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RESUMO

Os experimentos foram conduzidos no laboratorio de Nutrigao de Peixes
da Estacdo de Piscicultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA) com o
objetivo de avaliar o efeito das diferentes concentragdes de benzocaina e de 6leo
de cravo na anestesia de tilapias nildticas (Oreochromis niloticus). Foram
utilizados 200 juvenis de tildpia, mantidos em periodo pré-experimental de
quatro meses, num sistema de recirculacdo de agua. Foram testadas cinco
concentragdes de benzocaina (60; 85; 110; 135; 160 mg/L) e cinco de 6leo de
cravo (60; 80; 100; 120; 140). Os experimentos foram conduzidos de maneira
independente, em delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos
(concentragdes de anestésico) e 20 repetigdes (peixes). Os dados obtidos foram
submetidos a anava e teste de regressdo linear, optando-se pela equacdo que
melhor se ajustou aos dados observados. Os procedimentos experimentais foram
realizados em dois aquarios de vidro, um contendo a solugdo anestésica e outro
contendo agua pura, com volume de 15 L cada. Cada peixe foi avaliado
individualmente, registrando-se o tempo de anestesia e recuperagdo, bem como
seus respectivos estdgios. No geral, a medida que se aumenta a dosagem de
ambos os anestésicos, o tempo de indugdo diminui. A maioria dos estagios de
recuperagdo nao foi afetada pela concentragdo do anestésico (P>0,05), porém, no
estagio 1, quando a concentragdo da benzocaina aumenta, o periodo de retorno
neste estagio também ¢é maior (P<0,05). Ja para o 6leo de cravo, quanto maior a
dose, menor o tempo de permanéncia dos animais no estagio 1 da recuperagio.
Apos avaliagao de todos os dados, notamos que ndo existem um anestésico ideal
¢ uma dosagem Unica que podem ser utilizados para todos os tipos de manejo.
No entanto, as dosagens de 135 mg/L. de benzocaina ¢ 120 mg/L de dleo de
cravo podem ser utilizadas na maioria dos procedimentos anestésicos em tilapias
niloticas.

Palavras chave: Oreochromis niloticus. Anestesia. Tempo de indugo.
Concentrag@o. Tempo de recuperagio.



ABSTRACT

The experiments were conducted in the Fish Nutrition Laboratory of the
Fish Farming Station of the Federal University of Lavras (UFLA) in order to
evaluate the effect of different concentrations of benzocaine and clove oil to
anesthetize the Nile tilapia (Oreochromis niloticus). We used 200 juvenile
tilapia that were maintained in a pre-trial period of four months in a water
recirculation system. We tested five concentrations of benzocaine (60; 85; 110;
135; 160 mg/L) and five of clove oil (60; 80; 100; 120; 140). The experiments
were conducted independently in a completely randomized design, with five
treatments (anaesthetic concentrations) and 20 repetitions (fish). The data were
submitted to ANOVA and linear regression test. We opted for the equation that
best fitted the observed data. The experimental procedures were conducted in
glass tanks two: one containing the anaesthetic and the other containing pure
water, and the volume of water from each tank was 15 L. Each fish was
individually evaluated, recording the duration of anaesthesia and recovery, as
well as their respective stages. In general, with increasing dosage from both
anaesthetics, the induction time decreases. Most stages of recovery was
unaffected by the anaesthetic concentration (P> 0.05). However, in the first
stage, when the concentration of benzocaine increases, the return period at this
stage is also higher (P <0.05). As for the clove oil, the higher the dose, the lower
the residence time of the animals in the first stage of the recovery. After
evaluating all data, we found that there is not an ideal anaesthetic and a single
dosage unit that may be used for all types of management. However, doses of
135 mg / L of benzocaine and 120 mg / L of clove oil can be used in most
anaesthetic procedures in Nile tilapia.

Keywords: Oreochromis niloticus. Anesthesia. Induction time. Concentration.
Recovery time.
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1 INTRODUCAO

Os procedimentos de rotina do processo produtivo aquicola como
marcagdo de matrizes, transporte, aplicagdo de hormonios, vacinas e coleta de
sangue ¢ de tecidos para analise imprimem aos animais intenso desgaste. O
estresse gerado pelo manejo pode evocar respostas fisiologicas que, dependendo
da duragdo do evento e severidade do estressor, podem acometer a saude e o
desenvolvimento dos peixes. O uso de anestésicos para reduzir o estresse,
facilitar o manuseio e nas intervencdes dolorosas tem crescido nos ultimos anos.

A utilizacdo de determinados produtos quimicos na piscicultura tem sido
muito discutida entre os pesquisadores, sobretudo quando se trata de substancias
capazes de permanecer no metabolismo dos peixes destinados ao consumo
humano. Atualmente no Brasil, ndo ha legislagdo definida a respeito da
utilizacdo de anestésicos na aquicultura. As regulamentagdes de outros paises
sdo frequentemente consultadas para orientar o emprego destas substancias.

A partir da década de 1930, diversos agentes quimicos com
propriedades sedativas, de origem sintética ou natural, comecaram a ser
utilizados em animais ¢ vém sendo testados ainda hoje. A escolha de um
determinado anestésico ¢ influenciada por alguns fatores, tais como preco,
disponibilidade no mercado, eficiéncia, finalidade de uso e destino do animal
caso haja algum efeito residual comprovado apos a utilizagdo da droga.

Paises como os Estados Unidos da América (EUA), Noruega, Nova
Zelandia, Australia e Chile ja possuem regulamentagdo para uso de anestésicos e
indicam as formulagdes certificadas. Nesses paises, os peixes destinados ao
consumo humano e que tenham sido anestesiados com tricaina e benzocaina, por
exemplo, necessitam de um periodo de depuragdo de 21 dias, até que possam ser

liberados para o consumo humano.
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Desta forma, visando ao uso eficiente e seguro destas substancias, assim
como a sua regulamentagdo, ¢ fundamental que se realizem estudos que
envolvam desde os primeiros procedimentos de aplicacdo de anestésicos até o
processamento final do pescado.

Tendo em vista essa necessidade, o presente estudo teve como objetivo
avaliar diferentes fases de inducdo e recuperagdo da anestesia em juvenis de
tilapia nilotica submetidas a diferentes concentragdes de benzocaina e de 6leo de

cravo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Uso de anestésicos e termos técnicos

Os primeiros relatos de anestésicos datam do século XIII, com a
descoberta do éter, por Raimundo Lulio. Entretanto, somente no século XVI, a
primeira confirmacao de fun¢do anestésica foi descrita por Frobenius e Cordus.
Horace Wells, que utilizou o gas do riso e Morton, que utilizou éter em uma
extragdo dentaria, sdo considerados os pais da anestesia (MASSONE, 2008).

O primeiro relato do uso de anestésicos em peixe ¢ da década de 1930.
Desde entdo, foram estudados diversos agentes quimicos e diferentes
procedimentos para insensibilizacdo de peixes (HOSKONEN; PIRHONEN,
2004).

O termo anestesia tem uma derivagdo grega, significando perda de
sensibilidade ou insensibilidade, isto €, algo que determina uma diminui¢ao, em
niveis seguros, das fungdes fisiologicas especificas como a dor (anestesia local)
¢ a consciéncia, isto é, um sono induzido e relaxamento muscular (anestesia
geral) (MASSONE, 2008).

