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RESUMO

A anestesia tem sido utilizada em aquicultura como técnica para facilitar a manipula¢do dos animais
e amenizar o estresse causado pelos procedimentos de manejo. O presente estudo teve como
objetivo determinar a eficiéncia de quatro farmacos como anestésico em juvenis de tainha Mugil
liza. Os peixes (6,9 + 1,4 g) foram submetidos individualmente (N=10 por concentracao) a anestesia
utilizando-se quatro concentragdes de benzocaina (30, 40, 50 e 60 mg L), MS-222 (100, 125, 150 e 175
mg L), eugenol (50, 70, 90 e 110 mg L*) e mentol (175, 200, 225 e 250 mg L™). O critério utilizado
para avaliacdo das melhores concentra¢des foi a faixa de tempo méximo de trés e cinco minutos
para anestesia e recuperagdo dos peixes, respectivamente. As concentragdes mais eficientes foram:
Benzocaina, 50 mg L*; MS-222, 150 mg L; eugenol, 70 mg L*; e mentol, 225 mg L.
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BENZOCAINE, MS-222, EUGENOL AND MENTHOL AS ANESTHETICS FOR JUVENILE
Mugil liza

ABSTRACT

Anesthesia has been used as an aquaculture technique to facilitate the manipulation of the animals
and to alleviate the stress caused due to the management procedures. The present study aimed
to determine the anesthetic efficacy of four drugs in Mugil liza juveniles. Fish (6.9 + 1.4 g) were
individually anesthetized (N=10 by concentration) using four concentrations of benzocaine (30,
40, 50 and 60 mg L), MS-222 (100, 125, 150 and 175 mg L) eugenol (50, 70, 90 and 110 mg L*)
menthol (175, 200, 225 and 250 mg L). The criterion used to evaluate the best concentrations was
the maximum time interval of 3 and 5 minutes for anesthesia and recovery of the fish, respectively.
The most efficient concentrations were: Benzocaine 50 mg L, MS-222 150 mg L, eugenol 70 mg
L* and menthol 225 mg L.
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INTRODUCAO

A tainha Mugil liza é uma espécie encontrada em
toda a costa ocidental da América do Sul, distribuindo-
se desde o sul do mar do Caribe até a Argentina
(MENEZES, 1983; SICCHA-RAMIREZ et al., 2014).
Muitos estudos com o intuito de desenvolver um
pacote tecnolégico para sua producao vém sendo
realizados. Pesquisas relacionadas ao controle da
reproducdo (GODINHO et al., 1993), tolerancia a
pardmetros de qualidade de dgua (SAMPAIO et
al., 2002; OKAMOTO et al., 2006; POERSCH et al.,
2007), aspectos nutricionais (CARVALHO et al., 2010;
ZAMORA-SILLERO et al., 2013) e manejo alimentar
da espécie (SILVA et al., 2013) ja foram desenvolvidas.
A tainha é um peixe de baixo nivel tréfico, que pode
ser produzida em viveiros em sistema de mono e
policultivo (COSTA et al., 2013) e, inclusive, em agua
doce (LISBOA et al., 2015).

Na aquicultura, os peixes podem ser submetidos
a varios procedimentos de manejo, como vacinagao,
inducdo a desova, transporte, marcacdo, biometria,
dentre outros (ROSS e ROSS, 2008). A realizacdo
dessas praticas pode induzir estresse nos animais,
desencadeando uma série de alteragdes fisiologicas
no organismo e chegando, ainda, a causar prejuizos
a saude, reproducdo, crescimento e sobrevivéncia
(WENDELAAR BONGA, 1997). A anestesia surge
como uma alternativa para facilitar a realizagdo de
procedimentos rotineiros na aquicultura e minimizar
danos causados pelo manejo, atenuando o estresse
provocado pela manipulacao (WEBER et al., 2009).

