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APRESENTACAO

Gradativamente, o uso de anestésicos vem tornando-se uma pratica
cada vez mais frequente em atividades que exigem a manipulacdo de peixes
em procedimentos de rotina, tanto em laboratorios de pesquisa como em
unidades de cultivo em escala comercial. Diversos produtos, naturais ou
sintéticos, tém sido utilizados para este fim. O presente trabalho aborda o uso
dos Oleos essenciais de cravo, menta e canfora e dos compostos sintéticos
MS-222 e propofol como anestésicos para o lambari Astyanax altiparanae, uma
espécie de importancia ambiental, comercial e que, mais recentemente,
comeca a ser empregada também em ensaios laboratoriais para 0s mais
diversos fins.

O estudo foi focado na avaliacdo das caracteristicas anestésicas de
cada produto e na determinacdo das concentracdes mais recomendadas, para
uso em individuos de diferentes classes de tamanho. Para isso, ensaios
laboratoriais foram realizados e baseados, principalmente, nos tempos de
inducao e de recuperacao anestésicas.

A dissertacdo resultante, esta estruturada na forma de dois artigos
cientificos e um artigo de divulgacdo cientifica: O capitulo 1, denominado
“Efeito anestésico dos Oleos essenciais de cravo, menta e canfora para o
lambari Astyanax altiparanae (Pisces, Characiformes)”; o capitulo 2, intitulado
“Efeito anestésico do MS-222 (tricaina metanosulfonato) e do propofol (2,6-
diisopropilfenol) no lambari Astyanax altiparanae (Teleostei, Characidae)’; e o
capitulo 3, “Uso de anestésicos no manejo de lambaris Astyanax altiparanae
em laboratério”, que engloba os dois primeiros e apresenta os resultados para
um publico potencialmente leigo, mas que pode se interessar pelo tema.

O resultado final deste estudo, seguramente podera ser aplicado em
diversas situacfes em que haja uma preocupacao com o grau de bem estar de

peixes manipulados ou manejados em procedimentos de rotina em laboratério.
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USE OF ESSENTIAL OILS AND SYNTHETIC COMPOUNDS AS
ANAESTHETICS FOR TETRA Astyanax altiparanae (Garutti & Britski,
2000)

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the anaesthetic effect of the essential oils
of clove (Syzygium aromaticum), mint (Mentha arvensis) and camphor
(Cinnamomum camphora), and of the synthetic compounds MS-222 and
propofol, and to determine their optimal concentrations for use in the
management of tetra Astyanax altiparanae (Garutti & Britski, 2000) in laboratory
conditions. The fish were classified according to their length into classes |
(individuals between 1.5 and 5.0 cm), Il (between 5.1 and 8.0 cm) and lll
(greater than 8.1 cm). Initially, pilot studies were conducted to identify the
concentration of anaesthetic required to promote five possible anaesthetic
stages (I - sedation, Il - mild anaesthesia, Ill - deep anaesthesia, IV - surgical
anaesthesia, V - medullary collapse). The necessary concentrations required to
promote stage IV anaesthetic induction were defined, and the animals of each
size class were subjected to five different concentrations of the anesthetics (n =
10 fish/concentration in each test). After 15 minutes of exposure to the
anaesthetic, the fish were transferred to clean water to evaluate the anaesthetic
recovery time. Additionally, the glucose level was measured in the fish of
classes Il and Ill that were subjected to concentrations previously defined as
optimal for each of the tested anaesthetics (n = 10 fish/treatment). Optimal
concentrations of the clove, mint and camphor oils for surgical anaesthesia of A.
altiparanae were 35, 50 and 300 pL L, respectively, for size class I; 35, 130
and 600 pL L%, respectively, for class Il; and 35, 140, and 600 pL L%,
respectively, for class Ill. MS-222 optimal concentration was 90 mg L for the
three size classes and propofol 0,22, 0,23, and 0,27 mg L, for classes |, Il and
I, respectively.

Keywords: fish, anaesthetic induction, management, sedation
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USO DE OLEOS ESSENCIAIS E DE COMPOSTOS SINTETICOS COMO
AGENTES ANESTESICOS PARA O LAMBARI Astyanax altiparanae
(GARUTTI & BRITSKI, 2000)

