Concentragoes de Eugenol para anestesia profunda e toxidade
aguda em juvenis de piavugu (Leporinus macrocephalus)

Luiz Vitor Oliveira Vidal 2, Wilson Massamitu Furuya *, Thémis Sakaguti Graciano ?,
2, Lilian Dena dos Santos 2 e Claudemir Martins

Christiano Rodrigues Schamber
Soares?®

2

1Departamento de Zootecnia, Centro de Ciéncias Biologicas, Universidade Estadual de Maringa, Maringa, Parana, Brasil.
Programa de Pés-graduagé@o em Zootecnia, Universidade Estadual de Maring4, Av. Colombo, 5790, 87020-900, Maringa,
Paran4, Brasil. ®Niicleo de Pesquisas em Limnologia e Aquicultura, Centro de Ciéncias Biolégicas, Universidade Estadual de

Maring4, Maring4, Parana, Brasil. ‘Autor para correspondéncia. E-mail: luizvitor.vidal@gmail.com

Introducao

RESUMO. Trés trabalhos foram realizados para avaliar a capacidade anestésica do eugenol
em juvenis de piavugu, determinando influéncia das concentragdes do anestésico na indugio
e recuperagio, sua toxidade aguda para a espécie e o tempo miximo de imersio para juvenis
de piavugu. Foram utilizados 441 peixes (1,77 + 0,69 g), sendo 72 submetidos a oito
concentragdes diferentes (25; 37,5; 50; 62,5; 75; 100; 125 ¢ 150 mg L), 150 peixes foram
submetidos a cinco concentragdes de eugenol (25; 37,5; 50; 62,5; 75 mg L) durante 600
segundos e 150 submetidos a 37,5 mg L' durante cinco intervalos (300; 600; 900; 1200;
1500 segundos). Foi constatada influéncia das concentragdes no efeito do anestésico sobre
os peixes, as CL aos 600 segundos foram CLO1 2521 mg L', CL50 45,13 mg L', CL99
65,05 mg L' e os Tempos de Concentragdes Letais (TCL) estimados foram TCLO1 322,8
segundos, TCL50 854,9 segundos e TCL99 1386,9 segundos. Concluiu-se que 37,5 mg L™
sdo suficientes para a anestesia profunda da espécie, induzindo anestesia em apenas um
minuto com margem de seguranga.
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ABSTRACT. Eugenol concentrations for deep anesthesia and acute toxicity in
piavucu (Leporinus macrocephalus) juveniles. Three works were undertaken to evaluate
the anesthetic capacity of eugenol in “piavugu” juveniles; the influence of different
concentrations on the anaesthetic effect, the acute toxicity (LD 50) and the Time for Lethal
Dose (TLD) for the species. Seventy-two fish (1.77 + 0.69 g) were submitted to eight
different eugenol concentrations (25; 37.5; 50; 62.5; 75; 100; 125 and 150 mg L™'); 150 fish
were submitted to five concentrations (25; 37.5; 50; 62.5; 75 mg L) for ten minutes; and
150 fish were submitted to 37.5 mg/L for five time intervals (300; 600; 900; 1200; 1500
seconds). Eugenol concentration had strong influence on the anesthetic effect for the
species; LD for 600 seconds of exposure were LD01 25.21 mg L™, LD50 45.13 mg L™ and
LD99 65.05 mg L. The TLD were TLDO1 322.8 seconds, TLD50 854.9 seconds and
TLD99 1386.9 seconds. For fast and safe anesthesia of piavugu juveniles, 37.5 mg L of
eugenol is recommended.

Key words: anesthesia, LD50, eugenol, piavugu.

fonte consideravel de

machucaduras

durante

A aqiiicultura, na qual estd inserida a piscicultura,
¢ o segmento da produgio animal que mais cresce
no cendrio mundial atual (Ono e Kubitza, 2003). Os
peixes sio facilmente estressados durante o manejo e
transporte, e o simples contato dos animais com o ar
atmostérico, durante a biometria, ¢ suficiente para
desencadear uma rea¢io de estresse (McGee ¢
Cichra, 2002).

