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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes concentragdes e da administracdo sucessiva
de eugenol sobre a resposta anestésica em bettas (Betta splendens), sendo realizados dois
experimentos. No primeiro, os peixes foram submetidos a diferentes concentracdes de anestésico
(70,0, 87,5, 105,0; 122,5 e 140,0 mg L1). No segundo experimento foi utilizada uma tnica
concentragdo de anestésico (140,0 mg L), aplicada em trés dias sucessivos. No experimento 1, o
aumento da concentracdo de eugenol resultou em reducdo do tempo até a anestesia profunda. No
experimento 2, o tempo até a anestesia profunda foi maior no terceiro dia em rela¢éo ao primeiro. O
aumento da concentracdo de eugenol acelerou a resposta anestésica em bettas, embora a
recuperacdo ndo tenha sido afetada. A concentragdo de 140,0 mg L é a recomendada para o
manejo de bettas.
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THE USE OF EUGENOL IN BETTAS: A STUDY OF DIFFERENT CONCENTRATIONS
AND SUCCESSIVE ADMINISTRATIONS

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of different concentrations and successive
administrations of eugenol on the anesthetic response in bettas (Betta splendens). Two experiments
were conducted. In the first trial, the fish were exposed to different concentrations of eugenol (70.0,
87.5,105.0, 122.5 e 140.0 mg L-1). Only one concentration of anesthetic was evaluated in the second
experiment (140.0 mg L), which was applied for three successive days. In the first experiment, the
increase of the concentration of the eugenol reduced the time to induce total anesthesia. In the
second experiment, the time to induce total anesthesia was longer on the third day as compared to
the first day. Itis possible to conclude that an increase in the concentration of eugenol accelerated
the anesthetic response in the bettas, though the recovery was not affected. The concentration of
140.0 mg L is the most recommended for the handling of bettas.
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INTRODUCAO

Na piscicultura, o uso de anestésicos é uma
pratica que facilita o manejo e o transporte,
reduzindo as injdrias e ferimentos aos animais.
Os anestésicos sdao definidos como agentes
farmacolégicos que possuem a capacidade de
induzir nos peixes a perda parcial ou total da
percepcao dos estimulos externos (IWANA e
ACKERMAN, 1994). Um fator limitante para o
uso desses produtos é a falta de conhecimento
das concentragdes e do tempo de exposicdo
adequados para cada espécie de peixe. Assim,
existe a necessidade de determinacio de
concentragdes adequadas, uma vez que concentragdes
excessivas podem provocar alteragdes metabdlicas,
levando a morte dos peixes (PARK et al., 2008;
BITTENCOURT et al., 2012).

No Brasil, o farmaco anestésico mais utilizado
na piscicultura é a benzocaina (GOMES et al.,
2001). Trata-se de um composto eficaz na indugdo
da reposta anestésica e que possui uma margem
de utilizagdo segura, mas o seu uso é cada vez
mais restrito, pois o tempo de depuracdo é
longo (DELBON e RANZANI-PAIVA, 2012). Uma
alternativa que tem se destacado é o uso do
eugenol (4-alil-2-metoxifenol), principio ativo do
Oleo de cravo, obtido da destilacdo do cravo-da-
india (Eugenia Caryophyllata). Trata-se de um
composto fendlico, com efeito depressor do
sistema nervoso central (ANDERSON et al., 1997),
de baixo custo e toxidez, que pode ser facilmente
adquirido e produzido, com alto grau de
eficiéncia (SOTO e BURHANUDDIN, 1995;
KEENE et al., 1998; GUENETTE et al., 2007; ROSS
e ROSS, 2008).

Embora o eugenol seja considerado uma
substancia segura, pois é facilmente metabolizado
e excretado pelo animal (GUENETTE et al.,
2007), existem evidéncias de efeitos toxicos.
Para o pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e o
kinguio (Carassius auratus) foi observada
mortalidade apds uma tnica exposi¢do aguda
ao eugenol nas concentra¢des acima de 100 e
75 mg L, respectivamente (VIDAL et al., 2008;
BITTENCOURT et al., 2012). As informacoes
disponiveis na literatura sobre a exposigdo cronica
ao eugenol sdo limitadas; para a tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) ndo houve alteracdo na
resposta anestésica (DELBON e RANZANI-
PAIVA, 2012), mas resultados obtidos para
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truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) indicam que
ocorre acimulo de eugenol no organismo apods
exposicoes sucessivas (GUENETTE et al., 2007).

