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Resumo - Para que um anestesico seja utilizado com eficiéncia é importante estabelecer a sua
concentragdo e o tempo ideal de exposicédo, desta forma a presente pesquisa procurou identificar a
concentracdo mais adequada do anestésico eugenol a ser utilizada na insensibilizacdo de juvenis
de molinésias Mollienesia sp. por meio de banhos de imersdo e 0s tempos necessarios para
atingirem o nivel de anestesia profunda e recuperacdo. Utilizando um cronometro digital foi
realizada a cronometragem do tempo necessario para a anestesia, biometria e recuperacdo de dez
molinésias, em cada uma das cinco concentracdes do anestésico eugenol (10, 20, 30, 40 e 50 mg L-
1) testadas. Em relacdo ao tempo de biometria e ao tempo de recuperacdo nao foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre as cinco concentracfes testadas. O tratamento que
utilizou a concentracdo de eugenol de 10 mg L-1 apresentou um maior tempo médio para anestesia
(315,1 £ 130s) em relacdo aos demais tratamentos. Os tratamentos que usaram 20, 30, 40 e 50 mg
L-1 obtiveram resultados de 119,8 + 25,9s; 116,9 + 33s; 93,3 + 33,7s e 62,3 = 10,2s,
respectivamente. Nao € indicado uso do eugenol na concentracdo de 10 mg L-1, pois o tempo de
inducdo anestésica é muito longo. As demais concentracdes utilizadas apresentaram resultados
dentro dos padrdes sugeridos pela literatura, no entanto as concentracdes de 30 e 40 mg L-1 foram
as mais seguras, pois ndo observou-se mortalidade no periodo de 96 horas. Recomenda-se a
concentracdo de 30 mg L-1 para a anestesia dos juvenis de molinésia.

Palavras-Chave: Anestesia profunda, Biometria, Insensibilizacio, Oleo de cravo, Peixe ornamental

EUGENOL DIFFERENT CONCENTRATIONS FOR ANESTHESIA MOLLY MOLLIENESIA SP.

Abstract - For an anesthetic is used efficiently it is important to establish your concentration and
the ideal exposure time, thus the present study sought to identify the concentration of anesthetic
eugenol most appropriate to be used in stunning of juvenile mollies Mollienesia sp. by dipping
baths and times necessary to achieve the level of deep anesthesia and recovery. Using a digital
timer was carried out at timing of the time required for anesthesia and recovery biometrics mollies
10 in each of the five concentrations of the anesthetic eugenol (10, 20, 30, 40 and 50 mg L-1)
tested. In relation to the biometric time and recovery time statistically significant difference was
observed among the five concentrations tested. The treatment that used the concentration of
eugenol of 10 mg L™ had a higher average anesthesia time (315.1 + 130s) compared to other
treatments. The treatments used 20, 30, 40 and 50 mg L™ obtained results 119.8 + 25.9s; 116.9 +
33s; 93.3 £ 33.7s and 62.3 £ 10.2s respectively. Not suitable use of eugenol in a concentration of
10 mg L-1, because the anesthesia induction time is too long. The remaining concentrations used
showed results within the standards suggested by the literature, however the concentrations of 30
and 40 mg L™ were safer because it is not observed mortality within 96 hours. It is recommended
that the concentration of 30mg L™ for the anesthesia of Molly juveniles.

Keywords: Deep anesthesia, Biometrics, Stunning, Clove oil, Ornamental fish
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INTRODUCAO
A familia Poeciliidae é composta por aproximadamente duzentos e vinte espécies divididas

em vinte e oito géneros (LUCINDA, 2003; LUCINDA; REIS, 2005). Esta familia se apresenta
dividida nos géneros: Mollienesia, Allopoecilia, Limia, Pamphorichthys, Lebistes e Micropoecilia
que, posteriormente, foram agrupados em um Unico género Poecilia, mantendo quatro subgéneros.
Este género resultante € muito complexo e amplamente distribuido, desde o sudeste dos Estados
Unidos, passando pela Bolivia e indo até o sul do Brasil. Os poecilideos sdo encontrados em uma
ampla gama de habitats, apresentam diferenciacdo morfologica e comportamental dentro e entre
espécies (BRENDEN et al. 1999).

