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RESUMO

Este trabalho tem como finalidade avaliar o uso do
eugenol como anestésico p&arassius auratus
mensurando o tempo de inducdo a anestesia em
relacdo a diferentes concentracdes e seus efeitos
nas trocas gasosas respiratérias. Os peixes foram
expostos as concentracBes de 20, 40, 80, 120,
150mg L' de eugenol. Os resultados foram
analisados segundo um delineamento inteiramente
casualisado (DIC) com seis tratamentos e cinco
repeticdbes cada um, submetidos a analise de
variancia e quando significativos, as médias foram
comparadas pelo teste t de Student 0,05). Os
valores de Pa@ PaCQ@ foram submetidos a
regressao polinomial (p > 0,05). Foram avaliados o
tempo de sedacdo e recuperacdo. O sangue foi
retirado para analise parametros hematolégicos,
pH, pressdo parcial de oxigénio (Ra(presséo
parcial de dioxido de carbono (PagO
bicarbonato (HCQ) e glicose. As concentracdes
acima de 80 mg:t apresentaram sedag&o com 62
seg. A recuperacdo possui correlacdo inversa ao
tempo de anestesia. O aumento das concentracbes
de eugenol proporcionou elevagdo de 27,5% nos
hematocrito e de 37% no eritrocitos e houve
aumento na glicose plasmatica. Ademais,
apresentaram diminuicdo na pressao de oxigénio
no sangue (Paf) e aumento na pressdo de
dioxido de carbono (PaGD A utilizacdo do
eugenol possibilitaria e melhoria 0 manejo- nas
pisciculturassendo a dose recomendada de 40mg.
L™ paraCarassius auratupois minimiza 0s riscos
inerentes a processos anestésicos rotineiros, com
menor comprometimento  cardiovascular e,
consequentemente, reducao do risco de 6bito.

Palavras-chave anestesia,
manejo de peixes

hemogasometria,

SUMMARY

The study aimed to evaluate the use of eugenol as
an anesthetic forCarassius auratusmeasuring
time to anesthesia induction in different
concentrations and their effects on gas exchange
breathing. The fish were exposed to concentrations
of 20, 40, 80, 120, 150 mg L-1 of eugenol. The
results were analyzed according to a completely
randomized design with six treatments and five
replications were submitted to analysis of variance
and when significant, averages were compared by
Student's testi(= 0,05). the probability 5%. Pa®©
PaCQ values were submitted to polynomial
regression (p > 0.05). The sedation and recovery
time it's the evaluation. Blood was withdrawn for
hematological parameters analysis, pH, partial
pressure of oxygen (PaQ partial pressure of
carbon dioxide (PaCq) bicarbonate (HCQ) and
glucose. Concentrations above 80 mg.L-1
presented sedation with 62 sec. The recovery has
inverse correlation to time of anesthesia.
Anesthetic induction ofC. auratusto different
concentrations of eugenol provided 27.5 elevation
on the values of percentage of hematocrit and
erythrocyte number 37 and an increase in plasma
glucose. C. auratus when subjected to the
increased concentration of eugenol showed
decrease in blood oxygen pressure @Paénd
increase in pressure of carbon dioxide (PRCO
The use of eugenol makes handling the fish farms
the recommended dose is 40 mg?! lfor
Carassiusauratushat minimize the risks inherent

in routine anesthetic procedures, with less
cardiovascular impairment and, therefore,
reducing the risk of death.

Keywords: anesthesia, hemogasometry, fish
management
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INTRODUCAO

Dentre as espécies de peixes
ornamentais com grande popularidade
destaca-s€arassius auratugue ocupa
lugar de destaque na comercializacéo
mundial em funcdo da sua aparéncia,
docilidade durante o0 manejo e adaptacéo
ao confinamento (TAGHIZADEH et al.,
2013).