RESUMO

O uso de peixes em atividades de pesquisa em laboratorios tem se
intensificado nas ultimas décadas e o lambari Astyanax sp., tem sido uma das
espécies frequentemente utilizadas como bioindicador e como modelo em
ensaios laboratoriais. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
anestésico dos 0leos essenciais de cravo S. aromaticum, menta M. arvensis e
canfora C. camphora e dos compostos sintéticos MS-222 (Tricaina
metanosulfonato) e propofol e estabelecer as concentragdes ideais de cada um
desses produtos para anestesia de lambaris A. altiparanae de trés diferentes
classes de tamanho durante o manejo em laboratério. Inicialmente foram
realizados testes pilotos para se avaliar as concentracdes de anestésicos
suficientes para promocdo dos cinco possiveis estadgios anestésicos (I —
sedacdo, Il — anestesia leve, Il — anestesia profunda, IV — anestesia cirargica,
V — colapso medular). Posteriormente, os animais foram submetidos a cinco
diferentes concentracdes de cada um dos anestésicos, todas testadas em dez
animais por concentracdo. Apds 15 minutos de exposicdo aos anestésicos 0s
peixes foram transferidos para agua sem anestésico, para avaliacdo do tempo
da recuperacdo anestésica. A mortalidade e o comportamento alimentar foram
observados durante as 48 horas apdés a exposi¢cdo aos anestésicos. O nivel
glicémico de peixes das classes Il e lll submetidos as concentragdes definidas
previamente como ideais para cada um dos anestésicos testados (n=10 peixes/
tratamento) foi adicionalmente avaliado. Todos os compostos avaliados
proporcionam efeito anestésico em A. altiparanae. As concentracdes ideais dos
Oleos de cravo, menta e canfora para indugdo de anestesia cirlrgica para a
classe | foram de 35, 50 e 300 pL L. Para a classe I, 35, 130 e de 600 pL L*
e para a classe Ill 35, 140 e de 600 pL L?, respectivamente. JA para os
compostos sintéticos, a concentracéo ideal de MS-222 foi de 90 mg L para as
trés classes de tamanho e as concentracdes ideais de propofol foram de 0,22,
0,23 e de 0,27 mg L™ para as classes I, Il e Ill respectivamente.

Palavras chave: espécie-modelo, inducdo anestésica, laboratério, manejo
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CAPITULO 1. EFEITO ANESTESICO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE CRAVO,
MENTA E CANFORA PARA O LAMBARI Astyanax altiparanae (PISCES,
CHARACIFORMES)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito anestésico dos o6leos
essenciais de cravo (Syzygium aromaticum), menta (Mentha arvensis) e
canfora (Cinnamomum camphora) e determinar suas concentracdes ideais
para o uso em atividades de manejo de lambaris, Astyanax altiparanae (Garutti
& Britski, 2000), em laboratorio. Os peixes foram classificados, de acordo com
seu comprimento, nas classes | (individuos entre 1,5 e 5,0 cm), Il (entre 5,1 e
8,0 cm) e Ill (maiores que 8,1 cm). Inicialmente foram realizados testes pilotos
para se identificar as concentracbes de anestésicos necessarias para
promocao dos cinco possiveis estagios anestésicos (I — sedacéo, Il — anestesia
leve, 1l — anestesia profunda, IV — anestesia cirdrgica, V — colapso medular).
Definidos os limites de concentracdo necessarios para promover a inducao
anestésica ao estagio 1V, os animais de cada uma das classes de tamanho
foram submetidos a diferentes concentracbes de cada um dos trés Oleos
essenciais (n=10 peixes/concentracdo em cada teste). Apdés 15 minutos de
exposicao aos anestésicos, os peixes foram transferidos para agua sem
anestésico para avaliacdo do tempo de recuperacdo anestésica.
Adicionalmente, foi aferido o nivel glicémico de peixes das classes Il e llI
submetidos as concentractes definidas previamente como ideais para cada um
dos anestésicos testados (n=10 peixes/ tratamento). As concentracdes ideais
para anestesia cirdrgica de A. altiparanae da classe de tamanho | dos 6leos de
cravo, menta e canfora foram de 35, 50 e de 300 pL L, respectivamente. Para
a classe Il, 35, 130 e de 600 pL L e para a classe Il 35, 140 e de 600 pL,

respectivamente.

Palavras-chave: peixes, inducédo anestésica, manejo, sedagao
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1.1 INTRODUCAO

O lambari Astyanax altiparanae € considerado uma espécie de peixe de
elevada rusticidade, produtividade e de facil manejo em condi¢Bes de cultivo
(Garutti (2003); Silva et al., 2011). Além disso, o lambari vem sendo utilizado
como um importante bioindicador de contaminacdo de corpos hidricos
(Winkaler et al., 2001; Alberto et al., 2005; Nogueira et al., 2009), e também
como modelo em ensaios laboratoriais (Akaishi et al., 2004; Goldoni e Silva,
2012; Santos et al., 2013).