A criacdo de peixes ornamentais é uma
excelente alternativa de renda para o pequeno
produtor. Entre as espécies cultivadas, uma que se
destaca é o betta (Betta splendens), também
conhecida como “Siamese Fighting Fish”.
Origindrio do sudeste asiatico (Tailandia,
Malasia),
exuberantes, sendo considerado um dos mais

apresenta cores e nadadeiras
populares peixes ornamentais de dguas tropicais.
Na natureza, podem ser encontrados nos
tabuleiros dos campos de arroz, pequenos lagos e
locais com pouca renovacio de 4&gua, que
proporciona ambientes com baixo teor de
oxigénio dissolvido. Em fun¢do da evolucdo
nestas condi¢des, o comportamento respiratdrio
carateristico do betta, mesmo quando a
concentracdo de oxigénio na 4gua estd adequada,
é subir a superficie e utilizar o ¢rgdo
suprabranquial, o labirinto, para captar e respirar
o oxigénio atmosférico (REID et al., 2006).

Durante o manejo dos bettas em cativeiro,
pode ser necessaria a utilizacdo de substancias
anestésicas, as vezes durante dois ou mais dias
sucessivos, e ndo existem resultados claros sobre o
tempo de depuragdo do eugenol (DELBON e
RANZANI-PAIVA, 2012). Assim, diante da
necessidade de definir concentragdes adequadas
para o manejo, e em funcdo das particularidades
da espécie, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito de diferentes concentracbes e da
administracdo sucessiva de eugenol sobre a
resposta anestésica dos bettas.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de
Piscicultura do
Agroveterindrias da Universidade do Estado de
Santa Catarina (CAV/UDESC), em Lages-SC,
compreendendo dois experimentos. No primeiro,

Centro de Ciéncias

foi definida uma concentragdo adequada para o
manejo dos peixes e, no segundo, foi observado o
efeito de concentragdes sucessivas de eugenol
sobre a resposta anestésica. Os experimentos
foram conduzidos de acordo com as diretrizes e
normas nacionais e internacionais, especialmente
a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008. O
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
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Experimentagdo do Centro de Ciéncias
Agroveterindrias da UDESC com o ntmero de

protocolo CETEA /UDESC 1.13.13.

Foram utilizados 110 machos de bettas
0,97 = 0,24 g) obtidos por reproducdo das
matrizes do  préprio laboratério. Foram
selecionados individuos em boas condi¢des
nutricionais e de satide, que foram aclimatados
as condigOes experimentais durante 30 dias.
Durante a aclimatagdo, os peixes foram mantidos
isolados visualmente entre si em recipientes
individuais de 2 L, instalados em caixas plasticas
de 40 L, em sistema de banho termostatizado
para manutencdo da temperatura da dgua
constante (27 °C). Os peixes foram alimentados
até a saciedade aparente, duas vezes ao dia, com
ragdo contendo 32% de proteina e, diariamente,
foram realizadas trocas parciais de agua (50% do
volume). Antes dos ensaios, os peixes ficaram
em jejum por 24 h. Nos experimentos, foi
utilizado um aquario teste e um aquario de
recuperacao, ambos com capacidade de 2 L. Todos
os individuos foram avaliados nos dois aquérios
e, para cada peixe avaliado, a 4gua era totalmente
renovada.

No experimento 1, os peixes foram submetidos
a diferentes concentracées de anestésico: 70,0;
87,5, 105,0; 122,5 e 140,0 mg L1 O eugenol
utilizado estava sob a forma de hidrolato de
eugenol, um composto hidrossolivel, na
concentracao de 70 mg mL'. As concentracoes
foram determinadas previamente por meio de

ensaios pilotos e o delineamento foi inteiramente
casualizado, com cinco tratamentos e 20 repetigdes.
No experimento 2, os procedimentos foram
similares aos do primeiro experimento , porém, a
Unica concentragdo de anestésico avaliada foi a
de 140,0 mg L1, definida com base nos resultados
do experimento 1, administrada em trés dias
sucessivos. Apds cada dia de avaliagdo, os peixes
eram  devolvidos  para  o0s  recipientes
individualizados de recuperagdo, alimentados e
a agua totalmente renovada. Foram realizadas
10 repeticdes. Nos dois experimentos, as
avaliagbes eram realizadas sempre no mesmo
horario (16:00-17:00 h) e cada individuo foi
considerado uma repeticao.

