) was assessed in this paper. Thirty fish with average weight of 6.67 g and
average total length of 7,34 cm were used in the experiment. The tests were carried out in aered 15 L
capacity aquariums. Animals were exposed to 50, 60, 70, 80 and 100 mg/L of eugenol concentrations and
induction and recovery times of each fish were monitored with a digital stopwatch. The results showed that
all concentrations tested were enough to induce the Nile tilapia. Averages of induction times for the
concentrations of 50, 60, 70, 80 and 100 mg L™ were 62.83, 48.85, 46.88, 43.12 and 34.28 seconds,
respectively. The conclusion is that 50 mg L™ concentration is enough to safely achieve the anesthetic
induction of the specie.
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Introducéo

A anestesia € uma ferramenta valiosa para
minimizar o estresse ou danos fisicos provocados
pela captura, manipulacdo e soltura dos animais
(Ross & Ross, 2008). Os anestésicos para peixes sdo
geralmente administrados na agua, 0s animais Sdo
imersos e a solucdo anestésica passa pelas branquias
e difunde-se para o sangue, conduzindo o farmaco
até o sistema nervoso central (Ross & Ross, 2008).

Muitos produtos quimicos sdo utilizados
como anestésicos para peixes, tais como: MS-222
(tricaina metano sulfonato), benzocaina, quinaldina,
fenoxietanol, dentre outros (Velasco-Santamaria,
2008; Weber, 2011; Bittencourt et al., 2013). No
entanto, alguns destes farmacos podem ocasionar
inconvenientes como perda do muco, irritacdo das

branquias e danos na cérnea (Inoue et al., 2003). Por
isso, procura-se  substituir esses anestésicos
sintéticos por outros que ndo causem danos aos
animais.

Um dos principais anestésicos naturais
utilizados no Brasil € o 6leo de cravo. Ele é extraido
das folhas e dos brotos de arvores do género
Eugenia (Simbes & Gomes, 2009). Desde a
antiguidade, o 6leo de cravo tem sido usado como
um leve anestésico topico, ajudando com a dor de
dente, dores de cabeca e dores nas articulagdes, isso
porque seu principio ativo € o eugenol, que
representa 90-95% da composi¢do deste Oleo.
(Bowser, 2001; Ross & Ross, 2008).

O eugenol é muito utilizado na odontologia
como um produto de uso interno, sendo um
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componente (misturado ao Oxido de zinco) de
preenchimentos tempordrios para restauragdes
(Inoue et al., 2003). Atualmente vem sendo utilizado
como anestésico de peixes em Vvarios paises por
possuir uma série de vantagens, dentre elas a
econdmica (Iversen, 2003). Também possui grande
eficacia, ampla margem de seguranca para o animal
e auséncia de toxicidade para o operador nas doses
utilizadas para os peixes (Keene et al., 1998). No
entanto, pesquisas feitas em ratos de laboratdrio,
coelhos e gatos, revelam que o eugenol, sem
diluigBes, ao entrar em contato com a pele causa
inflamacdo local e necrose celular (Feng & Lipton,
1997).

Substancias anestesiadoras sdo utilizadas, no
intuito de diminuir a mobilidade dos animais e
consequentemente minimizar as lesdes dos peixes e
do manipulador decorrentes dos procedimentos de
biometria, transporte, extrusdo de gametas,
marcacdo, entre outras. A tilapia nil6tica, por
exemplo, apresenta espinhos 6sseos nas nadadeiras
que podem provocar ferimentos aos que as
manuseiam, assim o0 uso de anestésicos durante o
manejo reduz o estresse do animal e aumenta a
seguranga do manipulador (Melo et al., 2012).

A tildpia ocupa o primeiro lugar da
aquicultura continental brasileira, contribuindo com
46,61% do total produzido (MPA, 2011). Esse lugar
de destaque deve refletir em pesquisas que venham
contribuir no processo produtivo desta espécie.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
eficacia do eugenol e determinar a concentracéo
ideal para induzir a anestesia da espécie
Oreochromis niloticus.

Material e Métodos

A pesquisa foi realizada na Estacdo de
Piscicultura de Paulo Afonso (EPPA), pertencente a
Companhia Hidro Elétrica do S&o Francisco
(CHESF). Os peixes provenientes de um viveiro
desta estacdo foram aclimatados durante 7 dias em
tanque de 16000 litros com circulagdo continua de
agua. A temperatura durante esta fase variou de 23 a
25 °C e a alimentacdo foi suspensa 24 horas antes do
inicio do experimento.

