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Resumo

MORATO-FERNANDES, Joao. Benzocaina e 6leo de cravo como anestésicos
para alevinos de peixe-rei (Odontesthes bonariensis). 2011. 38f. Dissertagédo
(Mestrado) - Programa de Pos-Graduagdo em Zootecnia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

O peixe-rei (Odontesthes bonariensis) é uma espécie nativa do Rio Grande do
Sul, Uruguai e Argentina onde tem grande importancia econdmica para a pesca
artesanal. Esta espécie é de grande interesse para a aquicultura e, apesar disso,
os estudos relacionados as suas técnicas de manejo sdo raros. Uma dificuldade
da pesquisa em laboratério com peixe-rei esta relacionada a sua sensibilidade,
pois apresenta niveis basais de cortisol mais elevados que outras espécies de
agua doce. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi de avaliar a eficiéncia da
benzocaina e do 6leo de cravo como anestésico para alevinos de peixe-rei. Para
tal foram realizados dois experimentos onde alevinos com comprimento total
médio de 57+7,08mm e peso meédio de 1,1+0,44g foram expostos a concentracao
entre 40mg/l a 120mg/l de benzocaina e 12mg/l a 75mg/l de 6leo de cravo. Foram
avaliados a sobrevivéncia, o tempo de anestesia e o tempo de recuperagéo para
cada um dos farmacos. Foi analisada a correlacdo entre a concentracédo de cada
produto e o tempo de inducdo anestésica. Também foi analisada a correlacao
entre a concentracdo de cada produto e o tempo de recuperacdo. Ambos os
farmacos, benzocaina e 6leo de cravo, mostraram eficiéncia para anestesiar
peixe-rei, com correlacdo negativa entre a dose e o tempo de inducdo de
anestesia. Para benzocaina as concentracdes entre 80mg/l e 100mg/I mostraram
melhor resultado, enquanto para 6leo de cravo as melhores concentractes
ficaram entre 25mg/lI e 50mg/l. Por outro lado, o tempo de recuperacédo do estado
de anestesia ndo apresentou variacao significativa nas diferentes concentracdes
dos produtos testados. Esses resultados mostram que o peixe-rei tem elevada

capacidade de metabolizac&o dos produtos testados.

Palavras-chave: Anestesia. Sobrevivéncia. Inducdo. Recuperacdo. Aquicultura.



Abstract

MORATO-FERNANDES, Joao. Benzocaine and clove oil as anesthetics for
pejerrey fingerlings (Odontesthes bonariensis). 2011. 38f. Dissertagédo
(Mestrado) - Programa de Pos-Graduagdo em Zootecnia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Pejerrey (Odontesthes bonariensis) is a native species from Rio Grande do Sul,
Uruguay and Argentina, where it has great economic importance for artisanal
fishing. This species is of great interest for aquaculture however, the studies
related to its handling technique are rare. One difficulty in laboratory research with
pejerrey is related to its sensitivity, as it presents higher basal cortisol levels than
other freshwater species. For this reason, the aim of this work was to evaluate the
efficiency of benzocaine and clove oil as anesthetics for pejerrey fingerlings. For
which two experiments were made where fingerlings with average total length
57+7.8mm and average weight 1.1+0.44g were exposed to benzocaine with
concentration between 40mg/l and 120mg/l and to clove oil with concentration
between 12mg/l and 75mg/l. Survival, anesthesia induction time and recovery time
for each one of the pharmaceutics were evaluated. The correlation between the
concentration for each product and the anesthesia induction time was analyzed.
Also, the correlation between the each product and the recovery time was
analyzed. Both benzocaine and clove oil pharmaceutics showed efficiency as
anesthetics for pejerrey fingerlings, with negative correlation between the dose of
anesthetics and the anesthesia induction time. For benzocaine, the concentrations
between 80mg/l and 100mg/l showed better result, as for clove oil the optimal
concentrations were between 25mg/l and 50mg/l. On the other hand, the
anesthesia recovery time did not present significant variation on the different
concentrations of the tested products. These results show that the tested products

are highly metabolizable by pejerrey.

Keywords: Anesthesia. Survival. Induction. Recovery. Aquaculture.
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1. INTRODUCAO

A piscicultura gatcha no ano de 2000 produziu 21 mil toneladas de peixes de
agua doce, o que representou 15% das 140 mil toneladas da produc¢édo aquicola
brasileira (QUEIROZ et al., 2002). Ja em 2005, quando a piscicultura no Brasil
produziu 178 mil toneladas, o Rio Grande do Sul produziu 23,3 mil toneladas de
peixes em agua interiores, o que representou 13% do total brasileiro (IBAMA,
2007). Estes dados mostram a situacédo de estagnacao da piscicultura gaucha e
foi registrado por Baldisserotto (2009), em uma profunda discussdo sobre o
estado de desenvolvimento da piscicultura do estado, onde o autor destaca a
problematica das espécies exdticas e suas questdes legais e, recomenda como
alternativa, estudos sobre as espécies locais para a reestruturacdo da piscicultura
do Rio Grande do Sul.