O uso de anestésicos tem se tornado cada vez mais comum em
pisciculturas e nos procedimentos de pesquisa. Inimeras operagdes realizadas na
producgdo de organismos aquaticos como transporte, aplicagdo de hormonios e
medicamentos, bem como a coleta de sangue e tecidos estressam os animais
(ACERETE et al., 2004, FRISCH; ANDERSON, 2000; MYLONAS et al.,,
2005; RUANE et al., 2002). As substancias anestésicas tém sido empregadas na
tentativa de amenizar possiveis efeitos negativos destas praticas no
desenvolvimento dos peixes. No processo de anestesia, termos técnicos como
sedagdo, anestesia e narcose sdo empregados e, muitas vezes, esta pratica da

origem a controvérsias entre os pesquisadores. De forma geral, o termo
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“seda¢do” (definido como efeito calmante) consiste num estado preliminar de
anestesia, onde a sonoléncia ¢ induzida, podendo afetar levemente a percepcao
sensorial, com possivel ocorréncia de analgesia (insensibilidade a dor), porém,
sem perda brusca da percepcdo sensorial ou do equilibrio. O termo “sedativo” ¢
sindbnimo de calmante ou sedante. Quando um sedativo ¢ capaz de diminuir a
dor, recebe o nome de analgésico. A anestesia total ou geral pode ser definida
como "perda reversivel generalizada da percepcdo sensorial, acompanhada de
um estado sleeplike, ou seja, sono induzido por drogas ou por agentes fisicos"
(HEAVNER, 1981, p. 41). Green (1979) observa que a anestesia total envolve
um estado de depressdo geral do Sistema Nervoso Central (SNC), envolvendo
hipnose, analgesia, supressdo da atividade de reflexo e relaxamento da
musculatura voluntdria. O termo “narcose” ¢ também frequentemente
empregado em procedimentos anestésicos, bem como para discutir agentes
anestésicos. O agente narcético ¢ definido como um "indutor do sono”, cujo
efeito varia de acordo com a forca e a quantidade do agente administrado. No
trabalho com animais, a anestesia sempre pressupde que a recuperacdo pode
ocorrer, enquanto a narcose pode ser utilizada quando a recuperagdo nao esta
prevista. Como mencionado anteriormente, ha uma sobreposi¢cdo excessiva no
uso destes termos, uma vez que “narcose” e ‘“‘anestesia” sdo essencialmente

sinonimos (ROSS; ROSS, 2008).

2.1.1 Anestesia local

Anestesia local pode ser definida como uma técnica para produzir a perda
reversivel da sensacdo em uma regido definida do corpo, sem afetar a
consciéncia. Normalmente, uma pequena parte do corpo ¢ alvo da anestesia.
Entretanto, as substancias utilizadas para este fim também podem anestesiar uma

parte maior do corpo. Anestésicos locais sdo administrados diretamente na area
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desejada, ndo havendo necessidade de absorgdo pela corrente sanguinea para que
sejam eficazes. Podem ser adminstrados por injecdo ou pela aplicagdo da droga
na superficie local, geralmente a pele. Os anestésicos locais produzem um
bloqueio na propagagdo dos potenciais de acdo nos receptores € nervos proximos
ao local escolhido, impedindo a transmissdo de qualquer estimulo doloroso para
o sistema nervoso central e interrompendo a agao muscular. Além das drogas, a
anestesia local também pode ser produzida por meio de hipotermia, aplicada
localmente, ou por técnicas envolvendo corrente elétrica, acupuntura, aplicacao
de pressao e até hipnose, embora muitos destes métodos nao sejam eficazes em
animais aquaticos (ROSS; ROSS, 2008). Na Tabela 1, sdo apresentados alguns

métodos que podem ser utilizados para anestesia local em animais.

TABELA 1 Métodos de anestesia local em animais.
NATUREZA DO METODO TECNICA

Fisica Hipotermia
Estimulagao elétrica
Acupultura

Pressdo local

Inalacdo
Parenteral:
e Intravenosa
Quimica (drogas) o Intraperitonial
e Intramuscular
Oral
Retal

Piscicologica Hipnose

Fonte: Ross ¢ Ross (2008)
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2.1.2 Analgesia

Analgesia ¢ o alivio da dor. E um bloqueio da percepgéo da dor, com ou
sem a retencdo de outras habilidades sensoriais e com ou sem o controle
continuo da fun¢do motora. Ela normalmente nao resulta em perda de equilibrio.
Em animais, ¢ refletida por uma reducdo da resposta a estimulos nocivos.
Quando tratamos de animais, temos dificuldade de interpretar os sinais
peculiares emitidos por alguns deles como sentimento de dor, por exemplo.
Alguns animais nao sdo capazes de expressar a dor da mesma forma que os seres
humanos e, por este motivo, a analgesia em animais tende a ser de dificil
julgamento. Outro fator complicante em animais ¢ que a resposta a estimulos
nocivos comumente pode sofrer alteragdes e novas respostas podem ser
aprendidas (ROSS; ROSS, 2008).

Em geral, o alivio da dor ou analgesia em animais aquaticos pode ser
detectada quando o animal ndo apresenta os sinais interpretados como estado de
dor, ou quando os sinais de resposta a dor estejam acentuadamente reduzidos.
Sinais fisicos e respostas motoras tém sido usados como indicadores de
analgesia. O desenvolvimento de equipamentos clinicos e de metodologias para
avaliagdo dos parametros fisiologicos contribuiram para tornar os métodos para
avaliagdo da analgesia mais confidveis e, em muitos destes estudos, faz-se uso

do monitoramento por eletroencefalograma.

2.2 Mecanismo de anestesia e reagdes fisiologicas

Segundo Ross e Ross (2008), os anestésicos sdo administrados via

imersdo dos peixes em solugdo anestésica. A solugdo anestésica € captada pelas
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branquias, principal rota de absor¢do e eliminagdo de anestésicos, difunde-se
para o sangue, que o conduz até o sistema nervoso central (SNC).

Através da atuacdo nos axonios neuronais (Figura 1), os anestésicos
deprimem o Sistema Nervoso Central (SNC) ao atingi-lo. No entanto, pouco se
sabe sobre o modo preciso de acdo dos anestésicos em peixes. Acredita-se,
porém, que este seja similar a anestesia inalatoria utilizada em animais terrestres
(UETA et al., 2007). Em geral, esta agdo ¢ acompanhada pela estabilizacdo das
membranas neuronais, incluindo depressdo das estruturas pré-sindpticas, com
consequente reducdo na quantidade de neurotransmissor liberado pelo impulso

nervoso, assim como depressdo dos receptores pos-sinapticos (ROSS; ROSS,

2008).

Estabilizacdo de membranas Reducdo do neurotransmissor
pré-sindpticas liberado

e
________\\;i -----;;;E:

/
I}
/
/
Bloqueio de sitios Estabilizacdo de membranas
receptores pos-sinaptica

FIGURA 1 Atuagdo de substancias anestésicas no Sistema Nervoso Central (ROSS;
ROSS, 2008).
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A capacidade de interferir sobre o eixo HHI (Hipotalamo — Hipofise —
Inter-renal) como mitigador das respostas ao estresse tem sido um parametro
norteador para a escolha dos anestésicos (PALIC et al., 2006). Diversos estudos
comprovam que a utilizagdo de sedativos reduz a concentracdo de corticoides
(cortisol) e catecolaminas na circulagdo sanguinea, durante manejos estressantes.