Um anestésico deve atender a critérios importantes
para a disseminacgdo de seu uso. Facil utilizagao,
apresentar baixa toxicidade nas concentracdes
necessdrias para anestesia dos peixes e oferecer
seguranca aos animais e ao manipulador sdo
requisitos essenciais para o uso de anestésico
em aquicultura (ROSS e ROSS, 2008). Dentre os
anestésicos sintéticos disponiveis, o MS-222 (tricaina
metanosulfonato) é o tinico aprovado pela U.S. Food
and Drug Administration (FDA) para anestesia de
peixes e demais animais aquaticos ectotérmicos
nos Estados Unidos (TRUSHENSKI et al., 2013).
A benzocaina (p-aminobenzoato de etila) é uma
substancia anestésica bastante utilizada no Brasil
devido a seu baixo custo e facil aquisicdo (GOMES et
al., 2001; OLIVEIRA et al., 2009).

Produtos naturais como 6leos essenciais e
compostos isolados destes mesmos 6leos oriundos
de plantas também tém demonstrado potencial
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para anestesia de peixes (FACANHA e GOMES,
2005; GRESSLER et al., 2014). O eugenol (4-Alil-2-
metoxifenol), derivado do dleo de cravo, geralmente
extraido de arvores do género Eugenia, é um dos
anestésicos de origem natural utilizado no Brasil
(ROUBACH etal., 2005; ROTILI et al., 2012). Pesquisas
utilizando o eugenol demonstram o efeito deste
como anestésico em peixes (HOSEINI et al., 2015;
MIRGHAED et al., 2016), e que sua eliminacdo do
organismo ocorre em até 24 horas, caracteristica
esta favoravel a sua utilizacdo (TRUSHENSKI et al.,
2013). O mentol (2-isopropil-5-metill-ciclohexanol),
6leo essencial extraido de plantas do género Mentha
(LORENZO et al., 2002), também apresenta efeito
anestésico em peixes (SIMOES e GOMES, 2009;
SEPULCRHO et al., 2016), podendo ser facilmente
encontrado e por baixo custo (FACANHA e GOMES,
2005). Para anestesia, a concentragdo ideal de cada
produto varia de acordo com a espécie de peixe
(CHAMBEL et al., 2015), assim como com o método
de utilizacdo e as condic¢des de uso (ROSS e ROSS,
2008). Como ndo existem informagdes sobre anestesia
de juvenis de tainha Mugil liza, o presente estudo
teve como objetivo determinar as concentra¢des mais
eficientes de MS-222, benzocaina, eugenol e mentol
para anestesia desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo comité de ética em
uso animal da Universidade Federal do Rio Grande
- FURG (N° Pq 034/2016). Previamente a realizagdo
do experimento, os peixes (com aproximadamente
1 g cada um) foram aclimatados ao laboratério
durante 45 dias em um sistema de recirculacido de
agua, constituido de cinco tanques de 1000 L, até a
realizacdo do experimento (densidade 16 g L). O
fotoperiodo artificial foi mantido em 12 h claro - 12
h escuro (periodo de luz: 7h as 19h).

A alimentacao foi fornecida trés vezes ao dia
até a saciedade aparente, sendo constituida de
ragdo comercial peletizada (38% de proteina bruta
e 8% de lipideos, Guabi, Brasil). Os peixes foram
mantidos em jejum por um periodo de 24 h antes dos
procedimentos experimentais. Para a realizagdo dos
experimentos foram utilizados dois aquérios de vidro
retangulares com capacidade de 35 L preenchidos
com 25 L de 4gua. Os parametros de qualidade
da 4gua foram mantidos nas mesmas condigdes
do sistema em que os peixes foram aclimatados,
sendo mensurados sempre antes do inicio dos
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procedimentos experimentais: o oxigénio dissolvido
permaneceu em 5,70 £ 0,30 mg L e a temperatura da
agua, em 23,8 + 0,5°C, medidos utilizando oximetro
digital YSIModel 550A (Yellow Springs Instruments,
Yellow Springs, OH, USA); o pH permaneceu em
7,77 £ 0,35, mensurado por meio de pHmetro digital
de bancada (METTLER TOLEDO Five Easy FE20,
Suica); a salinidade foi de 26 + 0,57%., avaliada com
refratometro digital (ATAGO, PAL-06S, Japdo); a
alcalinidade, 173,75+ 3,39 mg L! de CaCO,; aamonia
total, 0,16 = 0,01 mg L* e o nitrito, 0,12 =+ 0,06 mg
L1, mensurados conforme os métodos descritos em
BAUMGARTEN et al. (2010).