O uso de espécies nativas na piscicultura apresenta uma série de vantagens,
principalmente, pelo fato de ndo apresentarem restricbes ambientais, estarem
adaptadas ao clima do estado e por ja apresentarem um mercado consumidor.
Das inumeras espécies nativas (traira, jundia, peixe-rei, lambari, pintado, viola,
cascuda, grumata, piava e card) do Rio Grande do Sul com potencial para
piscicultura, as mais estudadas sdo o jundia (Rhamdia quelen) e o peixe-rei
(Odontesthes bonariensis) (BALDISSEROTTO, 2009).

O peixe-rei tem sido objeto de estudos relacionados a sua reproducdo e
bioecologia, apesar disso, sdo raros os estudos relacionados a técnicas de
manejo, sendo que uma dificuldade da pesquisa em laboratério com peixe-rei esta
relacionada a sua sensibilidade, pois apresenta niveis basais de cortisol mais

elevados que outras espécies de agua doce (TSUZUKI et al., 2001).

A manipulacdo dos peixes durante os procedimentos de biometria,
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classificacao, transporte, reproducgéao artificial entre outros, causam aumento dos
niveis de estresse que resultam em injurias e deplecdo imunolégica que podem
levar a reducao de crescimento, infec¢des e até a morte. Moreira e Volpato (2004)
afirmam que o estresse é um dos principais fatores responsaveis pela ocorréncia
de doencas e mortalidade em aquicultura e que nos peixes, a recuperagao
mnemaonica de experiéncias estressoras induz aumento dos niveis plasméticos de

cortisol.

Em contrapartida, Galhardo e Oliveira (2006) afirmam que situacdes de
estresse nos peixes, podem ser revertidas, aumentando a resposta ao medo,
mediante a administracdo de analgésicos. Por outro lado, a Lei Federal N°
11.794, de 2008 que determina a manutencdo de um cadastro nacional das
Comissdes de Etica de Uso de Animais (CEUASs) institucionais (BRASIL, 2008),
criou maior rigor quanto a conducdo da pesquisa cientifica com animais, fazendo
com que sejam obedecidas normas de manejo, que por sua vez nao sao

conhecidas para muitas espécies.

Neste sentido este trabalho teve por objetivo avaliar dois anestésicos, que

possibilite 0 manejo adequado de alevinos de Odontesthes bonariensis.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Caracteristicas gerais do peixe-rei

A primeira descricdo da espécie deve-se a Cuvier e Valenciennes (1835),
com a designacao de Atherina bonariensis, que, posteriormente, foi enquadrada
no género Odontesthes (DE BUEN, 1953). O peixe-rei (O. bonariensis) pertence a
familia Atherinopsidae cuja ocorréncia é citada para zonas tropical e temperada,

em aguas marinhas, estuarinas e doces dos cinco continentes.

Os peixes-rei sdo de tamanho pequeno a meédio, sdo nadadores velozes,
sdo ageis e, apresentam uma faixa lateral prateada caracteristica ao longo do
corpo, que |he confere o nome vulgar, no idioma inglés, de “silverside”.
Apresentam carne clara e saborosa, muito apreciada pelo consumidor. No
periodo de 2003 a 2005, segundo dados do IBAMA(2005), foram capturadas, pela
pesca artesanal 59 toneladas de peixe-rei na bacia hidrografica da Lagoa Mirim,
gue corresponde a 2,34% do total capturado (MORATO-FERNANDES et al.,
2009).

No Rio Grande do Sul, a Atherinicultura, que € o ramo da piscicultura
destinado a criacdo de espécies da familia Atherinopsidae, teve inicio na década
de 1940, com estudos de biologia e reproducdo do peixe-rei (Odontesthes
bonariensis), na Lagoa dos Quadros (KLEEREKOPER, 1945). A Atherinicultura
difundiu-se na América do Sul e em diversos paises de outros continentes, como
Japao, Franca, Italia e Israel, entre outros (BONETTO e CASTELLO, 1985).

Sendo a familia Atherinopsidae de origem marinha, a provavel origem das
espécies de peixe-rei encontradas nas lagoas costeiras do Rio Grande do Sul,
desde a Lagoa de Itapeva, na regido norte, até as Lagoas: Mirim e Mangueira no
sul, foi a sua capacidade de invadir e colonizar ambientes estuarinos e limnicos.

Segundo Evermann e Kendall (1906), as espécies do género Odontesthes sdo
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restritas ao extremo sul da América do Sul, e, ocorrem em ambientes

dulceaquicolas, estuarinos ou marinhos (BEMVENUTI, 1995).

Varios estudos relacionados a bioecologia desta espécie foram objeto de
diversos autores, dentre os quais destacam-se: Strussmann (1989), Strussmann
et al. (1996) Sampaio et al. (1996), Piedras (1999), Piedras e Pouey (2000),
Miranda et al. (2006), Tzusuki et al. (2000; 2001; 2007), Piedras et al. (2009).

2.2 Estresse em peixes

De acordo com Barton (2002), estresse é tido como um impacto negativo e,
geralmente associado a um sistema que € agredido ou fatigado, que produz uma
resposta celular ou organica, a qualquer demanda, que resulte uma alteracdo do
estado fisiologico além do estado de repouso normal. Para Iwama et al. (2004)
esta € uma resposta vital, normal de todos 0s organismos vivos, que vao desde a
inducdo de determinados genes e proteinas para uma resposta comportamental,
de maneira que a resposta ao estresse permite evitar ou lidar com os desafios

para a homeostasia.