O estresse em animais vertebrados desencadeia alteracdes coordenadas
por centrais sensoriais especializadas, as quais canalizam a informagdo
diretamente para o hipotadlamo, estimulando a liberagdo de catecolaminas
(adrenalina e noradrenalina) e ativando o eixo HHI (Hipotalamo — Hipofise —
Inter-renal), com estimulagdo da liberagdo de hormoénio adrenocorticotropico
(ACTH) pela glandula pituitaria. Este hormonio atua no tecido inter-renal, que
responde com a liberagdo de corticoides na corrente sanguinea (OLSEN;
EINARSDOTTIR; NIELSSEN, 1995; SHAVIT et al., 2005). Assim, os
diferentes quimicos podem atuar de varias formas: bloqueando os receptores da
adrenalina (inibindo seu efeito), impedindo a acdo dos transmissores sensoriais
do hipotalamo, ou atuando diretamente nas células inter-renais (bloqueando os
receptores de ACTH) e reduzindo a liberagdo de corticoides (GERWICK;
DEMERS; BAYNE, 1999; OLSEN; EINARSDOTTIR; NIELSSEN, 1995;
SANDODDEN; FINSTAD; IVERSEN, 2001).

A reducdo do movimento muscular durante a anestesia ocorre em fungéo
de um efeito direto do anestésico sobre os nervos, na musculatura lisa ¢ no
musculo cardiaco. Esse efeito pode causar consequéncias perigosas aos peixes,
sobretudo quando estiver relacionado ao disturbio cardiaco (ROTHWELL et al.,
2004).

O batimento cardiaco tem uma frequéncia controlada por diversos
fatores metabolicos, os quais podem sofrer nterferéncia na presenga de agentes
anestésicos, levando a um quadro de arritmia cardiaca. Esses agentes quimicos

bloqueiam nervos, incapacitando a contracdo muscular, o que prejudica a
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circulagdo sanguinea (HILL; DAVISON; FORSTER, 2002; ROTHWELL et al.,
2004).

O movimento branquial ¢ influenciado por inimeros fatores, tais como
ions reguladores, hormoénios, nervos e batimento cardiaco. As branquias cessam
o movimento a medida que o quimico atinge os nervos e o coracao, reduzindo a
circulacdo sanguinea e levando a parada respiratéria (HILL; DAVISON;
FORSTER, 2002). Esse processo desacelera o metabolismo do peixe, reduzindo
a sua a exigéncia por oxigénio (COOKE et al., 2004).

A avaliacdo do grau de insensibilizacdo em peixes pode ser feita
mediante observagdo do comportamento do animal, tanto para a indugdo, quanto
para a recuperagdo. A aplicacdo desta metodologia é de grande importancia
quando se deseja medir a mortalidade posterior a recuperacdo, além de nao
causar nenhum estresse adicional ao animal durante o processo de anestesia. O
procedimento ¢ utilizado pela maioria dos pesquisadores, com pequenas
adaptacdes para diferentes objetivos (BURKA et al., 1997; HOSKONEN;
PIRHONEN, 2004; KEENE et al., 1998; MASSEE et al., 1995; WALSH;
PEASE, 2002).

2.3 Estagios de anestesia

Os estagios progressivos de sedacdo e anestesia foram descritos e
adaptados pela primeira vez para peixes por McFarland (1959). A base de seu
esquema descritivo estd representada na Tabela 2. Observa-se que uma
substancia anestésica pode produzir sedacdo, anestesia cirdrgica ou morte,

dependendo da combinagdo, da dose e do tempo de exposi¢ao dos animais.
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TABELA 2 Estagios de anestesia em peixes.

Estagios Fases Sinais fisioldgicos e comportamentais
Responsivo aos fortes estimulos porem com
1 Sedagdo . | o
o movimento reduzido ventilagdo diminuiu.
Perda parcial de equilibrio; forte analgesia;
II Anestesia Leve perda total do tonus muscular, perda total de
ventilagdo e equilibrio quase ausente.
1 Anestesia profunda  Perda total de reagdo mesmo a fortes
ou cirurgica estimulos.
Parada respiratoria, parada cardiaca, eventual
v Colapso Medular

morte, overdose.

Fonte: Ross e Ross (2008).

Na pratica, algumas espécies de peixe ndo se encaixam perfeitamente na
descrigdo de McFarland. As trés principais fases foram descritas por muitos
pesquisadores ao longo dos anos, porém, sem muita consisténcia. Cada uma
destas fases possui uma variagdo no tempo de duragdo, de acordo com a droga
ou método utilizado, espécie alvo, bem como sua condi¢do fisioldgica no
momento da anestesia. Durante a inducdo, o animal & exposto ao agente
anestésico para atingir o estagio desejado. A inducdo ¢ muitas vezes
acompanhada por alta atividade locomotora, que ¢ uma resposta a sensacao ou
propriedades ligeiramente irritantes da droga, devendo durar apenas alguns
segundos. Em geral, a indu¢do deve ser rapida e com baixa ou nenhuma
hiperatividade acentuada (ROSS; ROSS, 2008). O animal devera apresentar uma
sucessdo de sinais indicados na Tabela 2, como perda do movimento ou ataxia,
perda de reflexo, incapacidade de se manter na posi¢do correta na coluna d’agua
e, posteriormente a estes eventos, anestesia profunda, sem reagdo a qualquer

estimulo.
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A fase de recuperacdo envolve a retirada do agente anestésico, com
subsequente retorno do animal ao estado normal. A recuperagdo inicial pode
ocorrer em alguns segundos ou minutos, mas, geralmente, deve ser um processo
rapido e sem alteracdo de comportamento ou outros efeitos colaterais, embora a
ocorréncia de tremores musculares seja comum. O animal tenta endireitar-se e
comega a responder ao ruido ou a outros estimulos sensoriais. Nos peixes, o
posicionamento normal do animal na coluna d’agua muitas vezes pode ser

alcancado por meio de um estimulo forte (ROSS; ROSS, 2008).

2.4 Dose anestésica, tempo de exposicéo e efeito obtido

O efeito total do anestésico dependera da dose ou quantidade de
substancia utilizada, bem como da duragdo da exposi¢cdo a esse agente. Se o
agente ¢ muito forte ou se a quantidade utilizada for execessiva, o animal vai
passar rapidamente e de forma indiferenciada por todas as fases da anestesia. Em
concentragdes mais baixas, uma condicdo pode ser alcancada quando a taxa de
depuragdo ¢ igual a taxa de absorcdo, sendo possivel manter um estado estavel
em seguida. E muito importante compreender a relagio entre a dose, o tempo de
exposicdo e o estagio anestésico alcangado para garantir um bom controle do
processo, particularmente importante durante o banho de anestesia comumente
utilizado para animais aquaticos. O grau e a natureza da analgesia alcancados ¢ a
facilidade de recuperacdo também sdo extremamente importantes. Infelizmente,
para a maioria dos agentes anestésicos, descricdes adequadas de todos estes
recursos sdo raras (ROSS; ROSS, 2008).

A avaliagdo da analgesia ¢ extremamente importante, entretanto,

raramente ¢ feita. Na maioria dos casos, a analgesia ¢ eficaz, pois o animal ¢
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imobilizado. Isto pode ser uma suposi¢do razoavel com algumas classes de

anestésicos, mas nao pode ser atribuida a todos as situagdes.

2.5 Eutanasia

Em algumas situacdes, pode ser necessario abater os animais, seja para
encerrar um procedimento experimental, seja para a coleta de tecidos,
eliminacdo de animais excedentes ou para aliviar a aflicdo, procedimento que
deve ocorrer conforme as normas de bioética. Tal procedimento ¢ conhecido
como eutanasia e deve ser realizado com o minimo de sofrimento fisico ¢ mental
a0s animais.