Véarios autores enfatizam que o uso de peixes como modelo em
pesquisas realizadas em laboratério tem aumentado significativamente nas
Ultimas décadas (Law, 2003; Sneddon, 2012a; Smith, 2014). Sabe-se, contudo,
que procedimentos de rotina em laboratério, como a manipulacdo dos animais
para identificacdo sexual, biometria, inducdo hormonal para reproducéo,
colheita de sangue e tecidos para analises clinicas, dentre outros, tém grande
influéncia sobre a condicao fisica e sobre o bem-estar dos peixes (Roubach e
Gomes, 2001; Rocha et al., 2012). Bem estar que € um tema cada vez mais
frequente nas discussfGes sobre o uso de animais em pesquisas cientificas
(Backus et al., 2014; Carbone, 2014; Smith, 2014). Nesse contexto, a anestesia
pode ser uma importante ferramenta no manejo, minimizando os efeitos do
estresse e evitando injurias fisicas aos animais utilizados (Ross e Ross, 2008).

Diversos produtos naturais tém sido testados como anestésicos, dentre
eles os 6leos essenciais derivados de plantas. Tais produtos caracterizam-se
como uma alternativa viavel aos anestésicos sintéticos utilizados em peixes,
pois sdo geralmente de baixo custo e facil obtencao (Vidal et al., 2006; Cunha
et al., 2010; Silva et al., 2013).

Estudos recentes demonstraram a eficacia anestésica do Oleo essencial
de cravo, Eugenia caryphollata, em espécies como a truta arco-iris
Oncorhynchus mykiss (Cotter e Rodnick, 2006), o jundia Rhamdia quelen
(Cunha e Rosa, 2006), a tilapia Oreochromis niloticus (Deriggi et al., 2006), o
pirarucu Arapaima gigas (Honczaryk e Inoue, 2009), a piraputanga Brycon
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hilarii (Fabiani et al., 2013), e o proprio lambari A. altiparanae (Pereira-Da-Silva
et al., 2009; Maximino et al., 2010; Ferreira et al., 2014).

O oleo de menta Mentha sp. ja foi testado na promocédo de anestesia de
espécies como o pacu-caranha Piaractus mesopotamicus (Goncalves et al.,
2008), o dourado Salminus brasiliensis (Padua et al., 2010) e o robalo peva
Centropomus parallelus (Souza et al.,, 2012). Recentemente, Pedrazzani e
Ostrensky (2014), avaliaram o efeito anestésico do 6leo de menta e também do
Oleo de canfora Cinammomum camphora para peixes-palhagco Amphiprion
ocellaris. Entretanto, trabalhos especificos que investiguem a eficacia do 6leo
de canfora como promotor anestésico em animais aquaticos ainda sao
bastante raros.

A glicemia (concentracdo de glicose plasmatica) € um dos parametros
fisiolégicos mais frequentemente utilizados como indicador de estresse em
espécies de peixes de interesse comercial cultivados no Brasil, como o pacu-
caranha P. mesopotamicus (Abreu et al., 2012), a matrinxa Brycon amazonicus
(Hoshiba et al., 2009), o curimbata Prochilodus lineatus (Gongalves et al.,
2010), a tildpia do Nilo O. niloticus (Martins et al., 2004; Silva et al., 2012) e o
tambaqui Colossoma macropomum (Chagas et al., 2012). Segundo Morgan e
Iwama (1997), a glicemia desempenha importante papel na disponibilizacéo de
energia para o metabolismo animal em situacdes desfavoraveis, por isso 0s
indices glicémicos tendem a aumentar na presenca de fatores estressantes.

Este trabalho tem como objetivo investigar o uso dos 6leos de cravo,
menta e canfora como anestésicos para lambaris A. altiparanae durante sua
manipulacdo em laboratorio, avaliando a influéncia do peso dos animais nesse
processo, definindo as concentracfes ideais de cada anestésico e o0s
respectivos tempos de recuperacdo dos peixes submetidos a tais

concentracoes.

1.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa com

Organismos Aquaticos (LAPOA), do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos
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Ambientais (GIA), localizado no Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Parana (UFPR), em Curitiba/PR.

1.2.1 Origem e manutencao dos peixes

Os peixes utilizados nos experimentos foram obtidos junto a uma
empresa comercial sediada em Curitiba/PR. Apds a recepc¢do, 0s animais
passaram por aclimatacdo gradual as condi¢es laboratoriais de temperatura e
de pH conforme descrito no item 1.2.3. A seguir, foram acondicionados em trés
tanques circulares contendo sistemas internos de filtragem bioldgica,
preenchidos com 800L de agua, mantidos sob aeragdo continua. A temperatura
foi controlada através do uso de termostato digital (Steck-TIC-17RGTi, Brasil) e
mantida entre 24,0 e 26,0°C. Os animais foram alimentados, ad libitum, duas
vezes ao dia (8:00 e 18:00 horas), com racdo comercial contendo 45% de

proteina bruta.