Os peixes em situacao de estresse produzem resposta fisiologica similar a
verificada em outros vertebrados (GALHARDO e OLIVEIRA, 2006), sendo que a
resposta aos estressores pode ser classificada em adaptativa, que permite
recuperacdo da homeostasia, e, inadequadas que podem comprometer o

desempenho ou levar o animal a exaustao e a morte (BARTON, 2002).

Um dos sinais imediatos de um estado de estresse nos peixes € uma
resposta comportamental. Atividades como a aquisicdo de alimentos, evitarem
predadores, captura de presas e migracdo Sao essenciais para a sobrevivéncia
do organismo e comumente utilizados como indicadores de estressores
ambientais (LITTLE, 2002). Alteracdes de tais comportamentos podem levar
alguns minutos ou semanas para retornar as condi¢ées pré-tensao, dependendo
da natureza e magnitude do estressor. Comportamentos que Sao mais
importantes para a sobrevivéncia do organismo, tendem a voltar a normalidade
em tempo menor, diminuindo a magnitude potencial do estressor e, aumentando
as chances de sobrevivéncia para o individuo. No entanto, se a mitigacdo do

estresse nao for possivel, as alteracdes induzidas no comportamento podem
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entdo resultar em conseqiéncias deletérias na forma como o animal responde ao
seu ambiente (SCHRECK et al., 1997).

Respostas comportamentais e fisioldgicas estao intimamente relacionadas.
Assim uma resposta adaptativa ao estresse diminui a demanda energética dos
sistemas fisiolégicos, por outro lado a resposta fisiologica, serve para manter
equilibrada a resposta comportamental. Estresse causado por altas densidades
ou manipulacdo, causa nos peixes uma série de alteragbes bioquimicas e
fisiologicas na tentativa de compensar o desafio que lhes é imposto. A resposta
ao estresse em peixes tem sido amplamente classificada em primaria, secundaria
e terciaria (GAMPERL et al., 1994).

A resposta primaria representa a percep¢ado de uma alteracédo da condicéo
ambiental e inicia uma resposta neuroenddcrina que faz parte do esforgo
generalizado para manutencdo da homeostasia. Esta resposta inclui a rapida
liberagdo de hormonios do estresse, catecolaminas e cortisol, a partir dos centros

cerebrais.

Ja, a resposta secundaria se caracteriza pela liberacdo destes hormoénios
para o sistema circulatorio e tecidos; resultando em varios efeitos fisiologicos e
bioquimicos, como aumento dos batimentos cardiacos, aumento da demanda de
oxigénio, mobilizacdo de energia e alteracdes no balanco hidromineral. Barton
(2002) sugere a medicdo da concentracdo de glicose no plasma como um

indicador de resposta secundario ao estresse em peixes.

Na resposta terciaria os niveis de estresse se refletem em toda a
populacdo, e é resultado da incapacidade dos individuos em adaptar-se ao
agente estressor, tendo como consequéncias perdas energéticas que sao
desviadas dos processos vitais, inibindo crescimento, reproducdo e causando

depressado imune.

2.3 Uso de anestésicos em peixes

Anestesia € definida como uma perda de sensacdo resultante da
depressdo do sistema nervoso central, causada pela aplicacdo de um agente
externo. No caso especifico de peixes, compromete a postura normal e a

capacidade de nado na coluna de agua. O uso de anestésicos em peixes facilita o
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trabalho de investigacdo e é necessério para estudos tais como biometria,
selecdo, avaliagdo de doencas, reproducao artificial, transporte e cirurgias para
investigacOes fisioldégicas, onde os peixes devem ser mantidos imoveis por

longos periodos de tempo (IWAMA et al., 1994).

Bowser (2001) recomenda que para cada espécie devam ser estudados 0s
seus limites de tolerancia aos farmacos, e sugere que peixes sejam anestesiados
através de banho de imersdo, devendo o anestésico ser dissolvido em agua, ou
diluidos primeiramente em um solvente organico. Assim o anestésico, é absorvido
através das branquias, chegando ao sistema circulatério e bloqueando algumas
acoes reflexas.

N&o existindo legislacdo regulamentando o uso de anestésicos para peixes
no Brasil, durante muitos anos a pesquisa baseou-se nas recomendacdes da
Food and Drug Administration (FDA) dos EUA, onde a Tricaina metanossulfatada
(MS-222) € o unico anestésico quimico recomendado (FACANHA e GOMES,
2005). Este produto € um pé branco, cristalino e hidrossoluvel, que em solucao
acidifica o meio, podendo causar efeitos colaterais danosos aos peixes. Por isto
faz-se necessario a utilizacdo de bicarbonato de sodio, como solucdo tampéao
(BOWSER, 2001).

A dificuldade de obtencao e precos elevados do MS-222, e a necessidade
do uso de produtos menos persistentes, levou a busca por técnicas alternativas
como eletricidade, gas carbbnico e hipotermia, métodos estes que necessitam
ainda de estudos, e ndo estdo acessiveis aos produtores. Neste contexto, no final
de década de 1970 e inicio dos anos 1980 comecaram os estudos buscando
desenvolver técnicas de anestesia para peixes com produtos alternativos, como a
benzocaina (FERRIERA et al., 1979), lidocaina (CARRASCO, et al. 1984) entre

outros.