Substincias anestésicas sio freqiientemente
utilizadas para reduzir a hipermotilidade, que é uma

procedimentos de manejo e¢/ou transporte (Inoue et
al., 2003; Vidal et al., 2006). A indug¢io deve levar de
1 a 3 minutos e a recupera¢io nio deve ultrapassar 5
minutos, quando se considera a anestesia necessiria
A biometria (Roubach e Gomes, 2001).

O chamado “6leo-de-cravo” é um produto vegetal
muito conhecido, que ji teve mais aplicagbes do que
hoje na medicina popular (Lapemm, 2005). E um
composto fendlico resultado da destilagio das folhas,
flores (incluindo talos) das drvores de cravo da India
(Syzgium Aromaticum), sendo a substincia ativa o
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eugenol, com concentra¢io que varia de 70 a 95% da
composi¢gio total do 6leo essencial do cravo
(Mazzafera, 2003). Os estudos sobre a utilizagio do
eugenol, como anestésico em aqiiicultura, surgiram da
necessidade de se encontrar novas substincias eficazes,
seguras ¢ de baixo custo (Roubach et al., 2005).

Alguns estudos ji relatam o éxito em utilizar o
eugenol como anestésico para matrinxd, Brycon
cephalus (Inoue et al., 2003), tambaqui, Colossoma
macropomum  (Roubach et al., 2005), pintado,
Pseudoplatystoma corruscans (Vidal et al., 2006), jundii,
Rhamdia quelen (Cunha et al., 2006) e robalo-flecha,
Centropomus  undecimalis (Souza-Junior e Alves-
Junior, 2006), como a capacidade da substincia em
reduzir o estresse de transporte e manuseio (Inoue
et al., 2005; Cunha et al., 2006).

O piavugu (Leporinus macrocephalus), espécie
nativa da bacia do Paraguai e Parani, apresenta boa
aceita¢io no mercado, conhecido na pesca esportiva
e por colecionadores de peixes ornamentais. Esta
espécie apresenta comportamento agitado durante o
manejo em que se encontram restrito a pequenos
espagos, podendo apresentar ferimentos ao final dos
procedimentos (Tataje e Zaniboni Filho, 2005).

Os objetivos destes trabalhos foram avaliar a
influéncia das concentragdes do eugenol como
anestésico na indugio e recuperagio, sua toxidade
aguda (Concentragio Letal) e o tempo miximo de
imersao para juvenis de piavucu.

Material e métodos

Foram realizados trés trabalhos no Laboratério de
Aqiiicultura da Universidade Estadual de Maringi,
durante o periodo de margo a abril de 2007. Para todos
os trabalhos, foram utilizados 441 juvenis de piavugu
(1,77 £+ 0,69 g). Para adaptacio, os peixes foram
mantidos em duas caixas de 250 L durante sete dias,
com aeracio constante, sendo fornecida ragio extrusada
(Supra Peixe Juvenil®) com 42% de protefna bruta,
desintegrada em moedor de carne, selecionando-se os
grinulos retidos em malha de um milimetro. Os peixes
foram alimentados 2 vontade duas vezes ao dia, as 8:00
e 16:00 horas, sete dias por semana. Diariamente, foi
realizada sifonagem para retirada de fezes e ragio nio
consumida, sendo renovada 10% da dgua do tanque. A
temperatura durante a aclimatagio variou de 23 a 25°C.

Para todos os ensaios, foram utilizados aquirios
de vidro com volume 1til de 20 litros, contendo
quatro litros de dgua. A temperatura da dgua foi
mantida em 25 + 1°C, enquanto o oxigénio
dissolvido foi mantido entre 6 + 0,5 mg L. Em
cada aquirio, foi mantido um sistema de aeragio
constante por meio de pedra porosa acoplada a um
soprador. A temperatura da dgua e o oxigénio
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dissolvido foram monitorados por meio de kit digital
portitil (Bernauer YSI-1055). Em cada experimento,
foi utilizado um grupo-controle. Os peixes foram
mantidos em 4dgua livre do anestésico para
monitoramento dos parimetros comportamentais ¢
possivel mortalidade durante os procedimentos.

O Eugenol® (Biodinimica) devido a sua natureza
oleosa, foi diluido em élcool etilico (92,8°), resultando
em solugio estoque na proporcio de 100 mg mL™.