Logo apéds adi¢do do anestésico na agua, o
peixe foi colocado no aquério teste e, por meio
de observagdo, foi registrado o tempo (com
auxilio de cronometro digital) até a indugdo da
anestesia profunda, considerada quando o
comportamento do peixe estava de acordo com o
estagio IV dos estagios anestésicos definidos por
ROSS e ROSS (2008) (Tabela 1). Para isto, foi feita
a contagem dos batimentos operculares, enquanto
que a auséncia de reagdo a estimulos foi verificada
pelo toque na lateral do peixe com um bastdo de
vidro. Uma vez atingido o estdgio IV, o peixe foi
imediatamente retirado do aquério teste e
colocado no aquério de recuperacao, para registro
do tempo de recuperagdo. Apés os experimentos,
os peixes foram monitorados durante sete dias
para verificar a ocorréncia de mortalidade.

Tabela 1. Estagios de anestesia em peixes (adaptado de ROSS e ROSS, 2008).

Estagio Descricao

Resposta Comportamental

Reativos a estimulos externos; batimentos operculares normais; reagdo muscular
Reativos a estimulos externos; movimentos reduzidos, batimentos operculares
Perda total da reatividade aos estimulos externos, exceto forte pressao; leve

queda do movimento opercular; equilibrio normal.

Perda parcial do tonus muscular; natagdo errdtica, aumento dos movimentos

operculares; reativos apenas a forte estimulo tatil ou vibracao.

Perda total de tonus muscular; perda total de equilibrio; batimento opercular

0 Normal
normal.
I Sedagio Leve mais lentos; equilibrio normal.
II Sedacgéo Profunda
111 Narcose
v Anestesia profunda

lento, porém regular.

Os parametros de qualidade de dgua, aferidos
tanto no aquério teste como no aquario de
recuperacao, foram temperatura (termometro de

alcool), pH (medidor portatil Lutron, modelo
PH-221), oxigénio dissolvido (oximetro Lutron,
modelo DO-5519) e concentracdo de amoénia total
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(segundo metodologia descrita por EATON et al.,
2005). Os resultados foram submetidos a testes
de normalidade dos erros (Kolmogorov-Smirnov)
e homocedasticidade das variancias (Teste de
Levenne), antes de serem comparados
estatisticamente entre o aqudrio teste e de

recuperacao, utilizando-se o Teste t (p<0,05).

No experimento 1, os resultados do tempo de
anestesia e de recuperagdo foram analisados
estatisticamente por meio de Andlise de Varidncia
Paramétrica (ANOVA) e, quando houve diferenca
significativa, submetidos a analise de regressao
para obtencdo da curva de resposta ao anestésico.
No experimento 2, os resultados de tempo de
anestesia e de recuperacdo foram analisados por
meio do teste de ANOVA de medidas repetidas
(tempo), e quando houve diferenca significativa,
submetidos ao teste de Tukey (p<0,05). Nos dois
experimentos, a frequéncia de batimentos
operculares foi comparada antes e depois da
anestesia profunda pelo Teste t (p<0,05) e entre
os dias, pelo teste de ANOVA. Antes das
analises, todos os dados foram submetidos a
testes para verificagdo da normalidade dos erros
(Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade das
variancias (Teste de Levenne). Foi utilizado o
programa estatistico SAS 8.0.

RESULTADOS

Nos dois experimentos, os pardmetros de
qualidade da 4gua ndo variaram (p>0,05) entre o
aquério teste e o aquario de recuperagido
(temperatura 27,8 + 0,3 °C; pH 7,81 + 0,51; oxigénio
dissolvido 5,68 = 1,08 mg L-!; e amoénia total
0,02 + 0,07 ppm). No experimento 1, o aumento
da concentragdo de eugenol diminuiu (p<0,05) o
tempo até a anestesia profunda dos bettas
(Figura 1). O estagio de anestesia profunda foi
confirmado pela diminuigdo dos batimentos
operculares (de 12,07 + 1,93, antes da exposicao do
anestésico, para 1,83 £ 1,56 batimentos min' apds
a anestesia; p<0,05) e pela perda do equilibrio.