Atualmente os produtos mais utilizados no mundo como anestésicos para
peixes sdo o MS-222, a quinaldina, o 2-fenoxietanol, a benzocaina e 6leo de
cravo (OKAMOTO et al., 2009), sendo que no Brasil predomina o uso dos dois
ultimos (SIMOES e GOMES, 2009).

A gquinaldina é um ligquido oleoso, amarelado, de odor desagradavel e de

baixa solubilidade em agua, necessitando ser dissolvido em alcool ou acetona e



18

ser tamponado. Este produto é de baixo custo, mas apresenta as desvantagens
de ser irritante aos peixes e carcinogénico (COYLE et al., 2004).

O 2-fenoxietanol é um liquido oleoso, opaco, moderadamente solUvel em
agua, mas muito soltvel em etanol. E relativamente barato, apresenta boa
margem de seguranca e, por ser bactericida e fungicida, é usado em cirurgia
(COYLE et al., 2004) .

2.4 Caracteristicas de um bom anestésico para peixes

7

Um bom anestésico para peixes é aquele que além de proporcionar o
estado de anestesia desejado, ndo cause danos biolégicos no animal
anestesiado, ou seja, ndo deve causar morte, afetar a reproducéo ou crescimento.
Também néo deve deixar residuos na carne e ndo promover alteracdes celulares
(RUOBACH e GOMES, 2001), aléem de ser de facil acesso, baixo custo e nao

causar danos ao operador.

A escolha do tipo de anestesia é de facil definicdo, mas o tempo adequado
ou circunstancia para usa-la € menos clara, por ser muito especifica, sendo,
portanto necessarios estudos para a espécie de interesse (GRAHAM e IWAMA,
1990).

Muitos dos anestésicos utilizados em peixes sdo semelhantes aos
utilizados em pesquisas de mamiferos ou mesmo em seres humanos. Sendo que
a maioria destes € considerada anestésicos topicos em mamiferos. A
especificidade dos anestésicos em peixes deve ser considerada como
determinante para o0 seu uso sistematico, tendo em vista que diferentes farmacos
podem proporcionar diferentes respostas, conforme a espécie de interesse. Para
lIwama et al. (2004) um anestésico deve induzir a anestesia em menos de 3
minutos de exposicdo e, a recuperacao deve ocorrer dentro de 5 minutos apos a
colocacao dos peixes em agua limpa. De acordo com Roubach e Gomes (2001) o
tempo maximo de anestesia ndo deve ultrapassar 10 minutos, pois tempos de

inducdo anestésica superiores tém recuperacao duvidosa.

Molinero e Gonzalez (1995) afirmam que a cessacdo da respiracdo por
longos periodos reduz o oxigénio no sangue, resultando acidose respiratéria pelo

aumento do gas carbbnico, o que, por sua vez faz com que ocorra aumento das
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concentracbes sanguineas de adrenalina e cortisol, que resultam em nova
situacdo de estresse e até a morte dos animais. Neste mesmo sentido, Inoue et
al. (2003) afirmam que alguns anestésicos podem resultar danos nos olhos,
irritacdo nas branquias e perda de muco, com a consequente reducdo da
protecdo contra patdgenos oportunistas, resultando um outro tipo estresse.
Bowser (2001) recomenda que anestésicos n&o devam ser usados dentro de 21
dias da despesca para o consumo, 0 que foi confirmado por Simdes & Gomes
(2009).

Tendo em vista que a maioria dos anestésicos utilizados em peixes é
diluida em agua, onde o0s animais sao imersos para a anestesia, deve-se
considerar que a acdo dos farmacos podem ser afetadas pelas caracteristicas da
agua, como temperatura, pH e alcalinidade, bem como podem alterar as
caracteristicas da agua, como a formacdo de espuma, que pode reduzir a
transferéncia de gas para dentro e fora da agua. De acordo com o objetivo da
anestesia (transporte, biometria, reproducéo, cirurgia, etc.) podem ser usados

diferentes anestésicos e diferentes dosagens (ACKERMAN et al., 2010).

2.5 Estagios de anestesia em peixes

A exposicdo dos animais aos diversos farmacos anestésicos utilizados,
causam diferentes respostas de acordo com a espécie em estudo, tamanho do
animal, condicbes ambientais (temperatura, pH, alcalinidade) e dosagens
utilizadas. Estas respostas, normalmente, obedecem a uma sequéncia
progressiva de comportamentos, em que o animal partindo de sua condi¢cao
normal, com movimentos natatdrios e respostas visuais autbnomas, chega apés
um periodo de tempo de exposi¢do ao anestésico, a uma condi¢cdo de prostracéo
sem capacidade de reacao a qualquer estimulo (MARKING E MEYER, 1985).

