Eugenol como anestésico para a tilapia-do-nilo
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o eugenol como anestésico para a tilapia-do-nilo. Para a
concentragdo ideal, foram avaliados seis tratamentos (50, 75, 100, 150, 200 e 250 mg L), com dez peixes por
tratamento, anestesiados individualmente, acompanhados durante a indug¢do e recuperagdo. A toxicidade foi
estimada pela submissdo de 210 peixes a 7 concentragdes de eugenol (50, 75, 100, 150, 200, 250, 300 mg L),
durante 600 s e, para a margem de seguranga, 120 peixes foram submetidos a 75 mg L' durante cinco intervalos
de tempo (600, 1.200, 1.800 e 2.400 s). As concentragdes eficientes foram 50 e 75 mg L. Os valores de
toxicidade letal (CL), aos 600 s, foram: CLO1, 81,97 mg L!; CL50, 184,26 mg L!; e CL99, 286,55 mg L!; e
os tempos de concentragdes letais (TCL) foram: TCLO1, 566,97 s; TCL50, 1.611,66 s; e TCL99, 2.656,34 s.
Concluiu-se que 75 mg L' sdo suficientes para a anestesia profunda de curta duragdo, com margem de seguranga
de 484,27 s, e 50 mg L' para longos periodos (600 s). A maior concentragdo terapéutica do eugenol custa
R$ 0,065 por litro de 4gua. A eutanasia pode ser realizada com 286,55 mg L' durante 600 s.

Termos para indexacdo: Oreochromis niloticus, anestesia, custo, seguranga.
Eugenol as an anesthetic for Nile tilapia

Abstract — The objective of this work was to evaluate eugenol as anesthetic for Nile tilapia. For the best
concentration of the anaesthetic, six treatments (50, 75, 100, 150, 200, and 250 mg L) were evaluated, with ten
fishes per treatment, anesthetised individually and monitored during the induction and recovery. Toxicity was
estimated in 210 fish submitted to seven eugenol concentrations (50, 75, 100, 150, 200, 250, and 300 mg L)
for 600 s; and for safety margin, 120 fish were submitted to 75 mg L' for five time intervals (600, 1,200,
1,800, and 2,400 s). The effective concentrations were 50 and 75 mg L"'. Lethal concentration (LC) values for
600 s were: LCO1 81.97 mg L, LC50 184.26 mg L', and LC99 286.55 mg L"!. Times of lethal concentration
(TLC) were TLCO1 566.97 s, TLC50 1,611.66 s, and TLC99 2,656.34 s. For fast deep anesthesia, 75 mg L*!
of eugenol is recommended, with a safety margin of 484,27 s; for long period anesthesia (600 s) 50 mg L
were recommended. The higher therapeutic concentration costs R$ 0.065 per liter. Eugenol was effective for
euthanasia at 286.55 mg L' for 600 s.

Index terms: Oreochromis niloticus, anesthesia, cost, safety.

Introducao

Nos sistemas intensivos de piscicultura, os animais
passam por diversas situagdes estressantes. Além das
altas densidades utilizadas durante a criag¢do, alguns
procedimentos rotineiros sdo fontes de estresse para
os peixes, entre eles: biometria, transporte, reproducao
induzida e coleta de ovos. Como conseqiiéncias,
podem ocorrer desde perda do apetite e peso, reducao
no crescimento, aparecimento de doengas ou a morte
dos animais (Barcellos et al., 2000).

A utilizacdo de anestésicos, durante o manejo, pode
aliviar a maioria das reacdes de estresse (Ross &
Ross, 2008), além de reduzir a motilidade e facilitar
o manejo dos peixes (Inoue et al., 2005). O dleo de
cravo ¢ uma substancia fenolica obtida da destilagao
das folhas, caule ¢ flores do cravo-da-india (Syzygium
aromaticum), que apresenta na composicdo de 70 a
95% do seu principio ativo, o eugenol (Mazzafera,
2003). Os estudos sobre a utilizagdo do eugenol como
anestésico, em aqiiicultura, surgiram da necessidade de
se encontrarem novas substancias eficazes, seguras e
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de baixo custo (Roubach et al., 2005). Sua utilizacdo em
peixes acontece na forma de banho de imersao, porém em
razdo da natureza hidrofobica da substancia, deve-se fazer
uma solugdo-estoque em alcool e, apos isso, 0 anestésico
pode ser diluido em agua.