O subgénero Mollienesia é composto por pelo menos quinze espécies descritas (PTACEK,
2005), dentre as quais destacam-se entre os criados no Brasil: Poecilia sphenops (Valenciennes,
1846), Poecilia latipinna (Lesueur,1821) e Poecilia velifera (Regan, 1914), que sdo popularmente
conhecidos como molinésias, sendo estes peixes de pequeno porte com tamanho comercial variando
entre 5,0 e 7,0 cm. Os machos sdo mais coloridos que as fémeas e possuem uma longa nadadeira
dorsal adiposa que lhes da uma aparéncia fabulosa (KUCUK, 2009). Sdo peixes filtradores
fitoplanct6fagos com reconhecida rusticidade entre os aquariofilistas e aquicultures ornamentais. As
espécies dessa familia sdo peixes tropicais, euritérmicos e eurialinos. Apesar de ndo serem peixes
muito proliferos, por serem viviparos, o que facilita a perpetuacdo da prole, pois 0s peixes ja
nascem com tamanho grande, quando comparado a outras espécies de peixes ornamentais
(HERNANDES; BUCKLE, 2002; SCHLUPP; PARZEFALL; SCHARTL, 2002).

Apesar da maior parte da industria aquicola mundial ter seu foco na producdo de alimentos,
a aquicultura ornamental tem grande importancia, em que se estima que o comércio varejista
mundial de peixes ornamentais movimente mais de 350 milhGes de animais anualmente, dos quais
80 a 90% sdo de espécies de dgua doce (BARTLEY, 2000; HELFMAN et al., 2009 apud SAXBY et
al., 2010).

Para alguns paises, a producdo de peixes ornamentais é de fundamental importancia, como é
0 caso de Singapura, que responde por 40% das exportacdes, ja nos Estados Unidos, a producao de
peixes ornamentais € o quarto maior setor da aquicultura, ficando atras apenas dos cultivos de bagre
do canal, truta e salmédo (TLUSTY, 2002). Por sua vez, o Brasil apresenta um grande potencial para
0 desenvolvimento do setor de peixes ornamentais como uma importante fonte de renda para
populagéo rural e urbana, pois este tem excepcional capacidade de geracdo de emprego para a
populagéo de baixa renda (RIBEIRO; LIMA; FERNANDES, 2010).
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Os manejos utilizados nas pisciculturas, assim como pelos aquariofilistas, normalmente, tém
forte impacto sobre a fisiologia e comportamento dos peixes e a anestesia pode ser utilizada para
facilitar o0 manejo e reduzir os danos fisicos, tanto aos peixes como ao operador (ROSS; ROSS,
2008). No entanto, é necessario o conhecimento da concentracdo ideal da substancia a ser utilizada
para a indugdo ao estagio desejado de anestesia, pois sabe-se que as concentra¢fes variam conforme
a espécie e o0 tamanho do peixe (ROSS; ROSS, 2008).

O “6leo de cravo” ¢ um produto vegetal que tem sido utilizado para diversas aplicagdes na
medicina popular (LAPEMM, 2005 apud VIDAL et al., 2007). Este € um composto fendlico
resultado da destilagdo das folhas e flores das arvores de cravo da india Syzgium aromaticum, tendo
0 eugenol, ou 4-alil-2-metoxifenol como a substancia ativa (MAZZAFERA, 2003 apud VIDAL et
al., 2007; AFFONSO et al., 2012).

Nos dltimos anos, diversas pesquisas vém sendo realizadas comprovando a seguranca e
eficacia do eugenol como anestésico em diversas espécies de peixes (VIDAL et al., 2006; VIDAL
et al., 2007; VIDAL et al., 2007; GONCALVES et al. 2008; HONCZARYK; INOUE, 2008;
OLIVEIRA et al., 2009; PAWAR et al., 2011; SIMOES et al., 2012; GHOLIPOUR KANANI et
al., 2013; MITJANA et al., 2014; BALAMURUGAN et al., 2015),

Para que um anestésico seja utilizado com eficiéncia é importante estabelecer a sua
concentragdo e o tempo ideal de exposicdo (INOUE et al., 2003 apud SIMOES et al., 2012). Desta
forma, a presente pesquisa objetivou identificar a concentracdo mais adequada do anestésico
eugenol a ser utilizada na insensibilizacdo de juvenis de molinésias Mollienesia sp. por meio de
banhos de imersdo e 0s tempos necessarios para atingirem o nivel de anestesia profunda e

recuperacao.