Com a proposta de padronizar estas respostas, varios autores sugerem
diferentes escalas ou estagios de anestesia, relacionados as respostas
comportamentais dos peixes expostos a um anestésico. Os primeiros estudos
sobre efeitos e respostas fisiolégicas de peixes a anestésicos sdo descritos por
McFarland (1959), Ferriera et al. (1979) e Barton & Helfrich (1981).
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Iwama et al. (1989) descrevem as respostas comportamentais dos peixes

(Tabela 1) comparando o comportamento dos peixes em estagios de um a trés,

durante o processo de evolucdo da anestesia e da recuperacéo dos peixes, sendo

a proposta dos autores de oferecer informacdes basicas nos procedimentos que

necessitam de curtos periodos de seda¢do, como procedimentos biométricos ou

de reproducéo.

Tabela 1 - Estagios da anestesia e da recuperacdo sugeridos por lwama et al.

(1989).

Estagio Anestesia

Recuperacgéo

I Perda de equilibrio

Perda de movimento, mas com
movimentos operculares

Deposi¢do no fundo do aquario com

11l z .
cessacao dos movimentos operculares

Corpo imével. Retornam os
movimentos operculares
Movimentos operculares
regulares, inicio de
movimento corporal
Recuperacéo do equilibrio e
natacdo e aparéncia pré-
anestesica

Entretanto, Storkopf (1993) tem a preocupacédo em descrever as respostas

dos peixes anestesiados mais detalhadamente, em seis estagios de anestesia

(Tabela 2) e uma fase de recuperacao.

Tabela 2 — Estagios de anestesia sugeridos por Storkopf (1993).

Estagio Caracteristicas comportamentais
1. Sedacéao leve Perda de reacdo a movimentos visuais e ao toque
2. Anestesia leve Perda parcial do equilibrio

3. Anestesia profunda Perda total do equilibrio

4. Anestesia cirtrgical  Diminuicdo dos movimentos operculares

5. Anestesia cirargica Il Minimo movimento opercular, o peixe fica estatico

6. Colapso medular Overdose ou tempo excessivo de anestesia

Recuperacéo Recuperacéao do equilibrio e natacdo normal
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Bowser (2001) revela preocupacdo com a evolugdo das respostas ao
anestésico em sete etapas (Tabela 3), desde o estagio zero, que seria 0 animal
em condicdo normal, até o estagio seis, em que ocorre o colapso medular e o

processo de recuperacao se torna irreversivel, levando o animal a morte.

Tabela 3 — Estagios de anestesia sugeridos por Bowser (2001).

Estagio Estado do animal Resposta comportamental do peixe

Reacdo a estimulos externos, movimentos

0 Normal .
operculares normais.
Ligeira perda de reatividade a estimulos
1 Sedacgéo leve externos; movimentos operculares
ligeiramente diminuidos; equilibrio normal.
Perda total da reatividade a todos os
2 Sedacéo profunda estimulos externos; ligeira queda na taxa de
opercular; equilibrio normal.
: Perda parcial do tdnus muscular; natacéo
Perda  parcial do ua parci: _ atag
3 A erratica, maior taxa opercular; reatividade
equilibrio . . . L
apenas a fortes estimulos tateis e vibratorios.
Total perda de tonus muscular e do equilibrio;
Perda total de 4 P 9
4 A movimentos  operculares lentos, mas
equilibrio

regulares; perda dos reflexos espinhais.

Perda total da reatividade; movimentos

5 Perda da reatividade operculares lentos e irregulares; ritmo do
reflexa coragdo muito lento; perda de todos os
reflexos
Cessam 0s movimentos operculares;
Colapso medular (fase -
6 geralmente, segue-se uma rapida parada

da asfixia)

cardiaca.

Ross e Ross (1999; 2008) descrevem as respostas dos peixes aos
anestésicos em quatro estagios de inducdo a anestesia e quatro estagios de

recuperacédo do processo de anestesia (Tabela 4).
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Tabela 4 — Estagios de anestesia e recuperagdo sugeridos por Ross & Ross
(1999; 2008).

Estagios de

~ Comportamentos observados
Inducéo

Pré - inducéo Movimentos operculares e natagdo normal.
Aumento pronunciado dos movimentos de natagdo de um

1 o
lado para outro, sem perda de equilibrio.
2 Perda parcial de equilibrio e natacao erratica.
Anestesia profunda: perda total do equilibrio, auséncia de
3 movimentos das nadadeiras e de natacdo, movimentos
operculares reduzidos e respostas aos estimulos tateis
intensos.
4 Anestesia cirdrgica: movimentos operculares lentos e
irregulares, perda total de reagéo a estimulos tateis.
Estagios de
9 ~ Comportamentos observados
Recuperacéo
1 Aumento dos movimentos operculares e inicio de
movimentacéo das nadadeiras.
2 Inicio da natac&o erratica sem estabelecimento de equilibrio.
3 Recuperacao parcial do equilibrio e dos movimentos de
natacao.
4 Recuperacdo total do equilibrio e dos movimentos

operculares e de natacao.

2.6 Benzocaina como anestésico de peixes

A benzocaina é o p-aminobenzoato de etilo, um éster etilico do acido p-
aminobenzoico (PABA). E um anestésico local, usado como calmante para dores
em mamiferos. Atua bloqueando a conducéo de impulsos nervosos e diminuindo
a permeabilidade da membrana neuronal ao iodeto de sédio. E absorvido de
forma rapida através das mucosas (LABSYNTH, 2010). E comercilalizada na
forma de sal cristalino, que por ser hidrofébico, deve ser dissolvido em alcool

etilico, antes de ser diluido na agua (GIMBO et al., 2008).