O eugenol (Biodindmica®) é um 6leo, por
isso foi dissolvido primeiramente em um solvente
organico para depois ser misturado em &gua.
Utilizou-se etanol (92,8° INPM) na proporcdo de

1:10 para diluir o produto, resultando em uma
solugio-estoque a concentracio de 100 mg mL™,

Os testes foram conduzidos em dois
aquarios de vidro, um para a indugdo e o outro para
a recuperacdo, cada um contendo 10 litros de agua e
aeragdo constante.

Os peixes foram individualmente expostos
as concentracdes de 50, 60, 70, 80 e 100 mg L de
eugenol. Utilizou-se um total de 30 animais (seis
por tratamento) escolhidos aleatoriamente. Os
ensaios ocorreram da menor para a maior
concentracdo. Ao entrarem no estado de laténcia, 0s
peixes eram removidos do aquario de indugdo (com
eugenol), medidos (comprimento total = 7,34 + 0,40
cm), pesados (peso = 6,67 + 1,13 g) e transferidos
para 0 aquario de recuperacdo (sem eugenol). A
dgua do aquério de inducdo e recuperacdo foi
trocada ao término de cada repeticdo. Logo apds, o
grupo de peixes de cada concentracdo foi colocado
em tanques de 840 litros durante 24 horas para
avaliar a sobrevivéncia.

O critério utilizado para estabelecer o estado
de anestesia (laténcia) foi a auséncia de reagdo a
estimulos realizados, estdgio 4 conforme a
metodologia proposta por Woody et al. (2002)
(Tabela 1). A chegada a este estagio era verificada
com o auxilio de um bastdo de vidro. Os animais
foram dados como recuperados quando readquiriam
a capacidade normal de natagdo, conforme a mesma
metodologia. Utilizou-se cronémetro digital para
registrar os tempos de inducdo e recuperacdo de
cada peixe.

Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) com um fator, a concentracéo
de eugenol. Para investigar com maior detalhe
eventuais diferencgas de respostas utilizou-se o teste
Tukey. Um modelo potencial também foi utilizado
para descrever o tempo de inducdo em funcéo das
concentracdes de eugenol. Os pardmetros do modelo
foram estimados atraves de regressao linear. Todas
as andlises foram realizadas com o programa R
(Ihaka & Gentleman, 1996).
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Tabela 1. Estagios de anestesia e as respectivas caracteristicas comportamentais.

Estagio Caracteristicas comportamentais

1 Movimento opercular torna-se lento ou irregular

2 Perda de equilibrio e dificuldade para manter a posicéo vertical de nado

3 Perda total do equilibrio e incapacidade de recuperar a posicao vertical de nado
4 Nenhuma reagéo a estimulos

Recuperacéo Capacidade de se manter na posicao vertical e de nadar normalmente

Resultados e Discussao

Para todas as unidades experimentais, a &gua
apresentou as seguintes caracteristicas fisico-
quimicas: temperatura de 24 + 0,95 °C, oxigénio
dissolvido (OD) de 6,0 £ 0,81 mg L™, pH de 9,0 +
0,72, condutividade de 81 + 1 mS cm-' e os s6lidos
totais dissolvidos (TDS) de 0,052 g L™ Cdnica
variavel constante. Nao houve diferencas estatisticas
entre as concentragdes para cada um dos parametros.

Todas as concentragOes testadas (Tabela 2)
foram capazes de induzir a tilapia-do-nilo ao estagio
4 de anestesia (Woody et al., 2002), caracterizada
pela auséncia de reacdo a estimulos, ou seja, 0 peixe
repousa no fundo do aquério inclina-se para um dos
lados devido a perda do equilibrio e ndo responde a
estimulos externos, mantendo constante o batimento
do opérculo.

Né&o houve mortalidade de animais durante a
exposi¢do ao anestésico e nem durante o descanso
(24 horas contadas ap6s 0 experimento) dos animais.
De acordo com Cho & Helth (2000), o eugenol é
rapidamente eliminado pelo animal, sem a
necessidade de depuragdo. No entanto, outros
estudos mostram que a utilizagdo com
administraches  sucessivas de eugenol gera
acumulacao no organismo do animal (e.g. Guénette
et al., 2007). E testes de analise sensorial realizados
em filés de jundia, ap6s a anestesia, demonstraram
que o 6leo de cravo deixa um sabor desagradavel ao
file (Cunha, 2007). No entanto, segundo Delbon &
Paiva (2012) o residuo anestésico do eugenol, para
esta mesma espécie, é eliminado do organismo do
peixe em até 24 horas.