Existem duas abordagens possiveis para a eutanasia : fisica ou quimica.
Meétodos fisicos envolvem um forte golpe no cranio, de modo a provocar a perda
imediata da consciéncia e, provavelmente, a morte (HER MAJESTY’S
STATIONARY OFFICE - HMSO, 1997). Esta técnica ¢ usualmente aplicada
em peixes, sendo muito eficaz. Métodos quimicos envolvem o uso de uma
overdose de anestésico, administrado por inje¢do ou imersdo, empregando-se
uma dose adequada ao tamanho, estagio de desenvolvimento e espécie animal.
Nos Estados Unidos, dentre os agentes recomendados, estdo os barbitlricos,
benzocaina, 2-fenoxietanol e 0 MS-222 (tricaina metanossulfato) ((AMERICAN
VETERINARY MEDICAL ASSOCIATION - AVMA, 2001), embora
claramente tais substancias ndo possam ser utilizadas em animais destinados ao
consumo humano.

Holloway et al. (2004) compararam os efeitos da eutandsia usando 6leo
de cravo, MS-222 e atordoamento sobre os niveis de cortisol plasmatico, glicose,
hormoénio de crescimento e dois hormonios da tiredide, a triiodotironina (T3) e a
tiroxina (T4). O cortisol plasmatico e a glicose aumentaram significativamente

em animais eutanasiados com uso do método de atordoamento, enquanto a
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eutanasia dos peixes feita com o6leo de cravo ou MS-222 ndo refletiu um
aumento relevante nesses parametros. Os niveis de hormonio do crescimento, T3
e T4 ndo foram afetados pelos métodos de eutandsia avaliados. Esses resultados
demonstram a importancia de pesquisar os efeitos de qualquer novo agente
anestésico ou método de eutanasia sobre parametros sanguineos e teciduais dos

animais.

2.6 Substancias anestésicas

Atualmente, os anestésicos mais utilizados na aquicultura sio a tricaina
matanossulfato (MS-222, nos Estados Unidos ¢ TMS, no Canada), benzocaina,
quinaldina, metomidato, 2-fenoxietanol, mentol, 6leo de cravo ou formulagdes
contendo seu ingrediente ativo, o eugenol (HOSKONEN; PIRHONEN, 2004;
ROSS; ROSS, 2000).

Um anestésico pode ser considerado ideal quando reune algumas
caracteristicas, tais como atuagdo rapida (cerca de trés minutos); curto tempo de
recuperagdo (cerca de cinco minutos); facilidade na aplicacdo; baixo risco para
os animais e para o ser humano; dosagens utilizadas e contidas numa ampla
margem de seguranca; ndo deve causar efeitos persistentes na fisiologia dos
peixes € em seu comportamento quando utilizado de forma continua; deve ser
rapidamente metabolizado ou excretado, minimizando ou eliminando residuos
do organismo; a a¢do do sedativo deve ser passageira, ndao persistindo no
metabolismo animal (KEENE et al., 1998).

A farmacocinética das drogas no metabolismo animal pode ser
fortemente influenciada por fatores como temperatura da &gua, tamanho do
animal, espécie, oxigénio disponivel e estado fisiologico (HANAWA et al.,

1998; WOODY; NELSON; RAMSTAD, 2002). Diversas pesquisas tém sido
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realizadas com a finalidade de definir procedimentos de anestesia, assim como a
droga e a concentragdo mais indicadas para cada espécie de peixe.

Em sua maioria, as metodologias utilizadas para insensibilizacdo de
peixes se baseiam na imersdo dos animais em uma solucdo de agua contendo o
anestésico (MYSZKOWSKI; KAMINSKI; WOLNICKI, 2003). A escolha do
agente quimico ¢ orientada a partir da consideracdo de fatores como a
disponibilidade do produto no mercado, sua viabilidade, objetivo, facilidade e
seguranca de uso (CHO; HEATH, 2000; SOTO; BURHANUDDIN, 1995).

A disponibilidade dos anestésicos muda conforme a regido. No Brasil, a
obtencdo de alguns anestésicos pode se tornar inviavel em fungdo de sua

producdo escassa ou preco elevado.

2.6.1 Benzocaina

Assim como a tricaina metanossulfato, a benzocaina ¢ um composto
derivado do acido p-aminobenzodico (Figura 2). Em virtude de seu carater
lipofilico, tais substincias podem ser acumuladas nos tecidos dos peixes
destinados ao consumo humano. Comparados aos peixes tropicais, este acaimulo
¢ maior em peixes de agua fria, pois estes apresentam metabolismo menos

acelerado e uma propor¢do maior de lipidios (WALSH; PEASE, 2002)..
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FIGURA 2 Estrutura quimica da tricaina (1), benzocaina (2) ¢ acido p-aminobenzdico(3).
Fonte: Ross e Ross (2008)

A benzocaina é um anestésico insoluvel, mundialmente utilizada como
anestésico local na medicina veterinaria e humana, ndo sendo considerada,
portanto, uma substancia toxica para os seres humanos, quando utilizada nas
concentracdes adequadas (STEHLY; MEINERTZ; GINGERICH, 2000). Trata-
se de um composto de facil acesso e de baixo custo, além de satisfazer a maioria
das caracteristicas desejadas em um agente quimico ideal (FACANHA;
GOMES, 2005). E eficiente para a maioria das espécies e possui ampla margem
de seguranca durante sua aplicac@o, tanto para peixes, quanto para humanos
(BURKA et al., 1997).

A utilizacdo destas substancias sedativas na aquicultura ainda ¢
questionada, pois faltam estudos sobre seu efeito residual (MUNDAY;
WILSON, 1997).

Allen (1988 citado por ROSS; ROSS, 2008), relata que, apos a
exposicdo a 50 mgL L' de benzocaina, por 15 minutos, os niveis residuais no
tecido de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) foram de 14 pg g”. Geralmente,
24 horas apos a anestesia, os niveis residuais desta droga no tecido ndo sdo

detectados. Ja na farinha de peixe preparada a partir de animais previamente
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anestesiados, o residuo de benzocaina encontrado foi de aproximadamente 45 pg
g'l, em peso Seco.

Néo existem leis que regulamentam o uso de anestésicos para peixes
comerciais no Brasil. Assim, procura-se seguir as recomendagdes de paises com
regulamentos ja definidos (FACANHA; GOMES, 2005). Na Noruega, por
exemplo, a regulamentacdo determina um periodo de 21 dias de depuragdo apds
o tratamento com benzocaina, antes do pescado ser consumido. Quando utilizada
em animais na Noruega, nos Estados Unidos e no Canada, a tricaina
metanossulfato também requer um periodo de depuragao para que o filé do peixe
anestesiado possa ser consumido. Um levantamento recente mostra que até abril
de 2011 ndo havia sido estabelecida nenhuma recomendacdo a respeito dos
niveis seguros de residuos de benzocaina e tricaina metanossulfato em peixes
destinados ao consumo humano (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION -
FDA, 2011).

Ha uma grande preocupag@o a respeito do descarte da solugdo anestésica
apos o uso, bem como de seus efeitos no ambiente. Uma pesquisa feita por
Howe, Bills ¢ Marking (1990) descreveu técnicas praticas para a absor¢do de
benzocaina de efluentes agricolas, usando filtragem com carbono ativado. Esta
abordagem ndo tem sido amplamente explorada, mas pode ser uma consideracdo

importante no tratamento deste residuo, antes que seja descartado no ambiente.