O anestésico ideal deve: permitir duragdo razoavel
de exposi¢do; produzir anestesia em trés minutos
Ou menos € recuperagdo em menos que cinco; ndo
apresentar toxicidade aos peixes, durante o tratamento;
nao apresentar problema de seguranca para mamiferos;
deixar pouco residuo, apds periodo de depuracido de
uma hora ou menos; e ter custo acessivel (Marking &
Meyer, 1985). Entre as caracteristicas desejaveis, o
eugenol apresenta boa velocidade de agdo, pois induz
rapidamente a anestesia profunda (Woody et al., 2002;
Hajek et al., 2006); e diminui os efeitos do estresse
causado pelo manejo (Inoue et al., 2005). Kildea et al.
(2004) verificaram que a carne de percas prateadas
(Bidyanus bidyanus), anestesiadas ou sacrificadas com
esse anestésico, apresentou valores residuais inferiores
aos autorizados para o consumo humano, o que tornou
desnecessario o periodo de depuracao.

O mecanismo exato de agdo do eugenol ainda esta sob
investigagdo. Porém, estudos in vitro indicam interacao
com neurotransmissores envolvidos na sensa¢do de dor,
com efeito agonista sobre o acido gama-aminobutirico
(GABA) e antagonista sobre o glutamato, que atua sobre
os receptores N-metil-d-aspartato (NMDA), ambos com
grande importancia na transmissao da dor (Aoshima &
Hamamoto, 1999; Yang et al.,2003). O GABA ¢ o principal
neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central,
causa anestesia ¢ redu¢do dos movimentos respiratorios e
dos batimentos cardiacos (Iggo & Klemm, 1996).

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) € atualmente
a espécie mais criada na piscicultura brasileira e esta entre
as mais importantes da atividade no mundo (FAO, 2007).
A espécie apresenta espinhos 6sseos nas nadadeiras, que
freqiientemente provocam machucados nos técnicos.
Assim, o uso de anestésicos durante o manejo € necessario
para a tilapia, ndo somente para a redugdo do estresse,
como para o aumento da seguranca no trabalho dos
técnicos da area.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o eugenol como
anestésico para a tilapia-do-nilo.

Material e Métodos

Foram realizados trés experimentos no Laboratorio
de Aqiiicultura e Sanidade de Organismos Aquaticos, da
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Escola de Medicina Veterinaria, da Universidade Federal
da Bahia, em janeiro de 2008. Em todos os experimentos,
foram utilizados 430 juvenis de tilapia-do-nilo, com
peso médio de 5,34 g. Para adaptagdo, os peixes
foram mantidos em uma caixa de 1.000 L durante
cinco dias, com aeragdo constante, alimentados com
racdo extrusada (Purina Nutripeixe SI Crescimento)
com 28% de proteina bruta, desintegrada em moedor
de carne, com os granulos selecionados retidos em
malha de um milimetro. Os peixes foram alimentados
a vontade uma vez ao dia, as 8h. Diariamente, foi
realizada a sifonagem, para retirada de fezes e racao
ndo consumida, ¢ foram renovados 10% da agua do
tanque. A temperatura durante a aclimatagdo variou de
25 a27°C.

Em todos os experimentos, foram utilizados
aquarios de vidro com volume ttil de 40 L, com 5 L de
agua. A temperatura da dgua foi mantida a 25+1°C, o
oxigénio dissolvido foi mantido entre 5,5+0,5 mg L,
e o pH foi 7,5. Em cada aquario, o sistema de aeragao
foi constante, mantido por meio de pedra porosa
acoplada a um soprador. A temperatura da agua, o
oxigénio dissolvido ¢ o pH foram monitorados por
meio de kit digital portatil (Alfakit — AT300). Em cada
experimento, foi utilizado um grupo-controle, em agua
sem anestésico, para monitoramento dos parametros
comportamentais e possivel mortalidade durante os
procedimentos.

O eugenol (Biodinamica), em razdo de sua natureza
oleosa, foi diluido em alcool etilico (92,8°), e resultou em
solugdo-estoque a concentragdo de 100 mg mL™"! (1:10).