Influéncia da concentragao no efeito anestésico do eugenol

Para determinar a influéncia da concentracio na
indugio e a recuperagio anestésica dos animais, foram
testados oito tratamentos (25; 37,5; 50; 62,5; 75; 100;
125 e 150 mg L' de eugenol). Para cada tratamento,
foram utilizados nove juvenis (n = 9), coletados
aleatoriamente e submetidos, um a cada vez, ao banho
anestésico, totalizando 72 peixes. O pardmetro
observado para a indugio foi a auséncia de movimentos
dos animais no fundo do aquirio. Em seguida, foi
estabelecido o estigio anestésico atingido pelo animal,
seguindo-se a metodologia proposta por Ross ¢ Ross
(1999), como pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Estigios de anestesia em peixes.

Estigio  Descricio Resposta Comportamental em Peixes

0 Normal Reativos a estimulos externos; batimentos operculares
normais; rea¢io muscular normal
I Sedagio Reativos a estimulos externos; movimentos reduzidos,
Leve  batimentos operculares mais lentos; equilibrio normal
I Sedagio Perda total da reatividade aos estimulos externos exceto
Profunda  forte pressio; leve queda do movimento opercular;

equilibrio normal
Perda parcial do tonus muscular; natagio erritica,
aumento dos movimentos operculares; reativos apenas a
forte estimulo titil ou vibrag¢io
v Anestesia Perda total de tonus muscular; perda total de equilibrio;

I Narcose

Profunda batimento opercular lento, porém regular
A\ Anestesia  Auséncia total de reagio, mesmo a forte estimulo;
Cirtrgica movimentos operculares lentos e irregulares;
batimentos cardiacos lentos; perda total de todos os
reflexos
VI Colapso  Parada da ventilagio; parada cardiaca; morte eventual
Medular

Modificado de Ross e Ross (1999).

Apés inducio, todos peixes foram pesados
(Balanga digital portitil, 0,01 g) e medidos
individualmente (paquimetro Mitutoyo, 0,01 cm)
para simular um procedimento de rotina no campo.
Nessa pesagem, foi aferida a média do lote. A
recuperagio anestésica foi realizada individualmente
em aqudrio contendo dgua sem eugenol. O retorno
total do equilibrio foi utilizado como parimetro
comportamental  adotado e  indicativo da
recuperagio, sendo este o estigio estabelecido por
Hikasa ef al. (1986).

Na Tabela 2 encontram-se os estigios de
recuperacio em peixes e 0s pardmetros comportamentais
correspondentes.
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Tabela 2. Estdgios de recuperagio anestésica.

Estigio Resposta comportamental

1 Reaparecimento dos movimentos operculares

I Retorno parcial do equilibrio e da capacidade de nado

Juss Recuperagio total do equilibrio

v Nado e reagio para estimulos externos ainda vacilantes

\4 Total recuperagio do equilibrio e capacidade normal de nado

Modificado de Hikasa et al. (1986).

Os tempos necessarios, para o aparecimento dos
padrées  comportamentais  avaliados,  foram
monitorados por meio de crondmetro digital.

Concentragao letal aos 600 segundos de exposicao

Para a determinagio da Concentrag¢io Letal (CL),
foram testadas cinco diluigdes do anestésico (25; 37,5;
50; 62,5; 75 mg L"), cada uma com trés repetigdes. Para
cada repeticio, foram utilizados 10 peixes (n = 10),
totalizando 150 peixes expostos as solucoes anestésicas
durante 600 segundos, seguindo-se a metodologia
descrita por Valisek ef al. (2005a).

Tempo de concentragao letal na anestesia profunda

Para esse teste, foi utilizada a concentracio de
37,5 mg L' sendo avaliados os tempos de exposigio
A concentragio de eugenol de 300; 600; 900; 1.200 e
1.500 segundos. Para cada tratamento, foram
realizadas trés repetigdes com dez peixes por
unidade experimental, totalizando 150 peixes.

Nos ensaios realizados para a determinagio da
CL e do TCL, apés a exposi¢io ao eugenol, os peixes
foram transferidos para aquirios contendo dgua livre
de eugenol, sendo observados durante 30 minutos.
Foi registrada a morte daqueles que nio
apresentaram sinal de recuperagio (retorno dos
movimentos operculares) dentro desse periodo.