A solucédo padréo de benzocaina, diluida em alcool etilico ou acetona, pode

ser armazenada por mais de um ano, em frasco escuro, sem alterar suas
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caracteristicas anestésicas (COYLE et al., 2004). Estes pesquizadores também

afirmam que essa solucdo nao altera a dureza e o pH da &gua.

A benzocaina, assim como a maioria dos anestésicos utilizados em peixes,
causa depressdo dos centros medulares respiratérios, que por sua vez, reduzem
o fluxo sanguineo e a ventilacdo branquial, levando o animal a hipéxia e perda
dos sentidos (ARIAS, 1999). De acordo com Ackerman et al. (2010) peixes
anestesiados com benzocaina podem manter algumas fun¢des locomotora em
todas as fases da anestesia, tornando este um anestésico inadequado para uso
em processos que envolvem a cirurgia. Ja, as doses letais sdo dependentes da
temperatura da agua, e as margens de seguranca (diferenca entre as doses
letais e eficazes) sdo mais largas em temperaturas mais baixas (GILDERHUS,
1991).

A benzocaina vem sendo utilizada como anestésico para uma grande
variedade de espécies de peixes (GOMES et al.,, 2001; INOUE et al.,, 2004;
DELBON, 2006; GIMBO et al., 2008 e OKAMOTO et al., 2009) com dosagens
variando de 25 mg/l a 100 mg/l e tempo de inducdo a anestesia de até 4 minutos
e recuperacao até 10 minutos (GILDERHUS, 1991). Seu uso nao se reflete no

crescimento e reproducao dos peixes (ROSS & ROSS, 1999).

2.7 O Oleo de Cravo (Eugenol) como anestésico de peixes

Derivado de flores, folhas, brotos de Eugenia aromaticum, o 6leo de cravo,
€ de uso odontologico como antiviral e anestésico (KEENE et al. 1998) e, mais
recentemente, vem sendo utilizado com sucesso como anestésico para manejo e
transporte de peixes e camarfes (ROSS E ROSS, 2008; OKAMOTO et al., 2009;
SAYDMOHAMMED e PAL, 2009). De acordo com Bressler e Ron (2004) o
eugenol € metabolizado e excretado rapidamente e completamente eliminado do
organismo apés 48 horas de exposicdo. O produto é facilmente encontrado em
drogarias de manipulacdo na forma de concentrado de 70 a 95% do Oleo
essencial (MAZZAFERA, 2003).

O eugenol (4-alil-2-metoxi-fenol) tem sido usado a concentracdes de 25 a
100mg/l, dependendo da espécie de peixe e do grau de anestesia desejado
(BOWSER, 2001). Para carpa comum (Cyprinus carpio) € usado em

concentracbes entre 40 e 120mg/l, enquanto que, para truta arco-iris
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(Oncorhinchus mykiss), de 2 a 5mg/l ja é suficiente para causar sedacdo para
transporte. Em truta arco-iris (Oncorhinchus mykiss) doses de 40 a 60mg/l, por 3
a 6 minutos sao eficientes para anestesia cirtrgica. As maiores vantagens do 6leo
de cravo sdo que ele é barato, ndo desagradavel ao trabalho e possui alta

margem de seguranca (COYLE et al., 2004).



3. MATERIAL E METODOS

Os testes foram conduzidos no laboratério de Ictiologia do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Pelotas, durante o0 més de marco do
ano de 2010, sendo utilizados 90 alevinos de O. bonariensis com comprimento
total médio de 57+7,08mm e 1,1+0,44g de peso médio, retirados aleatoriamente
de uma populacdo de 1.000 animais, estocados, separadamente, em caixas de
polietileno com capacidade de 1.000 litros. Toda a populacéo foi submetida a um

jejum nas 24 horas anteriores ao experimento.

Os farmacos foram adquiridos em farmacia de manipulagdo veterinaria
(Vetpharma®), sendo cada um deles diluido previamente em etanol na
concentracdo de 10g/10ml, e apos levados a um baldo volumétrico, que teve seu
volume completado a 1,0 litro com agua destilada, sendo este produto, com
concentracao final de 10mg/ml, a solucéo estoque usada para o estabelecimento

das concentracdes desejadas.

Antes da exposicao definitiva, foram realizados testes preliminares quando
foram testadas concentracdes entre 10 e 200mg/l dos produtos, para posterior

estabelecimento das concentracfes experimentais.

A exposicdo aos anestésicos foi adaptada de Ross & Ross (1999; 2008) e
realizada em recipientes plasticos com capacidade de 2,0 litros de agua. Foram
realizados dois experimentos, com delineamento experimental completamente ao
acaso, onde a unidade experimental foi um individuo. No primeiro experimento
foram testados cinco tratamentos com benzocaina, nas concentracfes de 40; 60;
80; 100 e 120 mg/l , com dez repeticbes por tratamento. No segundo experimento
foram testados quatro tratamentos com 6leo de cravo, nas concentracdes de

12,5; 25; 50; 75 mg/l, também com dez repeticdes por tratamento.