Para se determinar a influéncia da concentragdo,
na indugdo e na recuperacdo anestésica dos animais,
foram testados seis tratamentos (50, 75, 100, 150,
200, 250 mg L' de eugenol). Para cada tratamento,
foram utilizados dez juvenis (n = 10), coletados
aleatoriamente e submetidos, um a cada vez, ao banho
anestésico, no total de 60 peixes. Quando atingiram o
estadgio anestésico IV (anestesia profunda) (Tabela 1),
os peixes foram retirados do aquario de indugdo e
transferidos ao aquario de recuperacdo. Os parametros
comportamentais avaliados foram: auséncia de reacao
a estimulos externos, verificada pelo toque na lateral
dos peixes com um bastdo de vidro; perda total do
tonus muscular quando os animais eram retirados da
agua e colocados em posigao lateral (a cauda deveria
permanecer totalmente pendida para baixo).

Arecuperagdo anestésica foi realizada individualmente,
em aquario com agua sem eugenol e, para sua
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constatacdo, foi adotado o estdgio de recuperagdo
anestésica I, cujas respostas comportamentais sdo
o retorno parcial do equilibrio e a capacidade de
nado (Tabela 2). Os tempos necessarios para o
aparecimento dos padrdes comportamentais avaliados,
foram monitorados por meio de cronémetro digital.

Para a determinag¢do da concentra¢do letal (CL),
foram testadas sete dilui¢cdes do anestésico (50, 75, 100,
150, 200, 250, 300 mg L), com trés repeti¢des. Para
cada repeticao foram utilizados dez peixes (n = 10), no
total de 210 peixes expostos as solucdes anestésicas
durante 600 s (Velisek et al., 2005b).

Para o tempo de concentragdo letal (TCL), foi
utilizada a concentragdo de 75 mg L', concentragdo
ideal determinada no primeiro experimento do trabalho,
e os seguintes tempos de exposi¢do a concentragdo de
eugenol foram avaliados: 600, 1.200, 1.800, e 2.400 s.
Cada tratamento teve trés repeticdes e 10 peixes por
unidade experimental, no total de 120 peixes.

Nos ensaios realizados para a determinagdo da CL e
do TCL, apo6s a exposi¢ao ao eugenol, os peixes foram
transferidos para aquérios com agua sem eugenol e
observados durante 30 min. Foi registrada a morte
daqueles que ndo apresentaram sinal de recuperagdao
(retorno dos movimentos operculares) dentro desse
periodo (Vidal et al., 2007a).

O custo da concentragao efetiva por litro de 4gua
levou em consideragdo o valor comercial do anestésico
no Brasil, proveniente de catdlogo -eletronico
(Sigma-Aldrich, 2008).

Para a analise estatistica, os dados do efeito da
concentracdo do eugenol sobre os peixes foram
submetidos a ANOVA, critério Unico. As médias de
cada concentracdo de anestésico foram comparadas
pelo teste de Student-Newman-Keuls. A estimativa

Tabela 1. Estagios de anestesia em peixes".

de resposta dos animais ao anestésico foi obtida por
meio de regressdo ndo linear. As concentragdes letais
do eugenol e os tempos de concentragdes letais foram
estimados por meio de analise PROBIT. Todas as
analises foram realizadas com o SPSS 13.0 (SPSS
Incorporation, 2004).

Resultados e Discussao

Em todas as concentragdes, os animais atingiram
o estagio de anestesia profunda. Durante a indugdo
anestésica, o comportamento dos peixes seguiu o
seguinte padrdo: hiperatividade ao primeiro contato
com o anestésico, caracterizada pela natagao agitada
contra as paredes do aquario; natagdo lenta; parada
do animal na posi¢do dorso ventral, em alguns
casos, com leve inclinacdo para um dos lados;
perda da reacdo aos estimulos externos; perda do
tonus muscular. Nas maiores concentragdes (200 e
250 mg L), a passagem gradativa por essas respostas
comportamentais ndo foi evidente, pela velocidade de
acdo do eugenol.

O padrao comportamental da hiperatividade inicial
dos peixes foi descrito por Grush et al. (2004).
Mylonas etal. (2005) atribuiram essa reacao ao proprio
eugenol, uma vez que exemplares de dourada (Sparus
aurata) ¢ robalo europeu (Dicentrarchus labrax)
ndo apresentaram reagdes adversas a quantidade de
alcool utilizado na diluicdo do anestésico. Assim
como exemplares de paulistinha (Danio rerio),
expostos a 1.400 ppm de alcool durante 96 horas, ndo
apresentaram mudanga no padrdo comportamental
(Grush et al., 2004). De acordo com Collins (1978),
a euforia é o primeiro comportamento observado em
um animal submetido a anestesia geral.