A frequéncia de batimentos operculares ndo
variou (p>0,05) entre os tratamentos. Todos os
peixes se recuperaram no final das avaliagdes e o
tempo de recuperagdo ndo variou (p>0,05) entre as
diferentes concentracdes. O tempo de recuperagao
médio foi de 699,92 + 337,81 s (11,65 + 5,63 min)
Nao houve mortalidade decorrente da exposicao
dos peixes ao eugenol.
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Figura 1. Relacdo entre o tempo médio de
anestesia profunda (s) e a concentragdio de
eugenol (mg L7') em bettas (Betta splendens).
Meédias diferem entre si pelo teste de ANOVA
(»<0,05); barras indicam desvio padrao.

No experimento 2, a exposigdo em dias
sucessivos alterou o tempo de resposta ao
anestésico (Tabela 2). O tempo até a anestesia
profunda foi maior (p<0,05) no terceiro dia em
relagdo ao primeiro, ndo havendo diferenca
(p>0,05) entre o segundo e o terceiro dia. O estagio
de anestesia profunda também foi confirmado
pela diminui¢do dos batimentos operculares
verificados antes e depois da exposicao dos peixes
ao anestésico (de 11,78 £ 1,78 para 1,60 + 1,43
batimentos min, respectivamente; p<0,05) e pela
perda do equilibrio. A frequéncia de batimentos
operculares e o tempo de recuperacdo ndo
variaram (p<0,05) entre os diferentes dias. Assim
como no experimento 1, ndo houve mortalidade
decorrente da exposi¢do dos peixes ao eugenol.

Tabela 2. Tempo médio (+ desvio padrdo) de resposta anestésica dos bettas (Betta splendens) entre dias

consecutivos de exposi¢do ao eugenol (140,0 mg L1).

Tempo de resposta (s) Dia1l
Anestesia profunda 211,5 +124,5a
Recuperacado 759,2 +329,8

Dia 2 Dia 3 CV%
305,1 +181,9ab 448,6 +321,9b 74,24
686,9 £ 276,6 971,9 +760,1 62,27

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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DISCUSSAO

Os parametros de qualidade da &4gua se
mantiveram dentro dos padroes adequados para
o cultivo de peixes (BOYD, 2000). O aumento
da concentracdo de eugenol na agua resultou
em uma resposta anestésica mais rédpida.
Resultados semelhantes foram encontrados para
a pirapitinga (Piaractus brachypomus) (SLADKY
et al., 2001), matrincha (Brycon cephalus) INOUE
et al., 2003), lambari (Astyanax altiparanae) (PEREIRA-
DA-SILVA et al, 2009) e tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) (DELBON e RANZANI-
PAIVA, 2012; SIMOES et al., 2012). A obtencado
de menor tempo de indugdo anestésica ¢é
importante para minimizar o estresse dos animais
(RIBEIRO et al, 2013). Devido a agdo dos
anestésicos no metabolismo, ocorre a liberacdo
de corticosteroides e catecolaminas, e quanto
mais rapida for a resposta anestésica, menor
serd a liberacdo destas substancias (ROTHWELL
et al., 2005).

O tempo até a anestesia profunda nos bettas
variou entre 159 segundos (2,65 min) na
concentracdo de 140,0 mg L1 até 501 segundos
(8,30 min) na concentracao de 70,0 mg L. Para
o kinguio, o tempo até a anestesia profunda
foi de 4,88 min na concentragdo de 75 mg L~
(BITTENCOURT et al., 2012). Em outras espécies,
a indugdo foi ainda mais rapida; para o pintado,
a concentragdo de 75 mg L' induziu anestesia
profunda em 0,82 minutos (VIDAL et al., 2006).
Para o dourado (Salminus brasiliensis), a
concentracdo de 60 mg L7 induziu a anestesia
profunda em 1,45 minutos (HISANO et al., 2008).
Uma concentragdo ainda menor, de 50 mg L~
induziu a anestesia de juvenis de pacu (Piaractus
mesopotamicus) em 1,53 minutos (GONCALVES
et al., 2008). Estes dados indicam que o betta
necessita de concentracdes de eugenol mais
elevadas que outras espécies para obtengdo de
uma resposta anestésica adequada para seu
manejo. Peixes de pequeno porte possuem a
superficie branquial comparativamente maior em
relacio a peixes grandes, respondendo mais
rapidamente aos anestésicos (ROUBACH et al.,
2005). O betta é uma espécie de pequeno porte,
mas a habilidade desta espécie de respirar o ar
atmosférico (REID et al. 2006) pode ter interferido
na forma como o anestésico foi absorvido.