Tabela 2. Tempos de inducéo e recuperacéo da tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

Concentracio (Mg L™) Inducéo (s) Recuperacéo (s)
50 62,83 £6,73 a* 219,22 +57,84a
60 4885+8,22 b 140,60 + 23,55 b
70 46,88+£9,31b 155,85 + 26,41 ab
80 43,12 £5,84 bc 197,63 £ 29,71 ab
100 34,28 +393¢C 229,32 £60,48 a

*Medias na mesma coluna seguidas de letras distintas diferem ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Todos os tratamentos, tanto a indugdo quanto
a recuperagdo, ndo passaram de 3 e 5 minutos,
respectivamente. Segundo Roubach & Gomes
(2001) o anestésico é considerado satisfatorio
quando a indugdo ndo ultrapassa 3 minutos e a
recuperagao ocorre dentro de 5 minutos.

No caso da indugdo, verificou-se que a
resposta a0 anestésico no tratamento de 50 mg L™
apresentou media diferente das demais observadas
para os outros tratamentos (Tabela 2). Resultado
similar também foi encontrado por Vidal et al.
(2008) para a mesma espécie. No entanto, para o
dourado (Salminus brasiliensis) ndo se observou
diferenca entre as concentragdes de 50 e 60 mg L™
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de eugenol (Hisano et al., 2008). As diferencas entre
as concentracOes sdo relevantes para o estudo dos
efeitos das doses a serem administradas, pois se
pretende encontrar uma concentragdo suficiente e
segura para induzir os peixes.

Observou-se que o tempo de inducdo a
anestesia é influenciado pela concentracdo do
anestésico. Segundo Park et al. (2008) maiores
concentragdes de farmaco resultam em menor tempo
de inducdo. Outra observacdo parece estar
relacionada ao tamanho do peixe (Figura 1), pois
para uma mesma concentracdo do anestésico o
animal que apresenta maior peso demora mais tempo
para chegar ao estagio 4 (Tabela 1) de anestesia.
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Figura 1. Peso da tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) em funcéo do tempo de indugédo dos animais

expostos ao eugenol.

Neste trabalho observou-se que o aumento
da concentracdo deste fArmaco exige um acréscimo
no tempo de recuperacdo do animal, exceto para a
concentracdo de 50 mg L™ que apresentou o
segundo maior tempo de recuperagdo. O fato do
aumento da concentragdo demandar um maior
tempo de recuperacdo também foi observada para o
pampo (Trachinotus marginatus) (Okamoto et al.,
2009), o matrinxd (Brycon cephalus) (Vidal et al.,
2007) e a carpa (Cyprinus carpio) (Hajek et al.,
2006).

Os coeficientes de variagao (CV) (Figura 2),
tanto na indugdo quanto na recuperagdo, nao
demonstraram  um  padrdo. Esse  mesmo
comportamento também foi observado no trabalho
de Hisano et al. (2008), cujas concentracdes
variavam de 20 a 60 mg L' de eugenol. Ja o
trabalho de Vidal et al. (2007) apresentou uma
uniformidade nos resultados do CV de inducdo e
recuperacdo, para concentracdes maiores que 100
mg L™*. Em Vidal et al. (2008) essa uniformidade s6
ocorreu para 0 CV de indugdo, também para
concentragbes maiores de 100 mg L. Assim
conclui-se que para concentracdes maiores que 100
mg L os coeficientes de variagdo tendem a se

estabilizar, isso ocorre porque a proporgdo entre o
desvio padrdo e a media das respostas diminuem
com o aumento das concentragdes principalmente
quando ultrapassam esta concentracao.

Comparando-se 0 coeficiente de variacdo
médio de indugdo e recuperacdo, observou-se que 0
primeiro (14,48) foi menor que o segundo (20,30),
esse padrdo também foi encontrado para matrinxa
(Brycon cephalus) (Inoue et al., 2003), dourado
(Salminus brasiliensis) (Hisano et al., 2008),
tambaqui (Colossoma macropomum) (Roubach et
al., 2005) e tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
(Vidal et al., 2008). Isto implica que a variabilidade
das respostas de recuperacdo é maior que a de
inducéo.

A equacdo potencial (Eg. 1), obtida a partir
da curva do grafico da Figura 3, descreve
razoavelmente bem a relacdo entre tempo de
inducdo e a concentragdo de eugenol.

T = 1407,855 . (C)?%%® (Eq. 1)

Em que: T - tempo de indugdo; C - concentragdo
do eugenol.
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Figura 2. Coeficiente de variacdo de inducdo e recuperacdo em fungdo da concentracdo de eugenol em
experimento com tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus).

Comparando-se o coeficiente de variagdo
médio de inducdo e recuperacdo, observou-se que 0
primeiro (14,48) foi menor que o segundo (20,30),
esse padrao também foi encontrado para matrinxa
(Brycon cephalus) (Inoue et al., 2003), dourado
(Salminus brasiliensis) (Hisano et al., 2008),
tambaqui (Colossoma macropomum) (Roubach et
al., 2005) e tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
(Vidal et al., 2008). Isto implica que a variabilidade
das respostas de recuperacdo € maior que a de
inducéo.

