Eugenol como anestésico para oscar, Astronotus ocellatus
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RESUMO

PALAVRAS CHAVE ADICIONAIS

Estdgios de sedagdo.
Estdgios de recuperacio.
Peixe omamental.

Oleo de cravo.

A utilizagdo de anestésicos durante prdticas de manejo na piscicultura é considerada
uma medida mitigadora do estresse dos peixes. A espécie utilizada no experimento, o oscar,
é um peixe nativo da Bacia Amazénica de grande importéncia para a piscicultura ornamen-
tal e amplamente difundida na aquariofilia mundial. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito anestésico do eugenol sobre juvenis de oscar. Foram utilizados juvenis com peso de
4,61+0,83 g e comprimento total de 6,36+0,32 cm submetidos a diferentes concentragdes
de eugenol na dgua, em aqudrios distintos e posteriormente foi observada sua recuperacdo
em aqudrios sem eugenol. Foram avaliadas quatro concentracdes de eugenol: 40; 60; 80
e 100 mg/L. Os valores referentes ao tempo de permanéncia nos estdgios de sedagdo e
recuperagdo, bem como o tempo para completa sedagdo e retorno & natagdo normal foram
avaliados e analisados via ANOVA (p<0,05) e regressdo polinomial. Foi observado que
quanto maior a concentragdo, menor foi o tempo de indugdo & anestesia dos peixes. Para
a recuperagdo ndo ocorreu efeito entre as concentragdes de 60, 80 e 100 mg/L. A melhor
concentra¢do de eugenol para a sedagdo dos juvenis de oscar é 80 mg/L.

Eugenol as anesthetic for oscar, Astronotus ocellatus
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INFORMACION

The use of anesthetics in fish farming is a practice o control fish stress. The oscar is a
native fish from Amazon and it is of great importance to ornamental fish farming around the
World. The aim of this experiment was to evaluate the sedative effect of eugenol in juvenile
oscar, it used juveniles with body weight of 4.61+0.83 g and total length of 6.36+0.32 cm.
These juveniles were exposed to different concentrations of eugenol and then placed for
recovery in aquariums with no eugenol. Four doses were evaluated: 40; 60; 80 and 100
mg/L. The time values of sedation stages and recovery stages, as well as the amount of time
to complete sedation and return to normal swimming were analyzed using ANOVA (p<0.05)
and polynomial regression. The author observed that the higher the concentration of eugenol
is, the less the sedation time is. In the recovery stage, there was no significant effect to the
concentrations of 60, 80 and 100 mg/L. The best concentration of eugenol to sedation of
juvenile oscar was 80 mg/L.
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INTRODUCAO

O oscar (Astronotus ocellatus), também conhecido

como apaiari ou acara-agu, é um ciclideo ornamental

O comércio de peixes ornamentais é uma atividade
que movimenta grande montante financeiro no Brasil
e no mundo (Magalhaes and Jacobi, 2013). Caracteris-
ticas particulares do processo de produgao de peixes
ornamentais fazem com que esta seja considerada uma
atividade agropecuadria rentavel (Zuanon et al., 2006).
Uma das grandes vantagens da piscicultura ornamen-
tal é o seu baixo custo de producdo, o que permite a
implantagdo em pequenas dreas e utilizacdo de mao-
de-obra familiar (Cardoso ef al., 2012).

carnivoro, nativo da Bacia Amazonica (Trindade and
Queiroz, 2012). Esta espécie é conhecida pela toleran-
cia a baixas taxas de oxigénio (Wood et al., 2009), pelo
temperamento calmo e comportamento territorialista,
e possui importancia econdmica no Brasil e no mundo.
Esta entre as espécies nativas de valor para a aquicul-
tura ornamental (Ribeiro et al., 2007).

Na piscicultura os peixes estdo sujeitos a muitos
agentes estressores que, em situagoes extremas, po-
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Tabela I. Esta?ms de sedagao e recuperacao observados utilizando eugenol como anestésico para juvenis de

Astronotus oce

attus (Sedation and recovery stages observed for juveniles Astronotus ocelattus anesthetized with eugenol).