1.2.2 Biometria

Para classificacdo dos individuos segundo a sua classe de tamanho, os
peixes foram pesados individualmente em balanca digital de precisdo de
bancada (Shimadzu-AY220, Japdo) e entdo foi realizada a mensuracdo de
cada individuo (comprimento total) com paquimetro manual (Vonder-
200mm/0,05mm, Brasil). A biometria foi realizada antes do inicio dos
experimentos (para classificacdo dos individuos segundo seu tamanho) e
também por ocasido do término da exposicdo aos anestésicos, ou seja,
imediatamente antes da transferéncia dos animais para 0s recipientes de

recuperacao (para determinacéo do peso individual de cada individuo testado).

1.2.3 Sistema de observacgao

Previamente ao inicio dos ensaios, 0s peixes, ja selecionados por classe
de tamanho, eram coletados ao acaso dos tanques de manutencdo e
transferidos para os aquarios de experimentacdo, onde eram mantidos por trés
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dias, antes do inicio dos experimentos. O sistema experimental era constituido
por 24 aquarios retangulares de vidro (30x30x40cm), preenchidos com 25L de
agua. Os aquarios eram interligados por um sistema de recirculagdo de agua e
filtros bioldégicos e mecanicos, e mantidos sob aeracdo constante. Apds o0
periodo de adaptacdo, 0s peixes eram entdo expostos aos tratamentos
anestésicos.

Durante os experimentos, eram realizados o monitoramento e o controle
diario dos seguintes parametros fisico-quimicos da agua nos sistemas de
recirculacdo: pH (6,99 + 0,41) (média + desvio padrdo), através de peagametro
digital (AZ-86505, China); temperatura (25,3°C + 1,69), oxigénio dissolvido
(6,18 £ 0,77 mg/L) e percentual de saturacédo de oxigénio (75,46 + 8,48), por
meio de oximetro digital (YSI 550A, EUA); concentracdo de CO:2 dissolvido na
agua (1,73 + 0,72 mg/L), mensurada por titulometria com hidroxido de sodio
0,02N (Apha., 2005a) e concentracdo de nitrogénio na forma de amonia total
(0,16 + 0,4 mg/L), obtida pelo método do indofenol (Apha., 2005b), seguido de
leitura das amostras em espectrofotometro de bancada (Spectronic 20
Genesys, EUA).

1.2.4 Anestésicos utilizados

A composicdo quimica dos 6leos essenciais de canfora, cravo e menta
foi disponibilizada pela empresa fornecedora (Ferquima Industria e Comeércio

LTDA), através de laudo técnico especifico (Tabela 1).

Tabela 1. Principais componentes e densidades dos 6leos essenciais de cénfora, cravo e
menta.

Oleo Principais componentes Densidade

essencial (%) (g/cm?)

Limoneno = 30; 1,8-cineol = 35,5; Alfa-pineno = 13;
Canfora 0,88
Para-cimeno = 10.

Eugenol = 85; Beta Cariofileno = 13; Alfa Copaeno +
Cravo ] 1,04
metil eugenol = 0,16.

Limoneno = 6.75; Cineol = 0.34; Mentona = 20.25;
Menta ) 0,90
Isomentona = 7.48; Mentil acetato = 4.60;
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Oleo Principais componentes Densidade

essencial (%) (g/cm?d)

Isopulegona = 1.81; L-mentol = 37; Pulegona = 1.39;
Carvona = 0.08.

Fonte: Ferquima Industria e Comércio LTDA™.

As solugBes-estoque dos Oleos essenciais foram obtidas através da sua
diluicho em alcool etilico absoluto na propor¢cdo de 1:10 (Vidal et al., 2008;
Bernardes Junior et al.,, 2013). Estas solu¢cbes foram mantidas em frascos

ambar, estocados em ambiente arejado.

1.2.5 Determinacéo das concentracdes de anestésicos utilizadas

A definicdo das concentracdes anestésicas dos Oleos essenciais
testados em A. altiparanae foi feita em duas etapas. Inicialmente, foi realizado
um experimento piloto, no qual foi definida a concentracao inicial minima a ser
utiizada de cada um dos anestésicos, seguindo metodologia proposta por
Pedrazzani e Ostrensky (2014). Para isso, um peixe era colocado em um
recipiente de vidro contendo o respectivo anestésico na concentracédo desejada
conforme descrito na Tabela 3. Apds quinze minutos de exposicdo, 0 peixe era
avaliado quanto as provaveis alteracbes comportamentais caracteristicas de
cada estagio anestésico (Tabela 2). Em conformidade com a resposta obtida,
uma nova e mais elevada concentracdo era preparada e um novo peixe
exposto individualmente ao respectivo anestésico. Esse procedimento era
repetido sucessivamente até que as dosagens utilizadas fossem suficientes
para promocéao de todos o0s cinco niveis anestésicos descritos. A concentracéo
posterior a maior utilizada em cada um dos tratamentos caracteriza dosagem
letal. Dessa forma, os experimentos pilotos foram realizados utilizando o
namero minimo necessario de animais para definicho das faixas de
concentracOes efetivas de cada anestésico. Foram consideradas seguras as
concentragcdes que induziram a maioria dos animais ao estagio anestésico 1V,

porém sem causar a morte do individuo.
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Tabela 2. Estagios de inducdo anestésica e comportamentos caracteristicos avaliados para
determinagéo da eficacia dos 6leos essenciais de cravo, menta e canfora, como anestésicos
para o lambari Astyanax altiparanae.