2.6.2 Oleo de cravo

Os principais anestésicos naturais utilizados em peixes sdo o o6leo de
cravo e o mentol (PALIC et al., 2006). O 6leo de cravo ¢ destilado das flores,
caules e folhas de Syzygium aromaticum (ou Eugenia aromaticum) ou Eugenia
caryophyllata. E um liquido marrom com odor e sabor acentuados. O contetido

total de 6leo em cravos (de boa qualidade) chega a 15%. O 6leo ¢ constituido,
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basicamente, por eugenol (70 a 80%), acetato de eugenol (15%) e beta-
cariofileno (5 a 12%).

O eugenol ¢ um composto aromatico que esta presente nos cravos,
canela, sassafras e mirra. A nomenclatura [TUPAC para o eugenol é 4-Alil-2-
Metoxifenol e o nimero CAS ¢ 97-53-0. Esta substancia tem sido utilizada como
anestésico desde a antiguidade, principalmente para ajudar a minimizar dores de

dente, de cabeca e dores nas articulacoes .

H,C—O ~ HC—O0

HO HO

Eugenol Isoeugenol

FIGURA 3 Estrutura quimica do eugenol e isoeugenol (ROSS; ROSS, 2008).

Apesar de eficaz, a anestesia com 6leo bruto de cravo deve ser evitada,
pois pode deixar forte odor e sabor residual. Todavia, o produto purificado ndo
apresenta tal incoveniente (ROSS; ROSS, 2008).

O oleo de cravo e seu principio ativo eugenol sdo praticamente
insoliveis em agua, sendo necessario o preparo se solugdes estoque em etanol
ou metanol.

Comercialmente ¢ possivel obter o eugenol puro (100%) e, em alguns
paises, ja existem formula¢des comerciais contendo apenas isoeugenol (AQUI-
S®) que, embora muito semelhante ao eugenol, ndo estd presente no 6leo de

cravo natural.
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Ha muitos exemplos de uso dleo de cravo como anestésico em animais
invertebrados e vertebrados. Varios relatos cientificos sobre o uso de 6leo de
cravo ¢ de eugenol como anestésicos para peixes ja se encontram disponiveis
para pesquisa.

Na verdade, o 6leo de cravo e o eugenol sdo classificados pelo FDA
(Food and Drug Administration) dos Estados Unidos como GRAS (Geralmente
Reconhecido como Seguro) para odontologia e como aditivo ou agente
aromatizante em alimentos humanos e animais. Porém, ¢ importante notar que
estas substincias ainda ndo estdo aprovadas como medicamentos ou como
anestésicos para peixes e permanecem sob investigagdo. Quando utilizados em
peixes destinados ao consumo humano, recomenda-se um periodo de caréncia de

21 dias, segundo o FDA (2011) e Ross e Ross (2008).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do experimento e periodo pré-experimental

O experimento foi conduzido no laboratério de Nutrigdo de Peixes da
Estag¢ao de Piscicultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA) de margo a
julho de 2010, sendo que, nesse periodo, quatro meses constituiram o periodo
pré-experimental para adaptacdo dos animais, quando também atingiram o peso

ideal e um més destinado as avaliagdes experimentais.

3.2 Animais e manejo

Foram utilizados 200 juvenis machos invertidos de tildpia nilotica
(Oreochromis niloticus), mantidos em um sistema de recirculagdo de agua
termocontrolada (28°C), equipado com filtro de areia (com capacidade de reter
particulas com 5 pm) e radiagdo ultravioleta para esterilizagdo, filtro biologico e
sistema de controle da temperatura (N540), com precisdao de duas casas
decimais. Os peixes foram distribuidos aleatoriamente em 12 caixas de
metabolismo de polipropileno, com capacidade para 250 L. Durante todo o
periodo pré-experimental, os peixes foram alimentados ad libitum, com ragao
comercial contendo 32% de proteina bruta, fornecida duas vezes ao dia. As
caixas foram sifonadas diariamente por 30 minutos apos cada alimentagdo, para
a retirada de restos de racdo e excretas.

Os parametros liminologicos foram monitorados diariamente durante
todo o periodo pré-experimental. A medicdo do pH foi realizada com um
pHmetro digital portatil Bernauer® (modelo F-1005), o oxigénio foi mensurado
com auxilio de um oximetro digital portatil Bernauer® (modelo F-1550A) e a

temperatura foi monitorada por uma sonda pt 100, ligada a um controlador de
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temperatura (N540), acoplados ao sistema de recirculagdo de agua do

laboratorio.

3.3 Delineamento experimental e analises estatisticas

Foram realizados dois experimentos independentes para avaliar a
eficiéncia da benzocaina ¢ do 6leo de cravo como anestésicos para tilapias.
Ambos os experimentos foram desenvolvidos em delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com cinco tratamentos (concentracdes de anestésico) e 20

repetigdes (peixes) por tratamento, conforme modelo estatistico abaixo:

yij=uttte,
em que:
yij = amostragem da parcela referente a concentragdo de anestésico i na
repetigdo j (i=1,2,..,5¢j=1,2,3, ..., 20);
= média geral do experimento;
t;= efeito da concentracdo de anestésicoi (i= 1,2, ...,5)
ej = desvio associado a cada observa¢do que, por hipotese, tem

. . -~ ;o1 A . 2
distribui¢do normal, com média zero e variancia §°.

Os dados obtidos em cada experimento foram submetidos & analise de
variancia com auxilio do software SAEG (Sistema para Analises Estatisticas e
Genéticas) (UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA - UFV, 2000), sendo as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste SNK (Student-Newman-Keuls),
com 5% de probabilidade e os tempos de inducdo e recuperagdo dos peixes

submetidos a estudo de regressido, com modelo y = o+ ao + a;x + a,x”.
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3.4. Substancias anestésicas utilizadas e procedimentos experimentais

As substancias anestésicas utilizadas em cada experimento foram a
benzocaina e o 6leo de cravo, com concentragdes previamente testadas a partir
dos resultados observados em outros trabalhos e estabelecidas por meio de um
experimento piloto.

Os procedimentos de anestesia foram realizados no periodo diurno, em
aquarios de vidro com capacidade para 40 L, preenchidos com 15 L de agua

(Figura 4).

FIGURA 4 Foto ilustrativa dos aquarios utilizados para as avaliagdes experimentais.
Aquario (A): utilizado para anestesia dos peixes; Aquario (B): utilizado para
recupragdo dos peixes.

Dois anestésicos e cinco concentracdes foram testados a fim de
determinar a sua influéncia na inducdo anestésica e na recuperagdo dos animais,

conforme apresentado na Tabela 3.
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TABELA3  Concentragoes dos anestésicos avaliados para tilapia nildtica
(Oreochromis niloticus).

Concentracao de anestésico por litro de agua
Anestésicos

Dose 1 Dose 2 Dose 3 Dose 4 Dose 5
Benzocaina (mg) 60 85 110 135 160
Oleo de cravo (mg) 60 80 100 120 140

Durante o teste piloto foi feito um ensaio com diluigdes em alcool
(92,8°GL), com ambos anestésicos. As dilui¢cdes, em 15 mL de alcool, para o
oleo de cravo, e 22 mL de alcool, para a benzocaina, mostraram-se adequadas
para todas as concentragdes avaliadas.