EsTAGIO

DESCRIGAO DO ESTAGIO

Normal

Sedagao leve

Anestesia leve

Anestesia profunda

Anestesia cirdrgica

Regularizagéo dos batimentos operculares
Inicio de movimentacao

Natagao erratica

Recuperacgao final

Recuperado

Reagdes e natagao normal

Perda de reagdo a movimentos visuais e ao toque.

Perda parcial de equilibrio.

Perda total de equilibrio.

Movimento minimo dos opérculos, e peixes estaticos.

Retomada de ritmo constante nos batimentos operculares.

Retomada de movimentos corporais.

Natacéao irregular sem diregcao controlada com o corpo fora do equilibrio normal.
Natacao regular, com o corpo em equilibrio, porém sem reacao a estimulos externos.
Natagéo e reagéo normais.

dem afetar a satide e o bem-estar dos animais; o uso
de anestésicos é uma alternativa para a reducdo dos
efeitos nocivos do estresse sobre os animais (Ashley,
2006). A anestesia pode auxiliar a diminui¢do do estres-
se reduzindo a atividade do sistema nervoso central
reduzindo a atividade locomotora. Manejos que exijam
exposi¢do ao ar como biometrias, deslocamento dos
peixes para outras estruturas de criagdo ou aquarios, e
avaliacdo do estado sanitdrio dos peixes seriam facili-
tadas com a utilizacdo de anestésicos.

Anestésicos sintéticos ja sao amplamente utilizados
para estes fins, a exemplo da benzocaina, 2-phenoxieta-
nol e a tricaina metano-sulfonato (Inoue et al., 2004; Ho-
lloway et al., 2004). Atualmente, a utilizagdo de anes-
tésicos de origem natural é cada vez mais frequente
na piscicultura (Faganha et al., 2005; Becker et al., 2012;
Benovit et al., 2012). Existe uma vasta gama de substan-
cias naturais com potencial utilizagdo na aquicultura,
o0 6leo-de-cravo (eugenol) é um composto natural com
ampla utilizagdo em peixes e de facil aquisicao.

O eugenol (C,;H;,0,) é um 6leo essencial extrai-
do das gemas florais do cravo-da-india que possui
multiplos usos, sendo utilizado principalmente como
antisséptico e anestésico local (Costa, 2000). Existem
experiéncias positivas de sua utilizagdo como anesté-
sico para muitas espécies de peixes, como o lambari,
esturjao, tildpia e a piraputanga (Pereira-da-Silva et al.,
2009; Imapoor et al., 2010; Delbon and Ranzani Paiva,
2012; Fabiani ef al., 2013). O eugenol apresenta baixo
risco a0 manipulador e aos peixes, sendo rapidamente
metabolizado e eliminado dos tecidos e da corrente
sanguinea (Hoseini ef al., 2015). Por ser um composto
de baixa solubilidade em agua, para utilizar o eugenol
€ comum que seja feita a diluigdo em etanol, as propor-
¢oes de dilui¢do variam, é comum encontrar na litera-
tura recomendagoes de 1:20 ou de 1:10 na proporgao
de eugenol:etanol (Inoue et al., 2011; Souza et al., 2012).
Para determinacdo das concentragdes adequadas para
anestesia de peixes € necessario estudar os seus efeitos
sobre o comportamento dos animais.

A anestesia ocorre em diferentes estagios que vao
desde a diminuicao das respostas aos estimulos exter-
nos até a completa perda de equilibrio, movimentos
corporais e respiratérios (Parodi et al., 2012). O estado
normal de atividade € o ponto de partida para as ava-
liagdes do comportamento dos peixes ao ter contato
com o anestésico. E importante conhecer aspectos com-
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portamentais da espécie em estudo, principalmente
atividade natatéria e reacdo a estimulos como o to-
que. Brycons e salmonideos sdo grupos de peixes que
apresentam maior atividade natatéria e agressividade
(Arbaldez-Rojas and Moraes, 2009) e, portanto, terdo
reacdo comportamental diferente daquela apresentada
por peixes com menor atividade. A alteracdo do com-
portamento normal pode ser constatada pela reducao
na atividade natatéria e fim de hiperatividade.