Estagio anestésico Parametros comportamentais
| — Sedacéo Perda de reacdo ao toque e a estimulos visuais.
Il — Anestesia leve Inicio de perda de equilibrio, caracterizado pelo

movimento natatério na posicdo normal intercalado por

movimentacao irregular (lateral).

Il — Anestesia profunda Perda total de equilibrio, natacdo descoordenada.

IV — Anestesia cirdrgica Minimo movimento opercular, auséncia de movimentos
natatorios.

V — Colapso medular Auséncia de batimentos operculares.

Fonte: Adaptado de (Ross e Ross, 2008).

1.2.6 Efeito anestésico dos 6leos essenciais

Para realizacdo dos experimentos definitivos, os animais foram
separados em trés diferentes categorias, de acordo com seu comprimento:
classe I: peixes de 1,5 a 5,0 cm; classe Il: peixes de 5,1 a 8,0 cm; classe llI:
peixes com comprimento acima de 8,0 cm. Cinco concentragbes de cada
anestésico, definidas a partir dos resultados obtidos nos experimentos pilotos,

foram testadas para cada uma das classes de tamanho (Tabela 3).

Tabela 3. Concentra¢cBes de 6leos essenciais, avaliadas para efeito anestésico para o lambari
Astyanax altiparanae de diferentes classes de tamanho.

Composto Classe
(nL L) [ I n
Canfora 275; 300; 325; 500; 550; 600; 500; 550; 600;
350; 375 650; 700 650; 700
Cravo 20; 25; 30; 20; 25; 30; 20; 25; 30;
35; 40 35; 40 35; 40
Menta 30; 35; 40; 100; 110; 120; 100; 110; 120;
45; 50 130; 140 130; 140
Alcool 375 700 700

* Classes: |. Peixes de 1,5 a 5,0 cm, Il. Peixes de 5,1 a 8,0 cm e lll. Peixes acima de 8 cm.
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As solucdes-testes foram preparadas diluindo-se as solucdes-estoques
dos anestésicos em agua proveniente dos proprios tanques onde eram
mantidos os peixes. Os animais (n=10 peixes/concentracao/anestésico) foram
anestesiados em béqueres de 1 L, nos testes com peixes das classes | e Il e
em béqueres de 2 L, nos experimentos com peixes da classe Ill. Os animais
eram imersos individualmente, durante quinze minutos, nas solucdes-teste
(fase de inducédo anestésica). Um outro grupo de 10 peixes foi submetido ao
mesmo procedimento, porém, neste caso, a imersao foi feita em agua sem o
uso de qualquer anestésico (branco), pelo mesmo periodo. Por fim, um grupo
complementar (controle) foi exposto a concentragdo maxima de alcool etilico
utiizada na preparacdo das solucdes-teste de O6leos anestésicos, para
avaliacao dos efeitos do alcool sobre a sobrevivéncia e sobre o0 comportamento
dos peixes.

Durante a fase de inducdo eram cronometrados e registrados 0s
tempos necessarios para que 0s peixes atingissem 0s estagios anestésicos
desejados. Posteriormente, era realizada a identificacdo sexual dos animais,
através do dimorfismo que ocorre em relagdo a aspereza presente na
nadadeira anal dos machos e que ndo ocorre em relacdo as fémeas (Andrade
et al.,, 1984; Navarro et al., 2006). Em seguida, os peixes eram transferidos
para béqueres contendo agua isenta de anestésicos (fase de recuperacado). Os
animais eram considerados recuperados quando retornavam a posicao vertical
e passavam a nadar regularmente. O tempo necessério para recuperacgao foi
cronometrado e registrado.

Um dos focos centrais deste estudo foi a analise da inducdo ao estagio
de anestesia cirargica (estagio V), pois € aquele estagio em que se consegue
um grau anestésico maximo, com riscos minimos a sobrevivéncia dos animais.
Para se chegar a concentracdo considerada como ideal, foram arbitrados os
seguintes critérios: a) a maioria dos individuos testados deveria atingir o
estagio IV; b) ndo mais que 30% dos individuos testados poderia atingir o
estagio anestésico V; c) a mortalidade maxima deveria ser inferior a 10% dos

individuos testados.
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Apoés as fases de inducdo e de recuperacdo anestésicas, 0S peixes
foram monitorados por mais 48 horas, para avaliagdo de eventual mortalidade

e registro de seu comportamento alimentar.