MATERIAL E METODOS
Para a preparacdo da solucdo-estoque do anestésico a base de eugenol foi seguido o

procedimento descrito por Vidal et al. (2008), em que se utilizou 5,0 ml do 6leo essencial de cravo
da Biodinamica, na concentragdo de 1,0 g mL™, que em raz&o de sua natureza oleosa, foi diluido em
50 ml de alcool etilico (92,8°), resultando em uma soluc&o-estoque & concentragdo de 100 mg mL™
(1:10).

Foram testadas cinco concentracdes do anestésico: 10 mg L™, acrescentando 0,1 ml da
solucdo estoque em 1,0 litro de agua; 20 mg L™, acrescentando 0,2 ml da solugdo estoque em um
1,0 litro de 4gua; 30 mg L™, acrescentando 0,3 ml da solugéo estoque em 1,0 litro de 4gua; 40 mg L~
! acrescentando 0,4 ml da solucio estoque em 1,0 litro de 4gua; e 50 mg L™, acrescentando 0,5 ml
da solucéo estoque em 1,0 litro de agua. A anestesia foi realizada por meio de banhos de imerséo,
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em que cada individuo era anestesiado individualmente.

Foram utilizados juvenis de molinésia Mollienesia sp. retirados aleatoriamente em meio a
uma populacdo de 90 espécimes estocados em um aquario de vidro contendo 75 litros de agua e
aeracdo constante. Utilizando um cronometro digital foi realizada a cronometragem do tempo
necessario para a anestesia, biometria e recuperacdo de dez molinésias, sendo utilizada cada uma
das cinco concentracdes do anestésico eugenol (10, 20, 30, 40 e 50 mg L™) testadas, totalizando um
“n” amostral de cinquenta peixes.

Para o processo de anestesia foi utilizado um aquario de vidro com 1,0 litro de &gua e
anestésico, conforme a concentracao testada, no qual os peixes eram colocados individualmente até
que atingissem o estagio 1V, anestesia profunda, segundo escala proposta por Ross; Ross (2008),
conforme exposto no Tabela 01 a seguir:

Tabela 01. Descricdo dos estagios de anestesia em peixes.

Estagio Descricdo Resposta comportamental em peixes
0 Normal Reativos a estimulos externos; batimentos operculares
normais; reacdo muscular normal.
I Sedacdo leve  Reativos a estimulos externos; movimentos reduzidos,
batimentos operculares mais lentos; equilibrio normal.

I Sedacgéo Perda total da reatividade aos estimulos externos, exceto
profunda forte pressdo; leve queda do movimento opercular;

equilibrio normal.
i Narcose Perda parcial do tbnus muscular; natacdo erratica, aumento

dos movimentos operculares; reativos apenas a forte
estimulo tatil ou vibracéo.

v Anestesia Perda total de tbnus muscular; perda total de equilibrio;
profunda batimento opercular lento, porém regular.
\ Anestesia Auséncia total de reacdo, mesmo a forte estimulo;
cirtrgica movimentos operculares lentos e irregulares; batimentos
cardiacos lentos; perda total de todos os reflexos.
VI Colapso medular Parada da ventilacdo; parada cardiaca; morte eventual.

Adaptado de Ross; Ross (2008); Vidal et al. (2008).

Para a recuperacao foi usado um aquario com as mesmas caracteristicas, porém com aeragao
constante por meio de um soprador e pedra porosa. ApOs a recuperacao total, os peixes foram
transferidos, separadamente, conforme a concentracdo de anestésico utilizado para aquérios de
vidro com 75 litros e aeracdo constante para observacao por 96 horas.