Solucées anestésicas

A benzocaina (Henrifarma Produtos Quimicos e
Farmacéuticos LTDA, Brasil) utilizada foi dissolvida
em acetona, de acordo com NEIFFER e STAMPER
(2009), na proporcao de 1:9. O eugenol (Asfer
Indastria Quimica LTDA, Brasil) foi diluido em
alcool etilico 96%, obtendo-se solucdo na proporcao
1:2. O mentol purissimo cristalizado (Vetec Quimica
Final LTDA, Brasil) foi dissolvido em solugao
base com 100 mg para cada mL de alcool etilico
96%. A tricaina (MS-222, Western Chemical Inc.,
EUA) foi dissolvida diretamente na dagua, sendo
também adicionado bicarbonato de s6dio na mesma
quantidade das concentracdes de MS-222 (proporcao
1:1), para evitar variacao do pH (CARTER et al., 2011).

Desenho experimental

Foram utilizados os seguintes anestésicos e
concentragdes: benzocaina (30, 40, 50 e 60 mg L),
MS-222 (100, 125, 150 e 175 mg L), eugenol (50,
70, 90 e 110 mg L) e mentol (175, 200, 225 e 250
mg L), e um total de 160 peixes com comprimento
total médio 8,4 £ 0,7 cm e peso médio 6,9+ 1,4 g (10
peixes para cada concentragdo de cada anestésico).

As solugdes empregadas na anestesia e a dgua
para recuperacao dos animais foram renovadas a
cada cinco procedimentos, para evitar variagao das
concentragdes de anestésico e acamulo de metabélitos
no aquério de recuperacdo. Os estidgios de anestesia
e recuperacao foram modificados da descrigdo de
BROWN (1985), podendo ser observados na Tabela 1.

Os peixes foram introduzidos individualmente
no aqudrio de anestesia e o tempo de cada estagio
foi mensurado com o auxilio de cronémetro digital.
Apos atingirem o estagio A3 de anestesia, os peixes
foram retirados dos aquarios, pesados, medidos
e introduzidos no aquario de recuperagdo (sem
anestésico), sendo o tempo medido até os peixes
atingirem o estdgio R3. Todos os peixes de cada
tratamento “anestésico e concentragdao” foram
alocados em tanques de 50 L, onde foi observada sua
sobrevivéncia por 24 h. A verificagdo das melhores
concentragdes no estudo concentragdo-resposta foi
realizada adotando como critério o tempo ideal de,
no maximo, trés minutos para indugdo do peixe a
anestesia, e de cinco minutos para recuperacdo total
dos animais (MARKING e MEYER, 1985).

Anualise estatistica

Os dados apresentados no presente estudo
estdo expressos em média + desvio padrao. Os
dados de tempo de anestesia e de recuperacao
foram submetidos aos testes de homecedasticidade
de Cochran e normalidade de Shapiro-Wilk e a
Anélise de Varidncia (ANOVA) uma-via. Quando
encontradas diferengas significativas foi aplicado
o teste de Tukey. Os dados que ndo satisfizeram
as premissas da ANOVA foram analisados por
meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
e as diferencas, verificadas através da comparagao
multipla de médias. O nivel de significancia de 5%
(p<0,05) foi considerado para todas as andlises, de
acordo com BHUJEL (2008).