1.2.7 Colheita de sangue e analise dos niveis glicémicos

Peixes da classe Il e da classe lll foram submetidos individualmente as
concentracbes previamente definidas como ideais para cada um dos
anestésicos testados (n=10/classe/anestésico). Um grupo controle foi exposto
a concentragcdo méaxima de &alcool etilico utilizada no preparo das solugbes-
teste de Oleos anestésicos (700 pL L), enquanto peixes do grupo branco
foram submetidos ao mesmo procedimento de manejo, porém sem a adicao de
qualguer substancia exdégena. O procedimento de inducdo anestésica foi
semelhante ao descrito anteriormente. Ao final desse periodo, os peixes foram
submetidos a venopuncédo na regido caudal, com auxilio de seringas de 3 ml e
agulhas de 0,55 x 20 mm, para colheita de cerca de 0,05 ml de sangue. As
taxas de glicemia foram analisadas por meio de um glicosimetro digital
(FreeStyle Lite®, China) e tiras analiticas (OneTouch Select, EUA). Em seguida,
os animais foram transferidos para um tanque de recuperacdo, onde foram
mantidos em observacao por 48 horas. Os peixes da classe |, por sua vez, nao
apresentavam volume sanguineo suficiente para a obtencdo de amostras para

as analises e, por esse motivo, nao foram analisados.

1.2.8 Andlise estatistica

Foi realizada uma andlise preliminar de normalidade dos dados obtidos,
através do teste de Shapiro-Wilk. Como os dados nao se ajustavam a curva
normal de Gauss, os tempos de inducdo e recuperacdo anestésica dos
diferentes compostos testados foram comparados estatisticamente através dos
testes de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis. Todos os testes foram efetuados
com intervalo de confianga de 95% utilizando-se o software Statsoft StatisticaMR
versao 10.0 (StatSoft, EUA).
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 Relagéo entre as concentracdes testadas e os efeitos anestésicos
obtidos

Quando avaliados os individuos da classe I, a menor concentracao
testada foi sempre suficiente para promover o estagio anestésico | em todos os
peixes. O mesmo aconteceu em relacao ao estdgio anestésico Il, com excecdo
da concentracdo de 275 pL L do 6leo de canfora, na qual apenas 7 dos 10
animais atingiram tal estagio. Além disso, foram identificadas concentracdes
qgue possibilitaram que parte ou que a totalidade dos organismos submetidos
aos produtos testados atingissem os estagios anestésicos Ill e IV. Nos testes
com o 6leo de céanfora, alguns individuos atingiram o estdgio anestésico V,
ainda assim, nunca em proporcdo superior a 30% dos animais testados.
Nenhum peixe morreu durante o experimento ou nas 48 horas posteriores ao

periodo de recuperacdo (Tabela 4).

Tabela 4. Concentracdes utilizadas para anestesia de Astyanax altiparanae da classe de
tamanho | (individuos entre 1,5 a 5,0 cm) e o respectivo nimero de individuos que atingiram os
diferentes estagios anestésicos.

Concentragdes Estdgio  Estdgio Estdgio  Estdgio  Estagio

ANESTESICOS uL L1 | " " v vV Morte
20 10 10 0 0 0 0
25 10 10 8 0 0 0
CRAVO 30 10 10 10 4 0 0
35 10 10 10 10 0 0
40 10 10 10 10 0 0
30 10 10 0 0 0 0
35 10 10 4 0 0 0
MENTA 40 10 10 10 6 0 0
45 10 10 10 6 0 0
50 10 10 10 8 0 0
275 10 7 3 0 0 0
300 10 10 10 8 1 0
CANFORA 325 10 10 10 10 0 0
350 10 10 10 10 1 0
375 10 10 10 10 3 0
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Nos tratamentos com menta e céanfora, foi necessaria uma maior
concentracdo de anestésico para se obter os efeitos desejados nos individuos
da classe Il que as utilizadas com peixes da classe |. Contudo, assim como
aconteceu com individuos da classe |, todos os compostos testados foram
eficientes para promover os estagios anestésicos | e Il em A. altiparanae.
Animais em estagio anestésico Ill também foram registrados em todos os
tratamentos, exceto na menor concentracdo testada do Oleo de cravo, onde
nenhum dos individuos testados atingiu tal estagio. Apenas nos testes com o
Oleo de cravo, 0s peixes atingiram 0 estagio anestésico V em proporcdo
superior a 30% (Tabela 5).