A temperatura da agua do aquéario de onde 0s peixes eram retirados estava em 26,5 + 0,2°C e
dos aquarios de anestesia e recuperacdo era de 27,7 = 0,3°C, sendo valido salientar que houve
diferenca estatisticamente significativa entre estes e o primeiro. Durante a biometria foi realizada a

medicdo do comprimento furcal (mm peixe™), utilizando paquimetro digital Wester 150 mm, e do
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peso médio (g peixe™), utilizando balanca digital MARK S$3201.
Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA), um critério em nivel de

significancia de 5,0% (p = 0,05) e ao teste de Tukey para a comparagdo entre as médias, utilizou-se

o software BIOESTAT 5.0.

RESULTADOS
O tratamento em que os peixes foram anestesiados com eugenol na concentracdo de 10 mg

L foi o que utilizou os peixes com menor tamanho (0,27 + 0,03 g peixe™), ja a concentragdo de 40
mg L utilizou os peixes de maior tamanho (0,48 + 0,02 g peixe™). As demais concentracdes
utilizaram peixes com tamanhos intermedidrios e estatisticamente ndo apresentaram diferenca
significativa entre eles e entre os dois anteriormente citados. E valido salientar que os peixes foram
coletados de forma completamente aleatoria.

Em relagdo ao comprimento ndo foi observada diferenga estatisticamente significativa entre
0s peixes dos tratamentos testados. O resultado da biometria realizada nas cinco diferentes
concentracdes testadas durante o experimento, assim como 0s resultados dos testes estatisticos
podem ser observados na Tabela 02.

Tabela 02. Resultados de peso médio (g peixe™) e comprimento médio (mm peixe™) dos molinésias
utilizados nos cinco tratamentos experimentais.
Parametros ConcentragOes de Eugenol

Zootécnicos 10mg L™ 20mg L™ 30mg L™ 40mg L™? 50mg L™

PM (g peixe?) 0,27+0,03b 0,43+0,05ab 0,43+0,07ab 0,48 +0,02a 0,47 +0,14ab
CM (mm peixe™) 27,8 +5,0a 28,1+ 3,9a 29,2 + 3,4a 28,7+ 4,3a 28,5+41a

Legenda: PM: Peso médio; CM: Comprimento médio; Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa

O tratamento que utilizou o anestésico na concentracdo de 10 mg de eugenol L™ apresentou
um maior tempo médio para anestesia (315,1 + 130s), em relacdo aos demais tratamentos, e apesar
de ser possivel observar uma consideravel diferenca em termos de valores absolutos, ndo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre estes.

Em relacdo ao tempo de biometria e ao tempo de recuperacdo ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre as cinco concentracfes testadas. Ja a andalise do
tempo total do procedimento mostra 0 comportamento semelhante ao da anestesia, sendo a
concentracéo de 10 mg de eugenol L™ maior que as demais, apresentando diferenca estatisticamente
significativa em relacdo aos demais.

Os resultados da cronometragem realizada nas cinco diferentes concentragOes testadas
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durante o experimento, assim como o resultado do teste estatistico pode ser observado na Tabela 03.

Tabela 03. Resultados da cronometragem, medido em segundos, do processo de anestesia,
biometria, recuperacéo e o tempo total gasto na anestesia dos molinésias utilizados nos
cinco tratamentos experimentais.

Etapas da Concentrac6es de Eugenol

Anestesia 10mgL* 20 mg L-1 30mg L* 40mg L 50 mg L™
Anestesia () 315,1+130a 119,8+259 1169+33b 93,3+33,7b 62,3+10,2b
Biometria (s) 37,9 +9,8a 48,3+ 12,7a 545+24,0a 38,2%+105a 39,9+6,9a

Recuperacdo (s) 92,5+645a 74,8+12,7a 91 +39,3a 90+344a 96,9+341a
Tempo Total (s) 4455+ 1436a 2429+32,8b 262,4+465b 2215+69,1b 1991 + 39,8b

Foi observada a mortalidade de um peixe, o que corresponde a 10% da amostra, apenas nas
primeiras 24 horas nas concentracdes 10, 20 e 50 mg L. N&o foi observada mais nenhuma

mortalidade durante as 96 horas de observacao.