O primeiro sinal de agdo do anestésico € a perda de
reacao a estimulos externos, como o toque e estimulos
visuais, e redugdo nos batimentos operculares, nes-
te primeiro momento ndo ocorre perda de equilibrio
(Gimbo et al., 2008; Teixeira ef al., 2011). Persistida a
sedacdo, ocorrem altera¢cdes no equilibrio natatério
do peixe (Simdes et al., 2010). Inicialmente a natagao
é comprometida de forma a se tornar irregular e des-
orientada até cessar e o peixe perde totalmente o equili-
brio. Ap6s a perda de equilibrio o peixe perde os movi-
mentos, os batimentos operculares se tornam minimos
e, caso a sedagdo seja continuada, o peixe pode morrer
(Anschau et al., 2014) . Da mesma forma que a sedagao,
a recuperacgao também ocorre em estagios sequenciais,
iniciando com a regularizagao dos batimentos opercu-
lares, posteriormente iniciam-se os movimentos corpo-
rais, inicio de recuperacgdo da natagdo e recuperacao de
nata¢do normal (Zahl and Samuelsen, 2012). O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito anestésico do euge-
nol, bem como recuperacao anestésica em diferentes
concentragdes sobre juvenis de oscar.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no més de setembro
de 2014, na 4rea de experimentagao do Laboratério de
Nutricdo e Producdo de Espécies Ornamentais (LN-
PEO) do Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tec-
nologia do Espirito Santo, Campus de Alegre — ES. O
eugenol (1000 mg/L) foi adquirido em farmdcia de
manipulagao e diluido em &lcool etilico comercial (93°)
na propor¢ao de 1:10. Esta solucao foi armazenada em
geladeira. Nos experimentos foi utilizada dgua trata-
da colocada previamente para decantacdo em caixa
d’agua de polietileno por 48 horas para eliminagao
do cloro. Foram testadas as seguintes concentragdes
de eugenol (tratamentos): 40, 60, 80 e 100 mg/L em
juvenis de oscar com peso e comprimento médio de
4,61+0,83 g e 6,36+0,32 cm.
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Tabela II. Tempo de permaneéncia, em segundos, nos estagios de sedacao avaliados na indugao anestésica de
Astonotus ocelattus com eugenol em diferentes concentragoes (mg/L) (Residence time in the sedation stages (in seconds)
for Astonotus ocelattus anesthetized using different concentrations (mg/L) of eugenol).

Dose Variaveis

N SL AL AP AC
40 18,50 (16,81 %) 35,30 (64,87 %) 99,40 (24,48 %) 159,90 (62,83 %) 571,70 (21,16 %)
60 21,80 (22,57 %) 31,50 (54,51 %) 71,10 (21,76 %) 77,80 (44,07 %) 259,50 (16,47 %)
80 27,80 (27,99 %) 17,40 (42,63 %)? 56,90 (19,09 %) 54,30 (36,37 %) 244,00 (23,27 %)
100 12,20 (29,75 %) 18,80 (31,44 %) 34,40 (25,93 %) 39,30 (16,23 %) 98,10 (77,20 %)

Média (Coeficiente de variacdo). Médias acompanhadas pelas mesmas letras néo diferem entre si nas colunas (ANOVA, p<0,05). N=
normal (Y= -0,0118X?+1,5893X-27,385; R*= 76,78 %); SL= Sedagc&o leve (Y= 0,0032X?-0,773X+62,31; R*= 86,26 %); AL= Anestesia leve
(Y= 0,0036X2- 1,5535X+154,62; R>= 98,87 %); AP= Anestesia profunda (Y= 0,0419X2-7,7978X+402,21; R?>= 98,55%); AC= Anestesia

cirirgica (Y= 0,1039X?- 21,733X +1253,4; R?= 92,35%)).

Tabela III. Tempo de permanéncia, em segundos, nos estagios de recuperacao avaliados apés inducao
anestésica de Astonottus ocelattus com eugenol em diferentes doses (mg/L) (Residence time in the recovery stages (in
seconds) for Astonotus ocelattus anesthetized using different concentrations (mg/L) of eugenol).