Tabela 5. Concentracbes utilizadas para anestesia de Astyanax altiparanae da classe de
tamanho Il (individuos entre 5,1 a 8,0 cm) e o respectivo nimero de individuos que atingiram
os diferentes estagios anestésicos.

ANESTESICOS ConcSCt[igées Est?gio Estﬁgio Estl?lgio Estli'n/gio Est;é/gio Morte

20 10 10 0 0 0 0

25 10 10 9 5 0 0

CRAVO 30 10 10 10 8 1 0
35 10 10 10 10 0 0

40 10 10 10 10 7 0

100 10 10 8 6 0 0

110 10 10 7 4 0 0

MENTA 120 10 10 9 6 0 0
130 10 10 10 9 0 0

140 10 10 10 8 3 0

500 10 10 10 8 0 0

550 10 10 10 7 0 0

CANFORA 600 10 10 10 10 0 0
650 10 10 10 10 0 0

700 10 10 10 10 0 0

Todas as concentracdes dos compostos testados foram eficientes para
promover 0s estagios anestésicos | e Il nos individuos da classe Ill de A.
altiparanae. O 6leo de céanfora foi o Unico anestésico em que o0s individuos
atingiram o estagio IV em todas as concentragfes testadas. Na maior

concentracdo testada de 6leo de cravo (40 pL L), 60% dos peixes atingiram o
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estagio anestésico V. Este mesmo estagio foi observado nos testes com o 6leo
de canfora em suas trés maiores concentragcdes, porém em propor¢ao nunca
superior a 30%. Apenas dois peixes morreram durante o experimento (Tabela
6).

Tabela 6. Concentracbes utilizadas para anestesia de Astyanax altiparanae da classe de

tamanho Ill (individuos acima de 8,1 cm) e o respectivo nimero de individuos que atingiram os
diferentes estagios anestésicos.

. Concentragoes Estagio Estagio Estagio Estdgio Estagio
ANESTEsICOS " L - 8 o o o0 Morte
20 10 10 4 0 0
25 10 10 10 1 0 0
CRAVO 30 10 10 10 0 0
35 10 10 10 10 1 0
40 10 10 10 10 6 1
100 10 10 4 0 0 0
110 10 10 3 0 0 0
MENTA 120 10 10 10 8 0 0
130 10 10 10 9 0 0
140 10 10 10 10 0 0
500 10 10 10 10 0 0
550 10 10 10 8 0 0
CANFORA 600 10 10 10 9 2 0
650 10 10 10 10 3 1
700 10 10 10 10 3 0

N&o foram observadas alteracdes comportamentais nos tratamentos
branco e controle e nenhum peixe, de nenhuma classe de tamanho, morreu
durante as 48 horas posteriores ao periodo de recuperacdo hesses

tratamentos.

1.3.2 Efeito do peso dos animais no tempo de anestesia até o estagio IV

e no tempo de recuperacao anestésica

Na Figura 1 estdo representados os tempos de inducdo e de
recuperacdo anestésica em funcdo do peso dos peixes e das concentracdes
utilizadas. Nos tratamentos com o 6leo de cravo observou-se que o peso dos
animais praticamente nao teve influéncia sobre o tempo de inducdo anestésica.

Neste caso, o fator que mais influenciou, e de forma direta, foi a concentragcéo
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empregada deste anestésico. Ainda assim, os limites entre 0s menores e 0s
maiores tempos de indug&do ocorreram em uma estreita faixa de concentragdes
(entre 24 e 36 pL L?). J4 em relacdo ao tempo de recuperacéo, o efeito do
peso s6 foi notado em relacdo as maiores concentracdes. Neste caso,
individuos maiores levaram mais tempo para se recuperar da anestesia.

O oOleo de menta, por sua vez, apresentou resultados menos
padronizados em relacdo a ambos os fatores estudados (peso e concentracdo),
tanto na anestesia quanto na fase de recuperacédo. Até cerca de 100 pyL L' os
peixes demoraram até 600 segundos para atingir o estagio anestésico 1V,
independentemente do seu peso. A partir de concentracées maiores, o tempo
de resposta caiu acentuadamente, chegando a 300 segundos para individuos
menores, submetidos a concentragdo de 160 pL L1. O peso e o tamanho
tiveram grande influéncia no tempo de recuperacédo, sendo que os individuos
menores e mais leves demoraram muito mais tempo para se recuperarem
(>700 segundos) que aqueles maiores e mais pesados.

Os peixes submetidos aos tratamentos com o Oleo de canfora
apresentaram respostas mais previsiveis que os dos tratamentos com menta.
Ainda assim, o tempo de inducao foi menor para individuos com pesos entre 10
e 25 g que para peixes menores. Em relagdo ao tempo de recuperagdo, o
efeito foi semelhante. Em elevadas concentracfes, peixes menores

apresentaram menores tempos de recuperacao que 0s peixes maiores.