No presente estudo, o tempo médio de
recuperacado (11,65 min) foi maior do encontrado
para outros anestésicos rotineiramente utilizados
na piscicultura, como o MS222 e a benzocaina,
cujo tempo de recuperacdo é menor do que 10
min, conforme PEREZ-GIANESELLI e FLORES-
QUINTANA (2009). Além disso, para uma
substancia ser considerada um anestésico eficiente
para peixes, de acordo como uma lista de
caracteristicas de anestésico ideal elaborada por
KEENE et al. (1998), o tempo de recuperagao deve
ser preferencialmente menor que cinco minutos.
Entretanto, o eugenol nido pode ser considerado
um anestésico inadequado para bettas, pois cinco
minutos é um valor de referéncia recomendado
pelos autores para espécies de metabolismo mais
ativo, como a truta arco-iris, e outras espécies
podem ter uma resposta metabdlica mais lenta.
Enquanto para a tiladpia, o tempo de recuperagdo
do eugenol foi de 4 min (VIDAL et al., 2008;
DELBON e RANZANI-PAIVA, 2012), para o
kinguio, o tempo de recuperacao foi de mais de 15
min com a utilizacdo da concentragdo de 75 mg L
(BITTENCOURT et al., 2012).

Assim como no presente estudo, INOUE et al.
(2003) e GRUSH et al. (2004) também néo
encontraram relagdo da concentragdo de eugenol
com o tempo de recuperagdo. A variabilidade
dos resultados foi grande, possivelmente
provocada por diferengas individuais entre a
tolerancia aos anestésicos. Embora tenham sido
encontradas diferengas no tempo até a anestesia
profunda, esta variacdo nos resultados pode
ter impedido a deteccdo de diferengas
significativas para o tempo de recuperagdo. Em
contraste, SLADKY et al. (2001), PEREIRA-DA-
SILVA et al. (2009) e BITTENCOURT et al. (2012),
trabalhando com a pirapitinga, lambari e o
kinguio, respectivamente, observaram aumento
do tempo de recuperacdo com concentragdes de
eugenol mais elevadas. Como neste trabalho nao
houve diferenca no tempo de recuperagdo e
também nao foi observada mortalidade nos peixes
submetidos ao eugenol em nenhum dos
tratamentos, a concentra¢do de 140,0 mg L'} pode
ser recomendada para os bettas, pois a reposta
anestésica foi mais rapida.

Durante o manejo, em biometrias por
exemplo, pode ser necessdria a exposicdo dos
bettas a anestésicos em dias sucessivos, e os dados
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apresentados sdo pioneiros em relatar alteracdes
na resposta anestésica desses peixes ao eugenol,
indicando que, no terceiro dia de exposicdo
sucessiva, a reposta ao anestésico foi mais lenta.
Poucos dados foram encontrados na literatura e
ainda ndo existem resultados conclusivos sobre
como a exposigdo cronica aos farmacos pode
interferir na resposta anestésica dos peixes. Para a
tilapia do Nilo, a exposicdo ao eugenol em dois
dias sucessivos ndo foi suficiente para provocar
alteragdes na resposta anestésica (DELBON e
RANZANI-PAIVA, 2012). Evidentemente, sdo
espécies diferentes, mas no estudo com tildpias, o
periodo de tempo avaliado pode ter sido
insuficiente, uma vez que, nos bettas, somente
ap0s trés dias foi detectada diferenga no tempo até
a anestesia profunda. A necessidade de
concentracdes crescentes do eugenol para uso
sucessivo em bettas pode aumentar potenciais
riscos do uso desse anestésico para a espécie, e
sempre que possivel, esta prética deve ser evitada.

CONCLUSOES

O aumento da concentragdo de eugenol
acelera a resposta anestésica em B. splendens,
embora a recuperagdo ndo seja afetada. Dentre as
concentragdes avaliadas, 140,0 mg L' é a mais
recomendada para o manejo de bettas, pois
proporciona uma resposta mais rapida sem causar
mortalidades. Além disso, com exposi¢coes em
dias sucessivos de eugenol, a resposta ao
anestésico é mais lenta.
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