Os peixes ornamentais durante o cultivo,
frequentemente precisam ser manejados
para classificagdo e comercializacdo, o
que envolve mudancas de ambiente e
alteracdo na sua homeostasia. A
utiizacdo de substancias anestésicas
pode diminuir injurias e morte
durante as praticas de manejo
(GHOLIPOURKANANI et al., 2013).
Dentre os anestésicos com potencial para
utilizagdo na piscicultura destaca-se o
eugenol. Esta substancia é muito usado
na odontologia (MAZZAFERA, 2003).

O eugenol €& recomendado como um
anestésico com poucos riscos de
intoxicacdo (INOUE et al., 2011)
eficacia, seguridade e de baixo custo
(PADUA et al., 2012).

A anestesia em peixes pode ser afetada
por fatores biolégicos tais como
diferenca entre espécies e tamanho e por
fatores ambientais (ROTILI et al., 2012).
Dentre os estagios de anestesia de peixe,
observa-se nos primeiros estagios (I e )
a diminuicdo dos batimentos operculares
e no estagio lll aumento dos movimentos
operculares (ROSS & ROSS, 2008).
Como as branquias dos peixes
tém mdltiplas finalidades, desde
promover as trocas gasosas, regulagdo
osmotica ibnica e  hematoldgica
(GHOLIPOURKANANI et al., 2013), a
diminuicdo nos movimentos operculares
podem alterar estas fungdes. A utilizagédo
de anestésicos pode causar reacdes
adversas secundarias tais como acidose e
estresse osmotico devido a parada

respiratoria e insuficiente troca gasosa e
ibnica entre o0 sangue e a agua (ZAHL et
al., 2012).

Este trabalho tem como objetivo avaliar
0 uso do eugenol como anestésico para
Carassius auratusnensurando o tempo
de inducdo a anestesia em relacdo a
diferentes doses e seus efeitos nas trocas
gasosas respiratorias e no metabolismo
energeético.

MATERIAL E METODOS

Os exemplares de&arassius auratus
foram mantidos por um periodo de
aclimatacdo de 7 dias no laboratério.
Estes foram acondicionados em um
tanque de 100L de &gua termostatizada
e aerada. Os peixes foram alimentados
com racao comerciahd libtum (45%
Proteina bruta, 3800kcal. KgEnergia
digestivel). A qualidade de &gua foi

monitorada  diariamente com 0
multiparametro: para afericdo da
temperatura (iC), do potencial

hidrogeniénico (pH) e do oxigénio
dissolvido (GQD).

Na inducdo anestésico foram separados
60 exemplares deCarassius auratus
com peso de 10,53+1,04g divididos em
6 caixas de 20L de agua termostatizada
e aerada. Os peixes foram expostos a
concentracbes de 20, 40, 80, 120,
150mg L* de eugenol (O eugenol por
ser oleoso, foi diluido em alcool etilico
(92,8) no momento do uso, no que
resultou em  solugdo-estoque a
concentracdo de 100mg ml(1:10)), e
um controle (peixes submetidos ao
manejo de troca de aquarios sem
utilizacdo de anestésico). Submetidos
individualmente ao banho anestésico,
no qual foi monitorado o tempo para a
inducdo anestésica e o0 tempo de
recuperacdo. O tempo necessério para a
laténcia total dos peixes foi considerado
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como o inicio da exposicao até a perda
total de equilibrio na coluna de 4gua e a
parada dos batimentos operculares,
condicdo equivalente ao estagio Il de
anestesia (ROSS & ROSS, 2008). Apds
atingir o estégio lll, retirou-se o sangue
com seringa de 1mL heparinizada pela
veia caudal e transferidos para um
aguario com agua sem anestésico, onde
foi verificado o tempo de recuperagéo,
considerado como o periodo necessario
para que 0S peixes recuperassem O
equilibrio e a natacao ativa na coluna de
agua.