A equacdo potencial (Eq. 1), obtida a partir
da curva do grafico da Figura 3, descreve
razoavelmente bem a relagéo entre tempo de inducdo
e a concentracdo de eugenol.

T =1407,855 . (C) %% (Eq. 1)

Em que: T - tempo de indugdo; C - concentragdo
do eugenol.

O coeficiente de determinagio (R? para a
forma linearizada é de 0,64. O modelo potencial
também foi utilizado nos trabalhos de Inoe et al.
(2003), Vidal et al. (2007) e Vidal et al. (2008). O R?
€ menor que o obtido no trabalho de Vidal et al.
(2008), também para a espécie Oreochromis
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niloticus. Uma possivel explicacdo diz respeito ao
amplo intervalo de concentragbes de eugenol (50,
75, 100, 150, 200 e 250 mg L) utilizadas por Vidal
et al. (2008). No presente trabalho a concentragdo
méaxima de 100 mg L™ néo foi suficiente para obter
um alto coeficiente de determinacéo, pois percebe-se
que quanto maior a concentracdo do anestésico
menor a diferenga do tempo de inducdo entre as
repeti¢des do tratamento, ou seja, menor a variancia
da resposta (Figura 3). Como Vidal et al. (2008)
utilizaram concentragBes maiores que 100 mg L™
para as quais a variancia é reduzida, obtiveram um
coeficiente de determinagdo maior ao ajustar o
modelo.

A concentracdo de 50 mg L™ de eugenol foi
suficiente para induzir de maneira segura a tilapia-
do-nilo, em aproximadamente um  minuto.
Resultados similares também foram encontrados em
estudos com matrinxa (Vidal et al., 2007), truta arco-
iris (Keene et al., 1998) e dourado (Hisano et al.,
2008). No entanto, deve-se considerar que o farmaco
foi  utilizado para anestesiar 0s  peixes
individualmente. ~ Cenarios  com  diferentes
densidades podem resultar em diferengas quanto ao
tempo de induc&o e recuperacéo.

594



Revista Agrarian
ISSN: 1984-2538

80 -
[ ]
70 4
e [ ]
o _ ®
,g 60 . °
: : g
2 50 A . - e s
8. * o
= | o el
g 40 p< = & o ®
o L e g
30 - :
20 T 1 T T T 1 1
40 50 60 70 80 90 100 110

Concentrag¢ao (mg/L)

Figura 3. Tempos de inducdo em fungdo da concentragdo de eugenol em experimento com tilapia-do-nilo

(Oreochromis niloticus).

Durante a realizagdo do experimento,
observou-se um comportamento hiperativo dos
peixes ao entrarem em contato com o anestésico, que
segundo Collins (1985) é o primeiro comportamento
de um animal que sera submetido a anestesia geral.
Tal hiperatividade também foi observada por Vidal
et al. (2007) e Mylonas et al. (2005). Grush et al.
(2004) analisaram os efeitos do etanol expondo a
espécie Danio rerio a solugdo de 1400 ppm de
etanol por 96 horas, e observaram que ndo houve
alteracbes comportamentais nos peixes. Portanto, a
reacdo de hiperatividade parece estar ligada ao
préprio farmaco.

Vidal et al. (2008) estudaram a mesma
espécie  (Oreochromis niloticus), no entanto,
observou-se que para as mesmas concentragdes, 0S
animais foram anestesiados mais rapidamente no
presente estudo. Possiveis explicacbes podem ser
levantadas, tal como o jejum de 24 horas que 0s
peixes foram submetidos neste trabalho, a diferenca
na metodologia utilizada para verificar os estagios
de inducdo e recuperagdo, as caracteristicas fisico-
quimicos da agua. E segundo Gilderhus & Marking
(1987), a observacdo dos diferentes estagios de
anestesia para peixes é bastante subjetiva podendo
divergir nos resultados. Outros efeitos também
devem ser considerados, de acordo com Hoskonen
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& Pirhonen (2004) as concentracdes ideais, segundo
a farmocinética do anestésico, dependem da biologia
da espécie e da qualidade da agua, particularmente
dureza, salinidade e temperatura (ha reducdo no
tempo de inducdo com a elevagdo desta) (Ackerman
et al., 2012; Walsh & Pease, 2002). Sendo assim,
estes fatores devem ser considerados em
experimentos e comparacdes entre estudos sobre uso
de farmacos em peixes.

Conclusodes

A concentragio de 50 mg L™ de eugenol foi
suficiente para induzir a tilapia-do-nilo. No entanto,
considerando os tempos de indugdo e recuperacao a
concentracdo de 60 mg/L seria uma melhor opcao
para a anestesia desse animal.
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