As 12 caixas onde os animais foram mantidos durante o periodo pré-
experimental foram numeradas sequencialmente de 1 a 12, e os animais foram
coletados aleatoriamente dentro de cada caixa, seguindo uma ordem crescente na
numeragdo das caixas, sendo que ao retirar um animal da caixa niimero 1, esta s6
forneceria o segundo animal ap6s a retirada de um animal em cada uma das 11
caixas restantes.

Para cada dosagem anestésica avaliada, foram utilizados 20 peixes (n =
20), submetidos individualmente ao banho anestésico, totalizando 100 animais
por cada anestésico estudado.

Para os ensaios experimentais, os peixes foram considerados
anestesiados e recuperados ao atingirem um conjunto de sinais peculiares,
caracteristicos do estagio trés da anestesia, de acordo Ross e Ross (2000),

adaptado por Small (2003), conforme mostrado na Tabela 4.
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TABELA 4 Comportamento dos peixes que define os trés estigios da
induc@o a anestesia e recuperagao.

Estagios Inducéo Recuperacéo
Movimento natatorio Leve recuperagao do
1 reduzido, reacdo a estimulos movimento opercular e dos
externos e equilibrio normal. movimentos natatorio.
Perda do movimento
muscular ¢ do equilibrio, Recuperacdo do equilibrio e
2 reducio do  movimento leve reacdo a estimulos
opercular e¢ dos reflexos a externos.
estimulos externos.
Perda total dos reflexos a
estimulos externos e ~
3 . Recuperacao total
movimento opercular quase
ausente.

Ross e Ross (2000) adaptado por Small (2003).

Os sinais peculiares de indugdo a anestesia e recuperacao dos animais
foram registrados por meio de analise visual e monitorados por cémeras
acopladas aos aquarios. Com o objetivo de avaliar a recuperacdo da anestesia,
quando os peixes atingiram o estagio anestésico 3 (anestesia profunda), foram
retirados do aquario de inducdo, pesados e transferidos para outro aquario de
vidro, com as mesmas dimensoes, preenchido com 15 L de agua isenta de
anestésico. O tempo gasto até o animal atingir os estidgios de anestesia ¢ de
recuperagdo foi cronometrado e registrado.

A agua do aquario contendo anestésico foi trocada apds a anestesia de
cinco peixes, para evitar uma variagdo na concentracdo da droga. Da mesma
forma, a agua do aquario de recuperagdo foi renovada para evitar o acimulo de
residuos do anestésico, aderidos a superficie do animal no momento da troca de
aquarios (de anestesia para recuperagdo) e dos metabolitos eliminados pelos

animais.
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A temperatura da agua foi mantida constante (28°C) e o ambiente onde
se encontravam os aquarios foi mantido fechado, para evitar oscilacdo da
temperatura ambiental. A oxigenagdo da agua dos aquarios foi feita com auxilio
de sopradores de ar conectados a uma pedra porosa.

O monitoramento da anestesia dos peixes foi feito por dois avaliadores
devidamente treinados e cada avaliador foi responsavel por duas repetigdes

(Avaliador 1: repeti¢ao 1 e 3, avaliador: 2 repeticdo 2 e 4).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros de qualidade de agua mantiveram-se dentro dos niveis
ideais para a espécie, com oxigénio dissolvido acima de 3,75 + 1,34mg/L,
amonia abaixo de 0,03 £ 0,02 ppm/L, temperatura entre 27,8 = 0,3 °C e pH
entre 6,9 +0,2.

O peso médio dos animais utilizados nos experimentos encontra-se na
Tabela 5.

TABELAS Peso médio das tilapias utilizadas nos experimentos com

benzocaina e 6leo de cravo.

Anestésicos Peso médio (g) + Desvio Padrao
Benzocaina 74,66 + 11,68
Oleo de Cravo 72,96 +10,22197

Os procedimentos de anestesia e recuperacdo aplicados durante todo o
experimento ndo determinaram a mortalidade de peixes.

As concentragdes de benzocaina e 6leo de cravo avaliadas promoveram
anestesia e recuperacao dos animais dentro da margem definida como ideal para
os anestésicos, maximo de tr€s minutos para indug¢do e de cinco minutos para
recuperagdo proposta por King et al. (2005) e Ross e Ross (2008). Todas as
doses empregadas proporcionaram aos avaliadores uma percepcdo nitida da
transicdo entre os estagios de anestesia. De modo geral, com o aumento da
concentracdo do anestésico, a transicdo entre os estagios de anestesia foi mais
rapida nos periodos de indugdo e de recuperacdo (P<0,05).

Kiessling et al. (2009), trabalhando com benzocaina e d6leo de cravo
também relataram a diminuicdo do tempo de anestesia & medida que se aumenta

a dosagem anestésica utilizada.
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Uma andlise cuidadosa deve ser feita observando-se o tempo de

permanéncia dos animais em cada estagio da anestesia. A Tabela 6 e a Figura 5

mostram o comportamento em cada etapa de inducdo anestésica das tilapias em

diferentes concentra¢des de benzocaina e 6leo de cravo.

TABELA 6  Periodo de permanéncia das tilapias anestesiadas com benzocaina

e Oleo de cravo nos diferentes estagios de insensibilizagdo e

tempo total gasto para completa indugao a anestesia.

Concentragdo de benzocaina

Tempo de permanéncia (s)

Tempo total (s)

(mg/L) Estagio 1 Estagio 2
60 107,56 a 105,87 a 21343 a
85 69,81 b 35,75b 105,56 b
110 46,18 be 21,25b 67,43 be
135 19,87 c 10,87 b 30,75 ¢
160 20,06 ¢ 12,00 b 32,06 c

Concentragdo 6leo de cravo

Tempo de permanéncia (s)

Tempo total (s)

(mg/L) Estagio 1 Estagio 2
60 64,87 a 110,18 a 175,06 a
80 51,25b 46,81 b 98,06 b
100 51,37 ab 28,75 bc 80,12 b
120 3525b 18,75 ¢ 54,00 ¢
140 28,06 b 22,06 ¢ 50,12 ¢

Meédias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo testes SNK

(P<0,05).

Tempo Total = Estagio 1 + Estagio 2.
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FIGURA 5 Comportamento de indugdo anestésica de juvenis de tilapia (Oreochromis
niloticus), em trés fases de anestesia, submetidos a diferentes concentra¢des
de benzocaina (1) e dleo de cravo (2).
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Ao analisarmos o tempo de indugdo em cada fase de anestesia, ¢
possivel observar que na 1° fase, os animais anestesiados com benzocaina
tendem a diminuir o tempo gasto para iniciar este estagio em fungdo da
concentracdo anestésica utilizada, ou seja, quanto maior a dose do anestésico,
menor o tempo gasto para o inicio do estagio 1 de indugdo. Esse efeito ndo foi
observado nos animais anestesiados com 6leo de cravo, onde a concentra¢do nio
influenciou o tempo gasto para o inicio da 1° fase (P>0,05). O tempo gasto para
que cada peixe apresente os sinais iniciais do processo de anestesia tem grande
variacdo individual, pois h4a animais que apresentam uma maior resisténcia a
estas drogas, enquanto outros sdo mais sensiveis aos seus efeitos (Figura 5).