Para a coleta de sangue cinco peixes de
cada tratamento foram coletados
aleatoriamente. O sangue foi analisado
em aparelho de hemogasometria. Os
parametros analisados foram pH, presséo
parcial de oxigénio (Paf) pressao
parcial de diéxido de carbono (Pag@
bicarbonato (HCQ) e foi analisado a

glicose  (TRINDER, 1969). Os

parametros hematimétricos, foram
determinados o] percentual do
hematdcrito, pelo método do

microhematocrito  (GOLDENFARB et

al., 1971). A contagem de eritrocitos apos
diluichio do sangue previamente
homogeneizado em solucdo formol-
citrato (1:200) e contagem realizada em
hemocitdmetro. Para determinacédo da

concentragdo de hemoglobina, foi
utilizado o] método da
cianometahemoglobina (COLLIER,

1944). Com estes foram calculados os
indices hematimétricos (WINTROBE,

1934), compreendidos pelo Volume
Corpuscular Médio (VCM) e
Concentracao de Hemoglobina

Corpuscular Média (CHCM).

Os resultados foram analisados segundo
um delineamento inteiramente
casualisado (DIC) com seis tratamentos e
dez repeticOes para as analises de inducéo
e recuperacdo anestésica e cinco
repeticbes para as analises sanguineas,
submetidos a analise de variancia e

guando significativos, as meédias foram
comparadas pelo teste t de Student a 5%
de probabilidade. Os valores de RaO

PaCQ foram submetidos a regressao
polinomial (p>0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracoes testadas foram
eficientes para induzir a imobilidade de
C. auratuscom diferentes tempos de
inducdo anestésica (Figura 1a). Durante
a inducédo anestésica, o comportamento
dos peixes seguiu 0 seguinte padréo:
hiperatividade ao primeiro contato com
0 anestésico, caracterizada pela natacao
agitada contra as paredes do aquario;
natacdo lenta; diminuicdo  dos
batimentos operculares, parada do
animal na posi¢ao dorso ventral, perda
da reacdo aos estimulos externos; perda
do tonus muscular. Em nenhuma das
concentracbes de eugenol testadas
houve mortalidade.

O tempo para que oC. auratus
apresentasse imobilidade foi
inversamente proporcional ao aumento
na dose de eugenol administrada. A
concentracdo de 20mgtLobtiveram
tempo de inducdo anestésica em torno
de 202seg, considerado longo para
atingir o plano anestésico. O tempo de
inducdo anestésica de 77+18seg foi obtida
pela concentracdo de 40mg.lAlevinos

de Pseudopatystoma corruscans
apresentam tempos de inducéo inferiores
a um minuto com concentragdes de 50, 75
e 100mg.l* de eugenol (VIDAL et al.,
2008). A concentracdao adequada de
eugenol para inducdo e recuperacao
anestésica em jundidRi{famdia voule}i

é de 50mg.! (DIEMER et al., 2012). O
6leo de cravo possui efeito anestésico
para alevinos de lambari, sendo 50mg.L
! a concentracéo eficiente e segura para
inducdo a anestesia profunda em até 1,5
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minuto, ressaltando a maior resisténcia
devido a diferenca de peso em
comparacdo as demais especies
(PEREIRA-DA-SILVA et al.,, 2009).
Carassius auratuscom 2,7g, néo
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apresenta sedacao com doses de eugenol
inferiores a 37,5mg.L e a dose de
75mg L' acarretou em morte de 25%
dos peixes (BITTENCOURT et al.,
2012).
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Figura 1. Tempo de inducéo (a) e recuperacao (adassius auratusubmetidos a
diferentes concentracdes de eugenol