Andlise estatistica

Para a anilise estatistica do efeito da concentracio
do eugenol sobre os peixes, a média dos valores
encontrados foi comparada por meio de anilise de
varidincia (ANOVA critério tinico) e, com a
indicagio de valores significativos em nivel de 5%.
Para identificagio das diferencas entre as
concentragdes, foi utilizado o teste de Student-
Newman-Keuls (SNK), para a comparagio das
médias de cada concentragio de anestésico
utilizadas. A correlacio entre as concentragdes e o
efeito do anestésico foi determinada por meio do
teste de Spearman com a indicagio de valores
significativos em nivel de 1%. A estimativa de
resposta dos animais ao anestésico foi obtida por
meio de regressio nio-linear. As Concentracoes
Letais do eugenol e os Tempos de Concentragdes
Letais foram estimados por meio de anilise
PROBIT. Todas anilises foram realizadas

utilizando-se o programa estatistico SPSS 13.0
(SPSS, 2004).

Resultados e discussao

Durante os ensaios, em todos tratamentos, os
peixes apresentaram reagio de hiperatividade ao
primeiro contato com o anestésico, evidenciada pela
ripida movimentagio no aqudrio, que diminufa 2
medida que o efeito do anestésico se instalava. Em
todas concentragdes, os peixes atingiram o padrio
comportamental observado na indug¢io anestésica.
Na concentragio de 25 mg L™, alguns peixes ainda
apresentaram reagdes aos estimulos externos ao
serem retirados da dgua. Isso indicou que atingiram
apenas o estigio anestésico III (narcose), sendo que,
nas concentracdes seguintes, todos atingiram o
estigio anestésico IV (anestesia profunda).

A hiperatividade observada também foi relatada
por Grush et al. (2004) e Vidal et al. (2006). Mylonas
et al. (2005) atribufram essa reagio ao préprio
eugenol, uma vez que exemplares de dourada
(Sparus aurata) e robalo europeu (Dicentrarchus labrax)
nio apresentaram reagoes adversas 3 quantidade de
4lcool utilizado na diluigio do anestésico. De acordo
com Collins (1978), a ecuforia é o primeiro
comportamento  observado em um  animal
submetido 3 anestesia geral.

Nos trabalhos conduzidos por Waterstrat (1999) e
Vidal et al. (2006), na concentracio de 25 mg L' nio foi
possivel induzir anestesia profunda em alevinos de
bagre do canal Ictalurus punctatus e juvenis de pintado
Pseudoplatystoma corruscans. Esses autores nao detectaram
redugio dos movimentos operculares apés 600
segundos de exposigio ao eugenol.

As menores concentracOes testadas (25; 37,5; 50
e 62,5 mg L") apresentaram diferenga significativa
na indugio anestésica. Nas trés dltimas
concentracbes, nio foi observada diferenca. A
recuperagio dos animais foi mais lenta 3 medida que
foi aumentada a concentragio. Os periodos
necessarios para indugio e recuperagio dos animais
encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Tempo de indugio e recuperagio dos juvenis de
piavugu expostos diferentes concentragdes de eugenol.

Concentragio Indugio Recuperagio
(mgL™") (segundos) (segundos)
25 1123+ 174 969 +19,6'
375 65,2 + 10,6 1223 +273"
50 51,4 +89° 152,1 +534°
62,5 384 +87° 1683 + 465"
75 35,7 +£5,7° 209,7 +56,8%
100 21,6 £2,6' 216,9 + 463“
125 159 + 4,1 2548 + 522
150 154 +22° 258,0 + 235

Médias seguidas das mesmas letras, na mesma coluna, nio diferem entre si (p > 0,05)
utilizando o teste SNK.
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Diversos autores constataram redug¢io, no tempo
necessario, para a anestesia de peixes 2 medida que se
elevou a concentracio (Keene et al., 1998; Waterstrat,
1999; Inoue et al, 2003; Vidal et al., 2006).
Observaram  também  menor influéncia  das
concentragdes na recuperagio dos animais.