O estagio 1 de anestesia ¢ definido a partir dos sinais caracteristicos
desta fase, descritos por Ross e Ross (2000). Neste periodo, os peixes
anestesiados com 60 mg/L de benzocaina e 6leo de cravo permaneceram um
maior tempo (107,56 e 64,87 segundos, respectivamente) (P<0,05). Quando
utilizamos concentragdes anestésicas mais elevadas (135 e 160 mg/L de
benzocaina e 80, 120 e 140 mg/L de o6leo de cravo), este periodo ¢ bastante
reduzido (19,87 e 20,06 segundos, para benzocaina ¢ 51,25; 35,25 e 28,06
segundos, para 6leo de cravo). Entretanto, nestas concentragdes mais elevadas
ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) dentro do mesmo
anestésico. A concetracdo de 85 mg/L de benzocaina determinou um tempo de
permanéncia intermediario na fase 1 de anestesia, comparado ao tempo de
permanéncia dos animais submetidos a doses maiores e menores (P<0,05). A
concentragdo de 110 mg/L de benzocaina nao foi estatisticamente diferente das
maiores doses (85, 135 ¢ 160 mg/L), assim como a concentra¢do de 100 mg/L de
oleo de cravo ndo se diferenciou das demais concentragdes deste anestésico
(Tabela 6).

O tempo de indugdo na segunda fase de anestesia foi afetado pelas

diferentes concentracdes dos dois anestésicos estudados. A medida que a
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concentragdo aumenta, o tempo gasto para atingir a segunda fase decresce. Esse
efeito foi mais evidente para os animais submetidos as solugdes contendo 6leo
de cravo. Porém, ao analisarmos os efeitos referentes as concentragdes mais
elevadas de benzocaina (135 e¢ 160 mg/L), podemos observar uma tendéncia a
estabilizacdao do tempo de indugdo, em funcao da dose anestésica (Figura 5).

O segundo estagio de anestesia perdura até que o animal esteja
completamente anestesiado. Neste trabalho, durante o segundo estagio, os
animais tratados com 85, 110, 135 e 160 mg/L de benzocaina e 120 ¢ 140 mg/L
de dleo de cravo alcangaram um tempo de permanéncia muito menor que as
concentragdes de 60 mg/L de benzocaina e 60 mg/L de 6leo de cravo. Os peixes
anestesiados com 85, 110, 135 e 160 mg/L de benzocaina, cujos tempos médios
de permanéncia no estagio 2 foram de 35,75; 21,25; 10,87 e 12,00 segundos,
respectivamente, registraram um tempo que pode ser oito vezes menor que oS
animais anestesiados com 60 mg/L (105,87 segundos) (Tabela 6).

Ja para 6leo de cravo, as maiores concentragdes (120 e 140 mg/L, com
tempo de 18,75 e 22,06 segundos) proporcionaram uma reducgdo de 5,87 vezes
no tempo do estagio 2, quando comparadas a dosagem de 60 mg/L (110,18
segundos). A dose de 80 mg/L anestesiou os animais cerca de 46,81 segundos
mais rapidamente do que a concentragdo de 60 mg/L (110,18 segundos), sendo
entretanto, mais lenta do que as concentragdes de 120 mg/L (18,75 segundos) e
de 140 mg/L (22,06 segundos).

Uma medida indireta do estresse é a avaliagdo da concentragdo de
catecolaminas e corticosteroides. Portanto, quanto maior a concentragdo desses
metabolitos, maior serd o estresse do animal. A liberacdo de corticosteroides e
de catecolaminas relacionada a a¢do do anestésico se concentra no estagio 2 de
anestesia. Portanto, quanto mais breve for a passagem do animal por essa etapa,
menor ¢ a liberagdo destas substancias pelo organismo (OLSEN;

EINARSDOTTIR; NILSSEN, 1995; ROTHWELL et al., 2005). No entanto, o
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mecanismo envolvido neste processo ainda ndo esta totalmente esclarecido para
peixes e mais estudos devem ser realizados para outros agentes anestésicos. O
emprego de substincias anestésicas com o objetivo de mitigar os efeitos do
estresse numa determinada situacdo requer a sua utilizacdo em concentragdes
adequadas para que o efeito obtido ndo seja oposto ao pretendido (OKAMURA
et al., 2008).

O inicio do terceiro estagio de anestesia também foi afetado pela
concentracdo do anestésico, como também observado durante o segundo estagio.
Portanto, quanto maior a concentragdo do anestésico, menor o tempo necessario
para que o animal atinja o estdgio 3. Entretanto, as concentracdes mais elevadas
de benzocaina (135 e 160 mg/L) e de 6leo de cravo (120 e 140 mg/L)
apresentaram uma tendéncia a estabilizar o tempo em func¢do da dose (Figura 5).

Okamura et al. (2008), trabalhando com juvenis de tildpia niloticas
anestesiadas com benzocaina, encontraram resultados semelhantes a estes, onde
doses acima de 130 mg/L ndo apresentaram efeito significativo.

Neste trabalho, o intervalo de tempo entre a exposi¢do a droga ¢ a
manifestacdo dos sinais caracteristicos do estdgio 3 de anestesia foi
denominado tempo total. Nesta fase, as doses de 135 e¢ 160 mg/L de
benzocaina e de 120 e 140 mg/L de 6leo de cravo foram as que anestesiaram em
menor tempo (30,75 e 32,06 segundos, para benzocaina e 54 ¢ 50,12 segundos,
para o 6leo de cravo). Tanto para benzocaina, quanto para 6leo de cravo, a
concentragdo de 60 mg/L foi a mais ineficiente entre as testadas, pois a anestesia
so foi alcangada com 213,43 ¢ 175,06 segundos, com uso de benzocaina e 6leo
de cravo, respectivamente.

A concentragdo de 85 mg/L de benzocaina e de 80 ¢ 100 mg/L de dleo
de cravo determinaram a ag@o intermediaria no processo de anestesia, sendo
mais eficientes que a dose inicial de 60 mg/L para os dois anestésicos estudados.

Entretanto, quando comparadas as concentracdes superiores (110, 135, 160
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mg/L de benzocaina e 120 e 140 mg/L de 6leo de cravo), estas promoveram um
maior periodo para anestesia total (Tabela 6).

Também neste estudo, o terceiro estagio da anestesia foi denominado
periodo de permanéncia em anestesia e representa o limite entre a anestesia
reversivel e o colapso medular, que leva o animal a 6bito. E nesta fase que os
animais permanecem sob efeito maior da droga, apresentando alto grau de
insensibilizagdo. Neste trabalho, a permanéncia dos juvenis de tilapia em
anestesia profunda foi maior quando estes animais foram submetidos a
procedimentos anestésicos com 100 e 120 mg/L de dleo de cravo (com tempo de
79,63 e 73,31 segundos, respectivamente), ndo havendo diferencas significativas
entre essas concentragdes (P>0,05). A benzocaina, quando utilizada nas doses de
135 e 160 mg/L manteve os animais em anestesia profunda por 43,94 e 56,31
segundos, respectivamente, sendo este periodo menor do que o determinado pelo
uso de 6leo de cravo.

Frequentemente, em pesquisas com anestésicos, sao utilizados diferentes
estagios de inducdo como parametros de eficiéncia. Entretanto, apesar de sua
grande importancia pratica, os estagios de recuperacéo sdo pouco explorados.

Neste trabalho, o tempo de recuperagdo dos peixes apos a anestesia foi
influenciado pela concentragdo da substancia anestésica (P<0,05). A Tabela 7 e
Figura 6 mostram o comportamento de recuperacdo da condi¢do de anestesia das

tilapias, em diferentes concentra¢des de benzocaina e de 6leo de cravo.
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TABELA 7  Periodo de permanéncia das tilapias anestesiadas com benzocaina

e oleo de cravo nos diferentes estagios de recuperagdo e tempo

total gasto para completa recuperagdo dos animais.