Estagio Descricao Resposta comportamental em peixes

0 Normal Reativos a estimulos externos; batimentos operculares normais; reagdo muscular normal.

I Sedagio leve Reativos a estimulos externos; movimentos reduzidos, batimentos operculares mais lentos; equilibrio
normal.

II Sedagdo profunda Perda total da reatividade aos estimulos externos, exceto forte pressao; leve queda do movimento
opercular; equilibrio normal.

111 Narcose Perda parcial do tonus muscular; natagdo erratica, aumento dos movimentos operculares; reativos
apenas a forte estimulo tatil ou vibracao.

v Anestesia profunda  Perda total de tonus muscular; perda total de equilibrio; batimento opercular lento, porém regular.

v Anestesia cirurgica Auséncia total de reagdo, mesmo a forte estimulo; movimentos operculares lentos e irregulares;
batimentos cardiacos lentos; perda total de todos os reflexos.

VI Colapso medular Parada da ventilagdo; parada cardiaca; morte eventual.

®Modificado de Ross & Ross (2008).

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.43, n.8, p.1069-1074, ago. 2008



1072 L.V.O.Vida et al.

As primeiras concentragdes testadas (50, 75 e
100 mg L") apresentaram redugdo significativa
no tempo de indugdo anestésica; a recuperacdo
s6 apresentou diferenca significativa a partir dos
200 mg L' (Tabela 3). O padrido de influéncia do
eugenol na indugdo e recuperacdo foi semelhante aos
obtidos com truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
(Keene et al., 1998), bagre-do-canal (Ictalurus
punctatus) (Waterstrat, 1999), salmao-vermelho
(Oncorhynchus nerka) (Woody, 2002) e tambaqui
(Colossoma macropomum) (Roubach et al., 2005).

O coeficiente de variagdo (CV) da indugdo anestésica
foi menor (26,96%) do que o da recuperacdo (34,17%).
Esses CV de indugao e recuperagdo foram semelhantes
aos observados em: matrinxa (Brycon cephalus), 13,86
e 24,84% (Inoue et al., 2003); tambaqui (Colossoma
macropomum), 24,54 ¢ 44,67% (Roubach et al., 2005);
B. cephalus, 13,93 e 30,81% (Vidal et al., 2007b); e
piavucu (Leporinus macrocephalus), 16,91 e 22,01%
(Vidal et al., 2007a). De modo geral, as respostas dos
animais apresentaram CV de 20 a 30%, e algumas
muito instaveis apresentaram coeficientes superiores a
30% (Sampaio, 2007).

A curva de regressao obtida em relagdo a indugao
anestésica (Figura 1) seguiu o mesmo modelo
matematico encontrado por Inoue et al. (2003), para
B. cephalus, e por Vidal et al. (2007a, 2007b), para
B. cephalus e L. macrocephalus, respectivamente.
Esses autores observaram queda elevada no tempo de
indugdo, nas primeiras concentragdes, com tendéncia a
estabilidade nas ltimas, assim como observado neste
trabalho.

De acordo com Marking & Meyer (1985), a indugdo
a anestesia profunda deve levar de 1 a 3 min, ¢ a
recuperagdo ndo deve ultrapassar 5 min. No presente
trabalho, as concentragdes 50 ¢ 75 mg L' estdo nesse
intervalo, indicando-se 75 mg L' por apresentar tempo
de inducdo significativamente menor. As concentragdes
determinadas paraatilapia-do-nilo encontram-se dentro

Tabela 2. Estagios de recuperagdo anestésica’).

Estagio  Resposta comportamental
I Reaparecimento dos movimentos operculares
1T Retorno parcial do equilibrio e da capacidade de nado
1 Recuperagio total do equilibrio
v Nado e reag@o a estimulos externos ainda vacilantes
\ Total recuperagio do equilibrio e capacidade normal de nado

®Modificado de Hikasa et dl. (1986).
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do intervalo de valores ja obtidos para outras espécies,
de25a150mg L' (Waterstrat, 1999; Woody etal., 2002;
Grush et al., 2004; Mylonas et al., 2005; Roubach et al.,
2005; Hajek et al., 2006; Vidal et al., 2007a, 2007b).
A amplitude do intervalo de concentragdes ideais ¢
resultado das diferentes velocidades de agdo do eugenol,
para cada espécie de peixe (Hoskonen & Pirhonen,
2004). Segundo Coyle et al. (2004), outros anestésicos
sdo eficientes para a anestesia da tilapia-do-nilo, com as
seguintes concentragdes: MS-222, 100 a 200 mg L';
benzocaina, 25 a 100 mg L!; quinaldina, 25a 50 mg L';
e 2-fenoxietanol, 400 a 600 mg L.