O aumento na dose de eugenol
proporcionou aumento (P>0,05) no
tempo de recuperagdo a anestesia Gara
auratus (Figura 1b). A dose de 150mg.
L de eugenol proporcionou anestesia
rapida dos peixes (60,0+10,6seg), no
entanto, o tempo de recuperacéo foi de
740+57,4seg. O tempo de recuperacao
recomendado para o Epinephelus
bruneusa indugédo a anestesia profunda
deve ser inferior a 600seg (PARK et al.,
2008). A inducdo a anestesia profunda
deve levar de 1 a 3min e a recuperacao
nao deve ultrapassar 5min (PEREIRA-
DA-SILVA et al., 2009). Ao expor
pampo Trachinotus marginatus, a
concentracdo de 25ppm eugenol os
peixes levaramlOmin para atingir a
laténcia total, e na concentracdo de
75ppm apenas 2min, sendo inversamente
proporcional ao tempo de recuperacao
(OKAMOTO et al.,, 2009). Em um
estudo conC. auratusp tratamento com
dose de 75mg.Eproporcionou tempo de
recuperacdo acima de 15 minutos,

inadequado para o bem estar dos peixes
(BITTENCOURT et al., 2012).

A inducdo anestésica dé. auratusa
diferentes concentracdes de eugenol
proporcionou elevacdo (P>0,05) de
27,5% nos valores de percentual de
hematocrito e de 37% no nuamero de
eritrocitos (Tabela 1). A anestesia com
O0leo de cravo em tuviraGymnotus
inaequilabiatu$ ocasiona alteragbes no
hemograma, dose-dependente (PADUA

et al, 2012). Para o0 tambaqui
(Colossoma macropomqra uso de 6leo
de cravo promoveu aumento na

guantidade de eritrocito (PADUA et al.,
2013). Apesar do aumento na quantidade
de eritrocito em C. auratus estas
caracterizam-se como normociticas-
normocrémicas, resultante da acdo de
catecolaminas (liberadas pela ativacao
do eixo hipotdlamo — sistema nervoso
simpatico — células cromafins), que
determinam a contracdo esplénica em
resposta ao estimulo de estresse agudo
(INOUE et al., 2004). Estes corroboram
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com a elevacao dos niveis de glicose
plasmatica em resposta ao banho
anestésico com eugenol em relacédo ao
grupo controle (Tabela 1). A glicose é
um dos indicadores mais utilizados na
avaliacdo do estresse em peixes como
resposta secundaria, sua elevacédo deve-
se a presenca de algum fator estressante
para suprir a maior demanda energética,
caracteristica de situacdes desfavoraveis

(DINIZ & HONORATO, 2012). O uso
de anestésico pode ter efeitos
secundarios indesejados que reduzem o
bem-estar dos peixes, como a acidose
(ZAHL et al., 2012). Neste estudo nao
observou-se 0 quadro de acidose
metabodlica uma vez que os valores de
pH e bicarbonato plasmatico sofreram
alteracbes em relacéo ao grupo controle
(Tabela 1).

Tabela 1. Parametros sanguineosCdauratussubmetidos a diferentes concentracdes

de eugenol

A Concentragdo de eugenol (g.L-1)
Parametros Controle 20 20 80 120 150
Eritrograma
Eritrocito b a a a
(x106LL-Y) 2,9+0,% 3,240,%' 3,7+0,4 3,610,6 3,540,5 3,7+0,4
(ng(;T_?f)"Ob'“a 12415  13,6+16  115+14 174421 13,616 1113
Hematdcrito (%) 36+3%7  39,3+4,0" 38834  495+506  404+4F 4137
VCM (f.L) 123,3+24,3 123,6424,3 126,1+24,8 138,787 115,1+22,7 116,5+23,0
HCM (pg) 41,146,0 42,846,2 42,846,2 48,7+7,1 38,7+5 41,4+6,0
CHCM (g.dL-Y) 33,3+4,7 34,6+4,9 33,9+4,8 35,2450 3,734,8 35,5+5,0
Controle acido-base
pH 7,340,6 7,240,6 6,8+0,6" 6,8+0,6" 6,7+0,8 6,7+0,8
Bicarbonato 4,6+0%2 5,9+0,2 5,9+0,32 5,1+0,22 49+32  4,6+0,2
Metabdlito secundéario
Glicose (g.dL-Y) 99+9%7  263+19,7 246+19,8 242+18,8 254+17,§ 257+18,8

VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobimapuscular média; CHCM = concentracéo de
hemoglobina corpuscular média; CV = coeficientealgacao.
Valores com letras distintas reportam diferencaifiggtiva pelo teste de Tuckey (P>0,05).