As correlagdes encontradas entre as concentragdes e
as respostas de indugio e recuperagio dos animais
foram -0,957 e 0,811, respectivamente. Os modelos
encontrados para a indugio e recuperacio dos peixes
obedecem 3s equagdes 1 = 4302,528<[C]™""* e
R = 14,929%x[C]**™, em que I é o tempo necessirio
para a indugio, R o tempo necessirio para recuperagio
(em segundos) e [C] a concentragio utilizada. Para a
equagio de indugio, o R? {01 0,926 ¢ o F = 873,348; na
recuperagio o R? foi 0,663 ¢ o F = 137,633, em
concentragdes que foram de 25 a 150 mg L. As
Figuras 1 e 2 apresentam as curvas de concentragio-
efeito para juvenis de piavugu.

Inducéio

140,00 O Observada
——Esperada
130,00
120,00
110,00
100,00
90,00
80,00

1=4302,528x[CT 4

70,00 =
60,00 —
50,00 —

Tempo (segundos)

40,00+
30,00~
20,00 =
10,00+

0,00 —

T T T T T T T T T T T
2500 3750 5000 5250 7500 $7.50 10000 11350 11500 13750 15000

Concentragéo (mg L)

Figura 1. Tempo indugio ao eugenol por juvenis de piavugu.

Recuperacéio

O Olservado
Esperado

R=14,929x[C]***

T T T T T T T T T T T
1500 3750 SO0 G350 7500 750 10000 11350 13500 13750 15000

Concentragéo (mg L)

Figura 2. Tempo recuperagio ao eugenol por juvenis de piavugu.

A curva de regressio obtida para a indugio
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anestésica obedece a0 mesmo modelo matemdtico
encontrado por Inoue et al. (2003). Esses autores
observaram  queda  elevada nas  primeiras
concentracdes, com tendéncia a estabilidade nas
tltimas, assim como observado no presente trabalho.

As concentragbes mais eficazes para a anestesia
profunda, no atual trabalho, encontram-se dentro do
intervalo proposto para algumas espécies como o
salmio do Atlantico Salmo solar, 10-50 mg L™, truta
arco-iris Oncorhynchus mykiss, 40-120 mg L™, carpa
comum Cyprinus carpio, 40-100 mg L' (Coyle et al.,
2005). Trabalhos realizados com outras espécies
nativas do Brasil apontam valores semelhantes aos
encontrados para juvenis de piavugu: matrinxa
Brycon cephalus, 40-50 mg L' (Inoue et al., 2003);
pintado Pseudoplatystoma corruscans 50 mg L' (Vidal
et al., 2006); robalo flecha Centropomus undecimalis
40 mg L' (Souza-Junior e Alves-Junior, 2006).

Apés 600 segundos de exposi¢io ao anestésico, as
Concentragdes Letais (CL) estimadas foram: CLO1
2521 mg L"; CL50 45,13 mg L™ e CL99 65,05 mg L™
Na concentracio de 25 mg L, mesmo apés 600
segundos de exposi¢io ao anestésico, alguns peixes
nio atingiram a anestesia profunda. Tal fato foi
constatado pela resposta a estimulos externos. A
Figura 3 apresenta a mortalidade estimada de juvenis
de piavugu expostos a diferentes concentragoes de
eugenol durante 600 segundos.

Concentragéio Letal

95 —— Mortlidade estimada

Mortalidade (%)

250 300 350 400 450 500 550 600 65D

Concentragéo (mg L)

Figura 3. Mortalidade estimada de juvenis de piavugu em
diferentes concentragoes de eugenol.

A exposi¢io dos juvenis de piavugu 3 concentragio
de 37,5 mg L' de eugenol, em diferentes intervalos de
tempo, determinou os seguintes Tempos de
Concentragdes Letais (TCL): TCLO1 322,8 segundos;
TCL50 854,9 segundos; e TCL99 1386,9 segundos. A
Figura 4 apresenta a mortalidade estimada de juvenis de
piavugu expostos a 37,5 mg L' de eugenol em
diferentes intervalos de tempo.
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Tempo de Concentragédo Letal

— Mortalidade estimada

Mortalidade (%o)

300 400 500 600 00 SO0 900 1000 1100 1200 1300 1400
Tempo (segundos)

Figura 4. Mortalidade estimada de juvenis de piavugu expostos
ao eugenol em diferentes intervalos de tempo.