O custo da maior concentragdo terapéutica do
eugenol por litro de agua foi R$ 0,065, valor inferior
aos dos anestésicos MS-222 (RS 1,743), benzocaina
(R$ 0,077), quinaldina (R$ 0,102) e 2-fenoxietanol
(RS 0,134) (Sigma-Aldrich, 2008). Nao ha legislacdo
internacional quanto a utilizagdo de anestésicos
quimicos em peixes para consumo humano. Porém,
paises como os Estados Unidos da América (EUA) e a
Nova Zelandia ja possuem regulamentacdo quanto ao
uso do eugenol, MS-222 e benzocaina. Nesses paises,
os peixes anestesiados com eugenol ndo necessitam
de depuragdo. No entanto, nos EUA, os animais
anestesiados com MS-222 e benzocaina devem ser
depurados por 21 dias; na Nova Zelandia, para o
MS-222 sdo necessarios dez dias de depuracdo e nao
existe periodo especifico para a benzocaina (Ross &
Ross, 2008).

Apdés 600 s de exposi¢do ao anestésico, as
concentragdes letais (CL) estimadas foram: CLOI1,
81,97 mg L'; CL50, 184,26 mg L'; e CL99,
286,55 mg L. O indice terapéutico calculado —
relagdo entre a CL50 (184,26 mg L') e a concentragdo
terapéutica (50 mg L!) para longo periodo de anestesia

Tabela 3. Tempo de inducdo e recuperagdo de juvenis de
tilapia-do-nilo, expostos a diferentes concentragdes de
eugenol®.

Concentragdo Tempode CV (%) Tempo de CV (%)
(mgL™) indugdo (s) recuperacio (s)

50 133,80d 29,3 125,00a 432

75 82,70c 41,1 143,10a 45,0
100 56,90b 26,9 142,70a 19,3
150 52,80b 12,6 210,60ab 26,1
200 33,90ab 13,8 263,90b 55,9
250 27,80a 16,6 265,60b 16,9

(MMédias seguidas por letras iguais, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Student-Newman-Keuls, a 5% de probabilidade.
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Figura 1. Curva de tempo de induc@o anestésica de eugenol,
em juvenis de tilapia-do-nilo.

(600 s) — foi 3,69:1. Os valores de toxicidade aguda
média e indice terapéutico para tilapia-do-nilo foram
mais altos que os estimados para: carpa-comum
(Cyprinus carpio), de 74,30 mg L' e 2,5:1 (Velisek
et al., 2005b); truta arco-iris (O. mykiss), 81,10 mg L!
e 2,7:1 (Velisek et al., 2005a); bagre-europeu (Silurus
glanis), 76,70 mg L' e 2,6:1 (Velisek et al., 2006); e
piavugu (Leporinus macrocephalus), 45,13 mg L' e
1,8:1 (Vidal et al., 2007a). O eugenol também pode ser
utilizado na eutanasia de peixes (Kildea et al., 2004).
No presente trabalho, a exposi¢do a 286,55 mg L™ por
600 s provocou 100% de mortalidade.

A exposicdo dos juvenis de tilapia-do-nilo a
concentracdo de 75 mg L' de eugenol, em diferentes
intervalos de tempo, determinou os seguintes tempos de
concentracdes letais (TCL): TCLO1, 566,97 s; TCL50,
1.611,66 s; e TCL99, 2.656,34 s. Estima-se que o
tempo de exposicao suficiente ao inicio de mortalidade
(TCLO1) seja 6,86 vezes maior do que a exposi¢ao
terapéutica e a margem de seguranca de 484,27 s. Vidal
et al. (2007a) utilizaram 37,50 mg L' de eugenol em
juvenis de piavucu (L. macrocephalus), em diferentes
intervalos de tempo, e estimaram o TCLO1 de 322,80 s,
com margem de seguranga de 257,60 s para a exposi¢ao
terapéutica de 65,20 s.

Conclusoes

1. Setenta e cinco miligramas de eugenol por litro de
agua sdo suficientes para a rapida indugdo anestésica
da tilapia-do-nilo.

2. Estimam-se 184,26 mg L' como a concentragdo
letal média do eugenol aos 600 s.

3. A margem de seguranca para a anestesia profunda,
em banhos de imersao, é de 484,27 s.
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