Para cada concentragdo foram expostos 10 animais individualmente e
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avaliado o tempo em que cada animal atingia o estdgio 3 de anestesia (perda
total de equilibrio) proposto por Ross e Ross (2008). ApGs atingir o estagio de
anestesia desejado, os peixes foram removidos da solugcdo de anestésica,
medidos em comprimento e peso e apoés, colocados em aquérios com capacidade
de 20 litros, contendo 18 litros de 4gua e aeracdo constante, para determinar o

tempo de recuperacéo.

O tempo de recuperacédo do estado de anestesia foi cronometrado desde a
remocédo do alevino da solucao anestésica até sua total recuperacao, incluindo o
tempo que o exemplar permaneceu fora da 4gua para a realizacao da biometria,
gue néo foi medido separadamente. O animal foi considerado recuperado quando
retomou 0s movimentos natatoérios e equilibrio, conforme descrito para o estagio 4
por Ross e Ross (2008). Os peixes foram mantidos nos aquarios de recuperacao

por 96 horas para avaliar a mortalidade.

As condicdes fisicas e quimicas da agua dos recipientes com anestésico e
dos aquarios de recuperacdo foram monitoradas, sendo a temperatura e oxigénio
dissolvido medidos com Oximetro YSI-F- 150, o pH com potenciémetro Alfakit e a
alcalinidade por titulacdo (APHA, 1998).

O tempo para atingir o estagio de anestesia dos diferentes produtos e
doses testados foi analisado por regressao. Os dados do tempo de recuperacéo
do estado de anestesia foram submetidos a andlise de variancia e nao
apresentaram diferenca significativa. As analises foram realizadas pelo pacote
estatistico Statistic 5.0®.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A condicdo ambiental durante os testes ndo apresentou variacao
significativa entre os tratamentos, sendo a temperatura de 23,4+0,94°C, o
oxigénio dissolvido 6,3+0,98mg/l, o pH 7,4+0,17 e a alcalinidade de 55+7,5mg/!
de CaCos, parametros estes adequados ao peixe-rei (PIEDRAS et al., 2009).

Tanto a benzocaina como o 6leo de cravo, mostraram-se eficientes no
processo de anestesia para alevinos de peixe-rei, sendo o tempo de inducao
depende da concentracéo dos farmacos. Para o tempo de recuperagédo nao houve
diferenca significativa entre os diferentes produtos, assim como para as

concentragdes estudadas.

A efetividade da benzocaina, como anestésico para 0 peixe-rei, mostrou
uma correlacdo negativa de dependéncia do tempo de inducédo de anestesia em
relacdo a concentracdo, explicada pela equacdo Y = 168,69 — 2,849x + 0,0137x?
(R?=0,89), sendo que a dosagem que proporcionou o efeito anestésico desejado,
no tempo de 30 segundos, sugerido como satisfatério por Roubach e Gomes
(2001) e Iwama et al. (2004) foi de 88,75 mg/l (Figura 1). Estes resultados s&o
inferiores aos 100mg/l registrado por Delbon (2006) para tilapia (Oreochromis
niloticus), e aos 125 mg/l para lambari (Astianax altiparanae)(GIMBO et al., 2008).
Por outro lado Okamoto et al. (2009) estabeleceram a dosagem entre 50 e 75mg/I
de benzocaina para que o pampo (Trachinotus marginatus) atinja o estagio 3 de
anestesia em 30 segundos. Embora os valores registrados para diversas espécies
sejam aproximados, as diferencas de concentracdo de benzocaina, embora
peqguenas, mostram a especificidade da acdo do farmaco, conforme sugerido por

Graham e Iwama (1990) e lwama et al. (1994).
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A concentracdo de 120mg/I de benzocaina resultou em uma mortalidade de
20% dos animais em até 96 horas apds a exposicdo, 0 que sugere que a
concentracao letal, deste anestésico, para alevinos de peixe—rei seja proxima a
este valor, resultado este semelhante as 125mg/l, registrado por Gimbo et al.
(2008) para lambari (Astyanax altiparanae). Antunes et al. (2008) afirmam que os
limites entre a concentracdo ideal de um anestésico e a concentracdo letal do

mesmo para uma determinada espécies, sdo muito préximos.
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Figura 1 — Relacdo entre a dosagem de benzocaina (mg/l) e o tempo (s) de

inducdo de anestesia para alevinos de peixe-rei (Odontesthes bonariensis).

A correlagcédo entre o tempo de inducdo de anestesia e a concentracdo de
benzocaina, confirma a hipétese de que, maiores concentracdes de anestésico
resultam em menor tempo para atingir o estado de anestesia desejado,
entretanto, este fato matematicamente comprovado, deve ser considerado dentro
dos limites fisiologicos da espécie em estudo, pois dosagens elevadas, embora
nao letais podem levar a distirbios metabdlicos e efeitos deletérios, como danos
olfatérios e de visdo (BARBOSA et al., 2007; OKAMOTO et al., 2009).