Os wvalores de Concentragio Letal aos 600
segundos foram mais baixos que os encontrados para
carpa comum CLO1 51,6 mg L', CL50 74,3 mg L' e
CL99 110,1 mg L' (Valisek et al., 2005a), e truta
arco-iris CLO1 63,9 mg L', CL50 81,1 mg L™, CL99
100,1 mg L' (Valisek et al, 2005b); esses
experimentos foram realizados a 19,9 e 14°C,
respectivamente. Taylor e Roberts (1999), ao
submeterem exemplares de truta arco-fris a 50 mg L™
de eugenol, determinaram que o TCL50 variou
entre 20 e 30 minutos.

A diferenga entre as Concentragdes Letais (CL)
citadas podem ser reflexo do fator espécie (Roubach
e Gomes, 2001) ou mesmo da temperatura em que
foram realizados os ensaios (Hoskonen e Pirhonen,
2004). Woosley et al. (2004) relataram que larvas de
truta arco-iris expostas ao eugenol, durante 24 horas,
apresentam valores de mortalidade mais altos em
temperaturas mais elevadas. A variagio da
temperatura corporal afeta a velocidade das reacoes
quimicas: seu aumento eleva a energia cinética dos
itomos e moléculas, facilitando as reagdes
(Baldisserotto, 2002).

De acordo com Schmidt-Nilsen (2002), a
temperatura corporal dos peixes € igual aquela do
meio ambiente em que vivem, cujo aumento eleva a
taxa metabdlica dos animais e, por conseqiiéncia, o
consumo de oxigénio. Ainda, segundo esse autor, os
peixes podem compensar a elevada demanda por
oxigénio com maior nimero ¢/ou amplitude dos
movimentos respiratérios, possibilitando que mais
dgua passe pelas brinquias, assim como as
substincias nela dissolvidas.

Todas concentragdes de eugenol alteraram o
comportamento dos peixes ¢ foram capazes de
conduzi-los a0 parimetro comportamental definido
para a indugio anestésica. Observou-se redu¢io do

tempo necessirio para indu¢io e aumento do tempo
de recuperagio 3 medida que a concentragio foi
elevada. Para o procedimento de manejo realizado
durante o experimento, as melhores concentragdes
seriam 37,5 ¢ 50 mg L™, por apresentarem tempos de
indugio e recuperacio satisfatérios.

A concentragio de 37,5 mg L' se mostrou
promissora, pela indugio ripida (65 segundos) e
recuperagio (122,3 segundos), além da grande
margem de seguranga, ji que o TCLO1 (322,8
segundos) é aproximadamente cinco vezes maior
que aquele necessirio 3 indugio. Mesmo sem a
garantia de anestesia profunda em todos os peixes,
para um periodo prolongado de exposi¢gio (600
segundos) deve-se utilizar 25 mg L', pois nessas
condi¢ées os testes realizados nio estimam a
ocorréncia de  mortalidade (<CLO1). Em
temperaturas superiores a 25°C as concentragdes
devem ser reduzidas; reagdées como reducio dos
movimentos operculares e resposta a estimulos
externos devem ser levadas em consideracio.

Segundo Valisek et al. (2005a), o eugenol possui
baixo indice terapéutico, relagio entre a
concentragio téxica média e a concentragio
terapéutica que, de acordo com Svobodova e
Vykusova (1991) citados por Valisek et al. (2005a)
deve ser 4:1 ou maior. Uma comparac¢io entre a
CL50 (45,13 mg L") e a concentragio indicada para
600 segundos de anestesia (25 mg L) sugere que o
indice terapéutico do eugenol para indugio de
juvenis de piavucu é 1,8:1.

Conclusao

O eugenol se mostrou eficiente como substincia
anestésica para juvenis de piavugu. A concentragio
de 37,5 mg L' é capaz de induzir a anestesia
profunda em cerca de um minuto. A CL50 estimada
(45,13 mg L") é baixa em relagio A concentragio
terapéutica da substincia, porém o TCLO1 (322,8
segundos) possibilita boa margem de seguranga ao

anestésico.
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