Tabela 1. Critérios de anestesia e recuperacdo utilizando MS-222, benzocaina, eugenol e mentol em juvenis de tainha

Mugil liza.
ESTAGIO CARACTERISTICAS
ANESTESIA
Sedacio A1l — Perda do equilibrio Natacdo erratica
Narcose A2 - Reducio dos movimentos Permanéncia no fundo do aquario

natatérios e parada da natacao

continua...
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...continuagao Tabela 1

A3 - Diminuicdo dos batimentos Redug@o do batimento opercular e auséncia
Anestesia operculares e auséncia de sensacdo de sensagdo tatil
tatil
RECUPERACAO
Recuperacio inicial R1 - Normalizagdo dos movimentos Retorno visivel da movimentagdo opercular
operculares normal

Recuperacio parcial

Recuperagio total

R2 — Retorno da natagdo

R3 - Recuperagio total

Retorno da locomogao na coluna d’agua

Retorno do equilibrio e resposta a estimulos

externos

RESULTADOS

Nao foram observadas mortalidades durante
os procedimentos de anestesia e 24 h apés a
manipulagdo dos peixes. Todos os anestésicos
testados apresentaram reducao do tempo para a
desejada anestesia das tainhas com o aumento da
concentracao utilizada.

O tempo de recuperacgao dos peixes foi diretamente
proporcional ao aumento da concentracdo de
anestésico testada para a benzocaina, o MS-222
e o mentol. Entretanto, em relacdo ao eugenol,
observou-se que o tempo de recuperagdo dos
peixes anestesiados diminuiu com o aumento da
concentragdo de anestésico (Tabela 2).

As concentrag¢des de 50 e 60 mg L™ de benzocaina
foram eficientes para induzir, em juvenis de tainha,
anestesia no estagios A3 e recuperacdo no R3
dentro de trés e cinco minutos, respectivamente,
nao apresentando diferenca significativa entre as
concentragdes nesses estagios (Tabela 2).

Em relagdo ao MS-222, ndo se verificou diferenca
significativa entre os tempos de anestesia nas
concentragdes 150 e 175 mg L™ (158,7 e 161 s), sendo

estas as Unicas concentracdes dessa substancia que
possibilitaram anestesia dos peixes antes de trés
minutos. Entretanto, o tempo de recuperagao dos
animais expostos a concentracdo 175 mg L™ (351,4
s) foi superior a cinco minutos (Tabela 2).

Trés concentragdes de eugenol (70, 90 e 110 mg
L7) anestesiaram os juvenis de tainha em tempo
inferior a trés minutos. O tempo para anestesia
com eugenol na concentragdo 110 mg L* (119,7 s)
foi menor que o registrado na concentracdo 70 mg
L1(170,1 s). Contudo, os tempos de recuperagdo dos
peixes em todas as concentracoes testadas de eugenol
foram superiores a cinco minutos, ndo apresentando
diferencas significativas no estagio R3 (Tabela 2).

O tempo de anestesia da concentra¢do de mentol
250 mg L (102,3 s) foi menor quando comparado
ao da concentragdo 225 mg L (153,7 s). Essas duas
concentragdes foram as tinicas de mentol em que a
anestesia dos animais ocorreu dentro da faixa ideal
de tempo, porém ndo foram observadas diferencas
entre as concentracdes no tempo de recuperagao R3
dos peixes, sendo que em todas as concentracoes de
mentol a recuperagdo total dos peixes foi conseguida
em menos de 5 minutos (Tabela 2).

Tabela 2 . Tempo (segundos; média + desvio padrao) para anestesia e recuperacgao de juvenis de tainha Mugil liza

expostos a diferentes anestésicos.