Concentragdo de benzocaina Tempo de permanéncia (s) Tempo total (s)
(mg/L) Estagio 1 Estagio 2
60 31,75b 115,56 147,31
85 45,75 a 110,44 156,19
110 4925 a 121,50 170,75
135 47,56 a 111,56 159,13
160 45,56 a 125,13 170,69

Concentragdo 6leo de cravo

Tempo de permanéncia (s)
Tempo total (s)

(mg/L) Estagio 1 Estagio 2
60 98,06 a 156,31 254,38
80 66,31 ab 124,56 190,88
100 79,87 ab 106,38 186,25
120 75,68 ab 108,88 184,56
140 55,68 b 130,13 185,81

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo testes SNK

(P<0,05).

Tempo Total = Estagio 1 + Estagio 2.
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FIGURA 6 Comportamento de recuperagdo de juvenis de tilapia (Oreochromis
niloticus), em trés fases de recuperagdo, submetidos a diferentes

concentragdes de benzocaina (1) e 6leo de cravo (2).
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Conforme observado, a concentra¢do de ambos os anestésicos interfere
no tempo de recuperagdo dos peixes apOs a anestesia. Esse efeito foi bem
definido no estagio de recuperacdo 1, onde o menor tempo para apresentar 0s
sinais caracteristicos deste estagio, descritos por Ross e Ross (2000), foi
alcagado com a utilizagdo das menores doses anestésicas. Esse comportamento
permaneceu nitido em todas as concentragcdes de benzocaina avaliadas. Porém,
as doses de 120 e 140 mg/L de 6leo de cravo nao refletiram significativamente
no tempo de recuperagdo dos animais neste estagio (P>0,05) (Figura 6).

A permanéncia no estagio de recuperacao 1 compreende o periodo desde a
apresentacdo dos primeiros sinais de restabelecimento do animal (leve
recuperagdo do movimento opercular e dos movimentos natatorios), até o inicio
da manifestacdo dos sinais caracteristicos do segundo estagio (recuperagdo do
equilibrio e leve reacao a estimulos externos).

As tilapias anestesiadas com 60 mg/L de benzocaina passaram mais
rapidamente pelo estagio de recuperacdo 1, quando comparadas aquelas
submetidas as demais concentragdes deste anestésico (85, 110, 135 e 160 mg/L).
Estas concentragdes mais elevadas (85, 110, 135 e 160 mg/L) provocaram uma
demora no retorno da condigdo de anestesia neste periodo, sendo
estatisticamente diferentes da dose mais baixa (60 mg/L) (P<0,05), com tempos
de 45,75, 49,25; 47,56 ¢ 45,56 segundos, respectivamente (Tabela 7).

As concentracdes de oleo de cravo avaliadas neste experimento
influenciaram o retorno dos peixes nesta etapa (P<0,05). A concentragdo de 60
mg/L provocou tempo de recuperagdo dos animais maior, quando comparada
com a concentracdo de 140 mg/L. As demais concentragdes (80, 100 ¢ 120
mg/L) ndo foram estatisticamente diferentes da menor e maior dose estudada (60
e 140 mg/L, respectivamente) demostrando uma recuperagdo intermediaria

(Tabela 7).
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Na segunda fase de recuperagdo, com a utilizagdo do anestésico
benzocaina, foi possivel observar que o periodo de recuperagdo das tilapias
elevava-se a medida que as concentragdes aumentavam (60, 85, 110, 135, 160
mg/L). Nao se observou tal comportamento dos animais durante a utilizagdo do
oleo de cravo (Figura 6).

As concentragdes de ambos os anestésicos nao influenciaram o periodo
de permanéncia das tilapias no estagio de recuperagao 2 (P>0,05) (Tabela 7).

Durante a terceira fase, o tempo de recuperacdo dos peixes nao foi
afetado pela concentracdo anestésica utilizada para benzocaina, ou para o 6leo
de cravo (Figura 6). Esse efeito também foi observado quando avaliamos o
tempo total gasto pelos animais ao retornarem da condi¢do de anestesia,
igualmente sem diferenca significativa (P>0,05) (Tabela 7). Okamura et al.
(2008) também nao registraram diferenca neste estagio de recuperagao.

Apods analise dos resultados apresentados, podemos notar que houve
diferencgas evidentes entre as concentragdes de um dos anestésicos e entre os
anestésicos estudados. Este efeito também foi relatado por diversos
pesquisadores (KING et al., 2005; OKAMURA et al., 2008).

A Tabela 8 mostra a analise comparativa entre os anestésicos e as
concentragcdes que melhor determinaram o comportamento das tilapias neste

trabalho.
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TABELA 8 Diferenga entre benzocaina e o6leo de cravo no periodo de

permanéncia em indugdo total, em anestesia e recuperagdo total.

Anestésicos (mg/L) Periodo de permanéncia (s)

Benzocaina Oleo de cravo  Inducdo total ~ Anestesia  Recuperagdo total

- 100 80,12 a 79,63 a 186,25
- 120 54,00 b 73,31 a 184,56
135 - 30,75 ¢ 43,94 b 159,13
160 - 32,06 c 56,31b 170,69

Me¢édias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo testes SNK
(P<0,05).

Ao analisar os dados apresentados na Tabela 8, verificamos que as
concentragdes de 135 e de 160 mg/L de benzocaina induziram os animais a
anestesia em 30,75 e 32,06 segundos, respectivamente, ndo demostrando
diferencas significativas nos tempos de permanéncia em indugdo total das
tilapias (P>0,05). Entretanto, estas cocentragdes foram mais eficientes na
indugdo total, quando comparadas as doses de 100 e 120 mg/L de dleo de cravo,
que induziram os peixes em 80,12 e 54,00 segundos, respectivamente, com
diferengas estatisticas entre si (P<0,05), sendo que 120 mg/L de o6leo de cravo
foram mais eficientes nesta etapa do que 100 mg/L do mesmo anestésico.

Quanto a acdo de ambas as substancias anestésicas (P>0,05). ndo houve
diferencas significativas no periodo de recuperagdo total dos juvenis de tilapia
avaliadas neste estudo.

De maneira geral, comparada ao 6leo de cravo, a benzocaina induz os
animais a condi¢do de anestesia mais rapidamente. Porém, o tempo de
permanéncia dos animais em anestesia profunda ¢ menor. Por outro lado, apesar
de determinar um tempo maior para a indugdo anestésica, o 6leo de cravo

mantém os animais em anestesia total por mais tempo.
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Mediante os dados obtidos neste trabalho, concluimos que ndo existe
uma concentracdo e/ou um anestésico ideal para todos os manejos empregados
na piscicultura. Assim, no atual estagio da pesquisa ¢ da pratica, pode-se dizer
que os objetivos pretendidos definem a droga mais adequada a ser utilizada,

bem como a sua concentragao.
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5 CONCLUSOES

A benzocaina e o 6leo de cravo foram eficientes na anestesia de
juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Para o manejo de
rotina na piscicultura, onde geralmente se deseja uma rapida atuagdo do
anestésico, evitando o agravamento do estresse nos animais, bem como
um efeito sedativo mais prolongado, a concentracdo de 135 mg/L de
benzocaina ou de 120 mg/L de 6leo de cravo pode ser utilizada em
procedimentos anestésicos em juvenis de tilapia, tendo em vista as

condigdes experimentais verificadas neste trabalho
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