O 6leo de cravo como anestésico para alevinos de peixe-rei, mostrou
correlacdo negativa entre a concentracdo do produto e o tempo de inducao de

anestesia que é representada pela equacdo Y = 60,686 — 1,1988x + 0,00779x*
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(R?=0,64). Considerando como tempo de inducdo de anestesia ideal de 30

segundos, a concentracao de 6leo de cravo resultou em 31,74 mg/l (Figura 2).
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Figura 2 — Relagcédo entre a dosagem de oOleo de cravo (mg/l) e o tempo (s) de
inducdo de anestesia para alevinos de peixe-rei (Odontesthes bonariensis).

Este resultado mostra a eficiéncia do 6leo de cravo como anestésico para
alevinos de peixe-rei, confirmando aos registros de 40mg/l obtidos por Keene et
al. (1998) para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), 100mg/l, registrado por
Delbon (2006) para tilapia e as 50 mg/l para pampo (Trachinotus marginatus)
(OKAMOTO et al. 2009).

O tempo de recuperacao dos animais expostos as concentracdes entre 40
e 120mg/l de benzocaina ndo apresentou diferenca significativa variando entre
38,5 e 48,5, com média de 40,5+11,5 segundos (Tabela 5), mostrando n&do haver
dependéncia entre dose e tempo de recuperacdo, o que ja havia sido registrado
por Gimbo et al. (2008) para lambari (Astyanax altiparanae) expostos a

concentracfes de 50 a 125mg/l de benzocaina.
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Tabela 5 — Tempo de recuperacdo (segundos) do estado de anestesia e
mortalidade (%) de alevinos de peixe-rei (Odontesthes bonariensis) submetidos a
benzocaina e ao 6leo de cravo.

Benzocaina
Concentragao (mg/l) 40 60 80 100 120
Tempo de recuperacao (s) 38,5+14,4 485+9,1 47,2+9,6 46,8+10,7 48,3+11,3
Mortalidade (%) 0 0 0 0 20
Oleo de cravo

Concentragao (mg/l) 12,5 25 50 75
Tempo de recuperagéo 115+16,5 151,0+36 131,5+40,5 132+50,7
Mortalidade (%) 0 0 0 0

Semelhante ao ocorrido com a benzocaina, 0os animais expostos ao 6leo de
cravo, nas concentracdes entre 12,5 e 75 mg/l, ndo apresentaram diferencas
significativas no tempo de recuperacdo do estado de anestesia. O tempo de
recuperacdo médio foi de 132,03+37,8 segundos, com variacdo de 115 a 151
segundos. Este tempo de recuperacédo € inferior ao encontrado por Pereira-da-
Silva et al. (2009) para lambari (Astianax sp.) de 4 a 7 minutos, bem como os 2 a
8 minutos para juvenis de pampo (Trachinotus marginatus) encontrados por
Okamoto et al (2009).

Embora os mecanismos fisiologicos da recuperacéao de peixes submetidos
a anestesia ndo estejam suficientemente esclarecidos, Park et al. (2008) afirmam
gue quanto menor o tempo de inducdo de anestesia, maior € o tempo de
recuperacao, regra esta, que nao se aplica ao peixe-rei, pois independente da
concentracdo e do tempo inducdo de anestesia, o tempo de recuperacdo nao
apresentou diferenca significativa, o que no caso especifico do peixe-rei, pode
ser explicado pelo fato deste apresentar, naturalmente niveis de cortisol
sanguineo mais elevados (TSUZUKI et al.,, 2001), o que resulta uma maior
ventilacdo branquial e oxigenacdo sanguinea, de maneira que estes niveis de
cortisol mais elevados que o peixe-rei apresenta ndo sao de todo negativos.

Lima et al. (2006) discutindo estresse em peixes afirmam que em
determinadas situacfes niveis de cortisol mais levados podem ser benéficos, o
gue pode ser aplicado para o peixe-rei, em relacdo ao tempo de recuperacao do

estado de anestesia. Por outro lado, Barbosa et al. (2007) estudando os efeitos
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fisiologicos do dleo de cravo em matrinxa (Brycon amazonicus) detectaram que o
eugenol ndo reduz os niveis de lactato. Como o lactato & produto da glicolise
anaerdbica, a diminuicdo da oxigenacdo do sangue, causada pelo anestésico,
ndo impede a atividade energética celular, embora em escala menor, jA que a
glicolise anaerdbica produz menos ATP. No caso dos alevinos de peixe-rei, 0
tempo de recuperacéo do estado de anestesia, foi independente da concentracao
de anestésico usada, pois tao logo foi restabelecida a oxigenacao sanguinea, as
atividades metabdlicas retornaram ao estado fisiolégico da espécie.



5. CONCLUSOES

A benzocaina e o 6leo de cravo sdo efetivos como anestésico para
alevinos de peixe—rei, proporcionando condicbes adequadas para o manejo dos
animais nas atividades de pesquisa, bem como uma recuperagao do estado de
anestesia de forma satisfatéria e sem a ocorréncia de mortalidade, desde que
utilizadas as concentracdes de até 90 mg/l de benzocaina e 35 mg/l de 6leo de

cravo.

Na continua busca pelo conhecimento desta espécie, sdo necessarios
novos estudos para avaliar a utilizacdo de anestésicos em animais adultos.
Também, torna-se importante avaliar efeitos colaterais, que possam produzir
estresses, causadores de respostas fisiologicas, comportamentais, de

desempenho produtivo e reprodutivo, ainda desconhecidas.
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