Anestésico Concentragio Anestesia (s) Recuperacio (s)
(mgL™") Al A2 A3 R1 R2 R3
30 1459+21,3*  354,0+444,00  477,1438,8° 9,6+3,4° 37,0+6,1° 119,8+11,6°
Benzocaina 40 70,5+19,3*  184,9+49,5%®  236,5+63,7"  56,8+49,0°  100,6+54,2®  168,0+69,8"
50 38,245,7° 95,6+41,9%  173,2452,7%  37,0£30,5®  99,5£24,6°  190,2+34,9®
60 38,345,0° 61,0+13,2¢ 104,5+19,1°  84,3+68,00  142,3+72,1*  202,5+79,3°
continua...
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100 72,3+£14,9% 202,2+39,7¢ 393,2+41,9¢ 10,2+3,6¢ 76,6+24,0° 167,9+£34,5°
MS-222 125 52,8+11,3% 96,0+36,8% 210,2+20,1# 21,4+15,4% 107,5+£29,6°®  189,1+25,5%®
150 41,0+4,4% 64,7+11,4>  158,74£20,6°  34,3+21,0°  123,3+68,5®  215,1+75,3*
175 33,4+4,7¢ 70,5+15,1° 161,0+£14,6° 144,8+84,5% 198,2+84,6*°  351,4+112,2*
50 33,6+2,7° 64,0+4,6° 204,0+20,4¢ 108,44+28.6 201,6+36,3° 389,9+44 .4
Eugenol 70 32,142,7% 57,1£12,1% 170,1+£16,4 74,9+36,7 265,85+54,2*  407,7+£73,6
90 26,442 8% 48,8+6,1% 159,9+9,9b¢ 67,6£32,5  265,6+71,0°  360,1+59.9
110 21,1+1,8° 33,943,5¢ 119,7+15,2¢ 66,9+31,2 247,2+34, 1 353,2+51,8
175 33,4+3,7° 90,3+6,8° 263,0+£65,7° 13,7+5,2 107,6+30,1° 218,4+36,0
Mentol 200 31,0+3,82 71,6+16,3° 199+48,2° 10,6+2,2 100,9+£24,5° 206,8+36.8
225 24,8+3,0° 64,4+8,0° 153,7430,7¢ 14,8+7.6 120,0£16,1 226,5+53,4
250 17,1+3,6¢ 34,9+12,2¢ 102,5+£10,9¢ 12,0+4,5 153,6+46,8* 224,5+51,6

Diferentes letras na mesma coluna representam diferenca significativa (’<0,05) entre as concentracdes de cada

anestésico.

DISCUSSAO

O aumento das concentracdes dos anestésicos
reduziu o tempo necessario para anestesiar os
peixes quando expostos a benzocaina e MS-222.
Segundo BOWKER et al. (2015), a concentragao esta
entre os principais fatores que influenciam o tempo
de anestesia e recuperagdo dos animais. A maior
disponibilidade das substancias no meio provoca
uma rapida assimilagdo pelos peixes. Essa redugdo do
tempo de anestesia com o aumento da concentragao
de anestésico também foi verificada em outras
espécies de peixes submetidas as mesmas substancias
empregadas no presente estudo (GOMES et al., 2001;
BERLINSKY et al., 2016; PEREIRA-DA-SILVA et
al., 2016). Entretanto, é possivel que os resultados
do tempo de recuperacdo dos peixes anestesiados
com mentol e eugenol estejam relacionados as
caracteristicas farmacocinéticas dos anestésicos e
a metabolizacdo destes pelos peixes (ZAHL et al.,
2009). A recuperacao lenta dos juvenis de Mugil liza
anestesiados com eugenol pode estar relacionada as
caracteristicas fisicas do anestésico. Por ser um 6leo,
pode aderir a superficie branquial, dificultando as
trocas gasosas realizadas por este 6rgao e, assim,
retardando a recuperacao dos animais (SLADKY
et al., 2001). Contudo, a influéncia das substancias
anestésicas na recuperagao dos peixes pode variar
de acordo com a espécie (PEREIRA-DA-SILVA et
al., 2016). CHAMBEL et al. (2015) avaliaram o efeito

anestésico de MS-222 em quatro diferentes espécies
de peixe, constatando que o aumento da concentragdo
do anestésico ampliou o tempo de recuperagdo do
"zebra fish" (Danio rerio), "guppy" (Poecilia reticulata)
e acara-disco (Symphysodon discus), porém o mesmo
nao foi observado para o peixe-espada Xiphophorus
helleri, pois o aumento da concentragdo reduziu
o tempo de recuperacdo dos peixes, sendo esses
resultados atribuidos a caracteristica molecular do
anestésico e a diferencas metabdlicas e fisiol6gicas
existentes entre as espécies de peixe.