Variaveis

Dose (mg/L)

RBO

M

NE

RF

131,40 (23,51 %)

92,89 (39,94 %)”

75,00 (36,56 %

83,89 (43,05%)°

177,50 (33,03 %)

112,78 (28,52 %)?

40 23,80 (41,13%)
60 26,80 (20,07 %)
80 47,00 (27,77 %)
100 25,00 (29,68 %)

(

80,70 (38,12 %)
(
(

88,90 (27,41 %)

) (

93,70 (39,32 %) 115,00 (29,47 %)?
) (
) (

94,10 (54,30 %)° 109,60 (51,91 %)?

Média (Coeficiente de variagdo). Médias acompanhadas pelas mesmas letras ndo diferem entre si nas colunas (ANOVA, p<0,05).
RBO= Recuperagdo dos batimentos operculares (Y= -0,0156X2+2,3065X—46,43; R2<70,00%); IM= Inicio de movimentagdo (Y=
0,0282X2-4,524X +262,98; R?= 76,82 %); NE= Natagao erratica (Y= -0,0117X2+1,6239X—19,657; R2<70,00 %); RF= Recuperag&o final (Y=

0,0401X? —6,6715X+ 377,83; R?= 96,77 %).

Os peixes foram obtidos por meio de desova na-
tural em viveiro escavado e levados para crescimento
na ala de produgdo de peixes ornamentais do LNPEO.
No laboratério foram alimentados, duas vezes ao dia,
com ragao extrusada com 32 % de proteina bruta, dis-
tribuida a lanco até a saciedade aparente. Antes dos
experimentos, os juvenis permaneceram por 24 horas
sem alimentacdo. Os peixes foram medidos com pa-
quimetro analdgico e pesados em balanca digital com
precisdo de 0,0001 g; para mensuragdo dos parametros
de qualidade de 4gua foram utilizados oximetro mi-
croprocessado modelo DO-5519 e peagametro digital
modelo PH-0016. Adotou-se o tempo maximo de ob-
servagao de 30 minutos na recuperacao e os peixes que
nao se recuperassem neste tempo seriam considerados
como ndo recuperados (Vidal et al., 2008).

O experimento foi realizado em delineamento intei-
ramente casualizado (DIC), com quatro tratamentos e
considerou-se cada peixe como uma repetigao (n= 10).
Os peixes foram submetidos a indugdo anestésica em
aquario de vidro contendo um litro de dgua e ap6s ob-
servada completa sedagdo, caracterizada pela auséncia
de movimentos e cessagao dos batimentos operculares,
eram deslocados para recuperagdo em outro aquario
contendo 13 L de 4gua com aeracao constante, reali-
zada por soprador de ar e pedra porosa. Os estdgios
de sedagdo e recuperagao descritos na tabela I foram
acompanhados e avaliados por apenas um observador
para todos os tratamentos e repeti¢gdes. Os tempos, em
segundos, de sedagdo e recuperagdo foram acompan-
hados com crondmetro digital.

Os dados referentes ao tempo de permanéncia em
cada estagio de sedacdo, tempo acumulado para a

sedacgao completa (anestesia cirdrgica) e tempo de re-
cuperagao foram analisados por ANOVA (p<0,05) e
regressdo polinomial utilizando software Sisvar 5.3°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao houve mortalidade durante o experimento.
A temperatura da dgua no aqudrio de inducdo foi
de 25,73+0,34°C e no aqudrio de recuperacado foi de
25,66+0,30°C, o oxigénio dissolvido apresentou con-
centracdo média de 5,45+0,37mg/L e o pH foi de
7,37+0,21. As tabelas II e III mostram os tempos de
permanéncia dos peixes em cada estagio de sedagdo e
recuperacao avaliado. A figura 1 mostra a comparagao
entre os tempos de anestesia completa (A) e recupe-
racdo (B) das diferentes concentragdes testadas.