O estudo da varidvel bicarbonato
plasmatico (HCQ@) permite avaliar a

resposta do organismo frente a
variacbes do pH no sangue.O
bicarbonato é responsavel por mais de
50% da capacidade tampao extracelular
(LUNA, 2002). Neste estudo observou-
se aumento na concentracdo de
bicarbonato plasmatico até a
concentracdo de 40mg'L Estes estdo

diretamente relacionados a elevagao na
PaCQ pois o] mecanismo

compensatorio eleva as taxas de
bicarbonato a fim de neutralizar o

excesso de C{presente no sangue. Nas

concentracbes acima de 80mg.L
observou-se manutencdo nos niveis de
bicarbonato que podem ser atribuidas ao
aumento dos batimentos operculares
comuns no  primeiros  estagios
anestésicos destas concentracfe de
auratusquando submetidos ao aumento
de concentracdo de eugenol como
indutor anestésico apresentaram uma
sutil diminuicdo na Paf) e leve
aumento na PaCQFigura 2).

A diminuicdo do pH com concomitante
aumento de bicarbonato (Tabela 1),
revela que o peixe submetido a maiores
concentracbes de eugenol apresentou
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quadro de acidose respiratéria. O
aumento de COdesencadeia a reacao
de formacdo de acido carbonico
(H2CO3), que posteriormente pela acao
da anidrase carbdnica aumenta a
producdo de bicarbonato (HCO3), que

a)

PaQ (mmHg)

Controle 20 " 40 80 "120 " 150mgiml

atua como tampao fisiologico. Estes

resultados permite estabelecer o quadro
de acidose respiratéria caracterizada
pela diminuicdo do pH, decréscimo nos

teores de HC@e aumento da PaGO

b)

PaCQ (mmHg)

Controle 20 40 80 120 150mgiml

Figura 2. (a) Pressao parcial de oxigénioRb) dioxido de carbono (PGaeC.
auratussubmetidos a diferentes concentragdes de eugenol

A utilizacdo de anestésicos pode causar
reacOes adversas secundarias tais como
acidose e estresse osmotico devido a
parada respiratoria e insuficiente troca
gasosa e ibnica entre 0 sangue e a agua
(ZAHL et al., 2012). As variacOes Pa®
PaCQ podem ser compensadas por
compensacdes cardiacas (KEEN et al.,
2012). Os peixes apresentarem
hiperventilagdo quando estdo no estagio
[l de anestesia, com o0 intuito de
aumentar as trocas gasosas. No entanto,
para o C. auratus aumento dos
batimentos operculares nao foi suficiente
para aumentar a atividade cardio-
respiratoria resultando em baixas trocas

gasosas.
A difusdo das trocas gasosas nhas
branquias dos teledésteos € mais

dificultada pela excre¢éo de €@o que
pela captacdo de,@LIMA BOIJINK et

al., 2010). Mecanismo de hiperventilagéo
sdo respostas ao decréscimo na
concentragdo de oxigénio no sangue
(hipoxemia) induzida pela acidose

(KEEN et al., 2012) em contrapartida a
elevacdo na concentragdo de ,C@b
sangue € capaz de desencadear respostas
cardiorrespiratérias (PORTEUS et al,,
2012). No entanto, 0 aumento na pressao
de CQ arterial, e concomitante
diminuicéo do pH, séo inevitaveis durante
a hipercardia, mecanismo este utilizado
para alterar o gradiente de difusao entre o
sangue e &gua diminuindo a PCO
(MILSON, 2012).

A utilizacdo do eugenol possibilita o
manejo nas pisciculturas, a dose
recomendada é de 40mg.” Lpara
Carassius auratusem comprometimento
das funcdes cardiorrespiratorias
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