DiscussAo
A inducdo da anestesia deve levar de 60 a 180 segundos e a recuperacdo ndo deve

ultrapassar 300 segundos, quando se considera a anestesia necessaria a biometria (MARKING;
MEYER, 1985; ROUBACH; GOMES, 2001 apud VIDAL et al., 2007). Tomando estes valores
como base é possivel observar que o uso do eugenol na concentracio de 10 mg L™ estaria com a
acdo anestésica muito lenta, apesar do tempo de recuperacdo estar dentro do recomendado. E valido
salientar que durante os testes houve quatro individuos, que passaram mais de 300 segundos (5
minutos) para anestesia.

Pawar et al. (2011) elencaram o 6leo de cravo como o anestésico ideal para 0 uso nos
manejos do cavalo marinho amarelo Hippocampus kuda, sendo a concentracao de 50 mg de eugenol
L™ a mais recomendada tendo como referéncia os tempos de inducéo e recuperagao.

Na Tabela 04 estd exposta a sintese das melhores concentracdes de eugenol observadas em
experimentos com algumas espécies de peixes cultivadas no Brasil.

Tabela 04. Sumario com as concentracdes recomendadas para uso de eugenol em diversas espécies
de peixe cultivadas no Brasil.

Peso Médio Concentragédo

Especie (g peixe™) (mg L) Referéncia
Pacu Piaractus mesopotamicus 1105+2169¢ 50 Gongcalves et al. (2008)
Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus 55,35 + 15,68 150 Simdes et al. (2012)
Pintado Pseudoplatystoma corruscans 27,76 £ 7,7 50 Vidal et al. (2006)
Matrinxa Brycon cephalus 3,31 +0,57 50 Vidal et al. (2007)
Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus 5,34 75 Vidal et al. (2008)

Para a maior seguranca dos animais anestesiados € importante que seja utilizada a menor
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concentracdo possivel para um nivel de anestesia satisfatério, em relacdo a isto Balamurugan et al.
(2015) atestaram que a concentracdo de 17,5 mg L™ de eugenol é a concentracdo mais segura para a
anestesia do peixe palhaco Amphiprion sebae, pois foi observado por meio de andlise histologica
que esta concentracdo nao causou danos ao delicado tecido branquial dos peixes testados.

A baixa toxicidade para os peixes, para 0 manipulador e para 0 meio ambiente, além do
baixo preco do 6leo de cravo séo algumas das razBGes para a crescente utilizacdo na aquicultura
(JAVAHERY et al., 2012). Corroborando com essa afirmativa, Mitjana et al. (2014) observaram
que entre os trés anestésicos por eles investigados, 2-phenoxyethanol, tricaina e éleo de cravo, para
0 uso em juvenis de peixe anjo Pterophyllum scalare, este Gltimo mostrou-se como 0 menos nocivo
deles e economicamente acessivel para aplicacfes em grande escala.

Considerando os resultados de tempo de inducgéo e recuperacdo anestésica e a seguranca do
uso, por meio da ocorréncia de mortalidade, é possivel elencar como os melhores tratamentos 0s
que utilizaram 30 e 40 mg de eugenol L™. No entanto, pode-se elencar a concentracdo de 30 mg de
eugenol L™ como a melhor entre as testadas, pois demonstrou resultados semelhantes com menor

uso de anestésico.

CONCLUSOES
N4o é indicado uso do eugenol na concentracio de 10 mg L™ para a anestesia de juvenis de

molinésia, pois 0 tempo de inducdo anestésica € muito longo. As demais concentracdes utilizadas
apresentaram resultados dentro dos padrdes sugeridos pela literatura. No entanto, o uso do eugenol
nas concentracdes de 30 e 40 mg L™ foram as mais seguras, pois ndo se observoumortalidade no
periodo de 96 horas. Recomenda-se a concentracdo de 30 mg de eugenol por litro para a anestesia
dos juvenis de molinésia. Sd0 necessarios estudos com peixes da mesma espécie de outras
gramaturas e tamanhos para se conhecer a relacdo da dosagem Otima em relacdo ao peso e

comprimento para molinésia.
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