Os parametros de qualidade de agua se mantive-
ram dentro da faixa de conforto para a maioria das
espécies de peixes tropicais (Arana, 2004). Durante a
indugdo a anestesia utilizando as concentragdes de 40
e 60 mg/L nao ocorreu a hiperatividade inicial descrita
por Vidal et al. (2008) em tildpia. Neste trabalho, este
comportamento foi observado ao utilizar as doses de
80 e 100 mg/L. Porém, todos os peixes sedados com as
doses de 40 e 60 mg/L apresentaram grande hiperati-
vidade e natagao erratica na fase final da recuperagao,
posteriormente voltando a normalidade. Fato ndo oco-
rrido para as doses mais altas, 80 e 100 mg/L, que ndo
apresentaram hiperatividade na recuperagao.

Observou-se que o aumento da dose diminuiu o
tempo de permanéncia em quase todos os estdgios de
sedacao. Porém, neste trabalho, o aumento da dose
ndo diminuiu o tempo de permanéncia no estado nor-
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Figura 1. Tempos para anestesia completa (A) e recuperacao (B) de Astonotus ocelattus anestesiados com
eugenol. Dentro das figuras A e B, colunas acompanhadasx}znelas mesmas letras ndo diferem entre si (ANOVA,

<0,05). Tempos para anestesia completa (A) (Y= 0,1409X?-30,268X +1845,1; R?>= 94,98 %) e recuperagao (B)
FY: 0,046X%-7,695X + 634,5; R?= 80,44 %) (Time to full anesthesia (A) and recovery (B) for Astonotus ocelattus anesthetized using
eugenol. In the Graphics 1 and 2 columns with the same letter are not different from each other (ANOVA, p<0,05). Times to full anesthesia

(A) (Y= 0,1409X2—30,268X + 1845,1; R?= 94,98 %) and recovery (B) (Y= 0,046X2—7,695X +634,5; R2= 80,44 %)).

mal, fato ndo observado na utilizagdo do eugenol na
sedacgdo de algumas outras espécies de peixe (Cunha
et al., 2010; Moreira et al., 2010).

Para os outros estagios de sedagdo, exceto para a
permaneéncia no estdgio normal, quanto maior foi a
dose, menor foi o tempo de permanéncia nos estagios
avaliados, fendmeno constatado também em outros
experimentos que utilizaram o eugenol como anes-
tésico para outros peixes (Facanha and Gomes, 2005;
Souza et al., 2012; Ribeiro et al., 2013). Este efeito esta
relacionado ao fato de a solugdo de eugenol (10 %) ser
adicionada na agua e quanto maior a dose, maior sera a
concentracdo do anestésico na dgua, o que potencializa
o efeito do sedativo acelerando a anestesia completa
e reduzindo o tempo de permanéncia nos estagios de
sedacdo intermediérios.

Para os estagios de recuperacao (tabela III), obser-
vou-se que ocorreu grande variacdo nos tempos de
permanéncia em cada estdgio de recuperagdo e que
apenas no ultimo estagio de recuperagdo (recuperagao
final) observou-se que o aumento da dose reduziu o
tempo de permanéncia neste estdgio de recuperacao,
sendo que a dose de 40 mg/L apresentou o maior
tempo de permanéncia em recuperagao final, seguido
pelas demais doses testadas, que ndo diferem entre si.

Elevados coeficientes de variagdo nos tempos de
anestesia e recuperagdo também foram observados por
Diemer ef al. (2012) na utilizacdo de eugenol como se-
dativo para jundid (Rhamdia sp.). Rotili et al. (2012), em
seu trabalho utilizando o eugenol como anestésico para
pacu (Piaractus mesopotamicus), observaram que para a
sedagao ocorre reducdo no coeficiente de variacao dos
tempos de inducdo a medida em que a dose é aumen-
tada, porém isso ndo se confirma na recuperacao.