Apenas uma concentragdo de MS-222 (150 mg
L) foi eficiente na indugdo dos juvenis de Mugil
liza a anestesia dentro da faixa de tempo utilizada
como critério no presente estudo. Para a anestesia
do linguado Solea senegalensis é recomendada a
concentracdo de 75 mg L' de MS-222 (WEBER et
al., 2009), enquanto que a faixa de 75 a 100 mg L™
de MS-222 ¢é indicada para anestesia da savelha do
mediterraneo Alosa pseudoharengus (BERLINSKY et
al., 2016).

Com base no critério de tempo de MARKING
e MEYER (1985), adotado neste estudo, duas
concentragoes (50 e 60 mg L) de benzocaina foram
eficientes para anestesiar juvenis de tainha. Nesse
caso, indica-se a menor concentragdo (50 mg L), pois
resultard na reducdo da quantidade de anestésico
necessario para efetuar a anestesia dos peixes. A
concentracao de benzocaina identificada no presente
estudo para a tainha é menor que a de 100 mg L,
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indicada para anestesia da piraputanga Brycon hilarii
(FABIANI et al., 2013), e igual a recomendada para a
carpa Ctenopharyngodon idella (SHAKERI et al., 2016)
e para o pampo Trachinotus marginatus (OKAMOTO
et al., 2009).

Trés concentragdes de eugenol (70, 90 e 110 mg
L") foram eficientes para anestesiar os juvenis de
Mugil liza em menos de trés minutos. No entanto,
em todas as concentragdes utilizadas no presente
estudo, o tempo para recuperagdo total (R3) dos
animais foi superior a cinco minutos. Estes resultados
sdo semelhantes aos verificados no trabalho de
OKAMOTO et al. (2009), em que nenhuma das
concentragdes de eugenol utilizadas (entre 25 e 75 mg
L") para anestesia de juvenis do pampo Trachinotus
marginatus permitiu a recuperacdo dos peixes em um
tempo de até cinco minutos.

Contudo, no presente estudo, os tempos
de recuperagdo quando utilizado o eugenol
permaneceram entre seis e sete minutos, abaixo
de 10 minutos, considerado periodo critico para
recuperacdo total dos peixes (MARKING e MEYER,
1985). Para juvenis de robalo-peva, Centropomus
parallelus, a concentracao de 37,5 mg L de eugenol
foi eficiente para a anestesia (SOUZA et al., 2012),
enquanto a de 50 mg L é eficiente para anestesia
de juvenis de pampo Trachinotus marginatus
(OKAMOTO et al., 2009) e do ariacé Lutjanus synagris
(SOUZA et al., 2015).

Duas concentracdes de mentol foram eficientes
(225 e 250 mg L") na anestesia dos juvenis de Mugil
liza. Essas concentracdes sdo superiores as de 100,
75 e 50 mg L, as quais sdo eficientes para anestesia
de tambaqui Colossoma macropomum (FACANHA e
GOMES, 2005), robalo-peva, Centropomus parallelus
(SOUZA et al., 2012), e lambari Astyanax paranae
(PEREIRA-DA-SILVA et al., 2016), respectivamente.

Segundo CHAMBEL et al. (2015), a variagdo
das concentrac¢des eficientes de um determinado
anestésico para anestesia de peixes ocorre de
forma espécie-especifica. Além disso, diversos
fatores biéticos (peso, tamanho, composigao
corporal) e abidticos (concentragdo e temperatura)
também podem influenciar o tempo de anestesia
e de recuperagdo dos peixes (AYDIN et al., 2015;
BOWKER et al., 2015). Portanto, a agdo desses fatores
pode ser a explicagdo para a variagdo das eficiéncias
de um mesmo anestésico para diferentes espécies
de peixes, dessa forma, reforcando a importancia
da determinac¢ado das concentracGes ideais a serem
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utilizadas para indugdo de anestesia em cada espécie.
CONCLUSAO

As concentracoes de 50 mg L de benzocaina, 150
mg L' de MS-222, 70 mg L de eugenol e 225 mg L
de mentol sao eficientes para anestesia de juvenis de
tainha Mugil liza.
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