Para o tempo de anestesia completa (figura 1) ob-
servou-se que houve efeito aditivo da dose sobre o
tempo de anestesia, de forma que quanto maior a dose,
menor o tempo para completa sedagao. Este efeito
também foi observado quando o eugenol foi utilizado
em outras espécies de peixe (Grush et al., 2004; Vidal et
al., 2007; Gongalves et al., 2008; Bittencourt et al., 2013).
Como descrito anteriormente, este efeito pode estar
relacionado ao aumento da concentracao da dose de
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eugenol, o que pode diminuir o tempo para completa
anestesia.

Para a recuperacdo (figura 1), observou-se que a
dose de 40 mg/L levou ao maior tempo para retomada
dos movimentos normais, mas ndo houve diferenca
significativa entre os tempos de recuperagao dos peixes
sedados com as doses de 60, 80 e 100 mg/L. Porém, Bit-
tencourt ef al. (2013), utilizando o eugenol na sedacado
de Carassius auratus observaram que houve aumento
do tempo necessario para recuperacao a medida que os
peixes foram expostos a doses mais elevadas. O mesmo
efeito foi observado por Vidal et al. (2007) na sedagao
de Leporinus macrocephalus e por Gongalves et al. (2008)
utilizando eugenol em juvenis de pacu.

Os tempos para completa sedacdo em todos os tra-
tamentos, neste experimento, foram mais altos do que
os encontrados por Vidal et al. (2006), que testaram
o eugenol em juvenis de pintado (Pseudoplatystoma
corrunscans), porém, no presente trabalho observou-
se menores tempos para a recuperacao. Honczaryk
and Inoue (2009) testando a eficiéncia do eugenol na
sedagao de pirarucu (Arapaima gigas) também obser-
varam menor tempo de sedagdo e maior tempo de
recuperacao do que os observados neste experimento
com A. ocelattus. Ao comparar a acdo do eugenol entre
diferentes espécies, deve-se considerar a diferencas
metabdlicas entre elas (Neiffer and Stamper, 2009).
Bittencourt et al. (2013) citam ser possivel que a veloci-
dade metabdlica da espécie interfira na eficiéncia dos
anestésicos, de forma que espécies com metabolismo
mais acelerado e comportamento mais agressivo sejam
sedadas mais rapidamente.

O oscar é uma espécie que se comporta apresentan-
do pouca atividade natatéria, quando ndo em atividade
de luta ou fuga, o que indica tratar-se de uma espécie
que apresenta metabolismo mais lento do que espécies
mais ativas como o pintado, o matrinxa (Brycon ama-
zonicus) e o lambari (Asthyanax sp.). A temperatura da
agua tem grande influéncia sobre a taxa metabdlica dos
peixes (Piedras et al., 2004), na sedagao das espécies
supracitadas com eugenol em agua com temperaturas
mais baixas do que as do presente trabalho, observa-se
que o oscar apresentou maiores tempos para sedacdo
(Inoue et al., 2003; Vidal et al., 2006; Pereira-da-Silva et
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al., 2009). Com base nas equagdes obtidas para tempo
de anestesia total, tempo de permanéncia em anestesia
cirtirgica (margem de seguranga) e tempo de recupe-
racdo, constatou-se que a dose que causou o menor
tempo para anestesia completa foi 107,40 mg/L, se-
dando os peixes em 219 segundos, esta dose possui
margem de seguranca de 117 segundos e a recuperagao
ocorreria em 338 segundos. A dose que causou menor
tempo para a recuperagao foi 83,64 mg/L, fazendo
com que os peixes se recuperassem da sedacdo em
312 segundos. Esta dose anestesiou os peixes em 299
segundos e permitiu que ficassem em contato com o
anestésico por 162 segundos, sem ocorrer a parada dos
batimentos operculares. Esta tiltima dose, mesmo com
indugao mais lenta, apresentou retorno mais répido e
boa margem de seguranca. Entdo, para fins de prati-
cidade, a dose de 80 mg/L foi a mais indicada para a
sedagdo dos juvenis de oscar.

CONCLUSAO

Para a sedagdo de juvenis de oscar, até a anestesia
cirtrgica, com eugenol (10 %) recomenda-se a dose de
80 mg/L por induzir a sedagdo e recuperagdo de forma
rdpida e oferecer boa margem de seguranca apods a
completa sedagao.
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