28



(&) o\

>900
<900
S [ <800

B <700

<600

L34 = <500
<400

I <300

(&) o\

>900
|1 <900

S <800

[ <700

<600

< S D = <500
M < 400

I <300

() odwey

() cdwy

(&) sdwey

>700
<700
s I <600

R > <500
SO I <400
NS N <300

I <200

I <100

@
=3

&) ot
P S

>700

<700
1 <600
B <500
B <400
I <300
I <200
M <100

Figura 1. Tempos de inducdo (esquerda) e de recuperacdo anestésicas (direita) em relacéo a
concentracdo e o peso das classes de tamanho I, Il e 11l de Astyanax altiparanae submetidos
aos 6leos essenciais de cravo (A), menta (B) e canfora (C).
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1.3.3 Inducdo ao estagio de anestesia cirurgica (Estagio 1V) e posterior

recuperagao anestésica

A avaliacao dos resultados apresentados pelos tratamentos em que 0s
critérios preestabelecidos para a anestesia foram respeitados, foram realizados
de forma comparativa. Nao houve diferenca significativa entre os tempos
registrados para inducdo e recuperacao anestésicas dos animais da classe de
tamanho | em relacdo a nenhuma das concentracdes testadas de Oleo de
cravo. Ja em relacéo aos 6leos de menta e de canfora, nas concentracdes 50 e
350 pL L%, respectivamente, o tempo de recuperacdo foi maior que o
observado nas outras concentragdes testadas (Figura 2).
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Figura 2. Tempos de inducdo (esquerda) e de recuperacdo anestésicas (direita) de Astyanax
altiparanae da classe de tamanho | (individuos entre 1,5 e 5,0 cm) submetidos aos 6leos
essenciais de cravo, menta e céanfora. Letras distintas indicam as diferencas estatisticas
quando comparados os tempos de inducéo e de recuperacdo nas diferentes concentracdes
testadas de um mesmo dleo.

Quando avaliados animais da classe Il, apenas o tratamento com o 6leo
de menta apresentou diferenca quanto aos periodos de inducédo anestésica
(p<0,05). O 6leo de menta, na concentracdo 120 L L2, e o 6leo de canfora, na
concentragdo 500 pL L, proporcionaram periodos mais curtos de recuperacédo

em relacdo as demais concentracdes testadas (Figura 3).
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Figura 3. Tempos de inducdo (esquerda) e recuperacdo anestésicas (direita) de Astyanax
altiparanae da classe de tamanho Il (individuos entre 5,1 e 8,0 cm) submetidos aos Oleos
essenciais de cravo, menta e canfora. Letras distintas indicam as diferengas estatisticas
quando comparados os tempos de inducéo e de recuperacdo nas diferentes concentracdes
testadas de um mesmo dleo.

Em relacdo ao 6leo de cravo, o tempo de inducdo na concentracdo 35
uL L? foi inferior ao registrado na concentracdo de 30 pL L. N&o foram
constatadas diferencas significativas entre os tempos para indugdo e
recuperacao anestésicas dos animais da classe de tamanho Ill submetidos as

concentracfes testadas de menta e canfora (Figura 4).
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Figura 4. Tempos de inducdo (esquerda) e recuperacdo anestésicas (direita) de Astyanax
altiparanae da classe de tamanho Il (individuos acima de 8,1 cm) submetidos aos o6leos
essenciais de cravo, menta e canfora. Letras distintas indicam as diferencas estatisticas
quando comparados os tempos de inducdo e de recuperacdo nas diferentes concentracdes
testadas de um mesmo dleo.

1.3.4 Niveis glicémicos
Diferencas significativas em relacdo aos niveis glicémicos dos individuos

das classes de tamanho Il e Ill submetidos aos diferentes 6leos essenciais sO

foram registradas no tratamento com o 0Oleo de canfora (Tabela 7). N&o foi
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observada diferenca significativa entre os niveis glicémicos de machos e

fémeas em nenhum dos tratamentos.

Tabela 7. Niveis glicémicos sanguineos (medianas + 50%) de lambaris Astyanax altiparanae de
sexos e classes de tamanho distintos, anestesiados com os 6leos de cravo, menta e canfora,
além dos tratamentos controle e branco.

Anestésico Parametro Variavel  (n) Glicemia (mg/dL) p
F 11 71 (47 -81)
Sexo 0,34
M 9 54 (43 -71)
Cravo
1l 10 65 (47 — 76)
Classe 0,85
11l 10 62 (43 — 80)
F 13 42 (37 — 56)
Sexo 0,45
M 7 56 (41-71)
Menta
Il 10 41,5 (41 -73)
Classe 0,67
" 10 52,5 (27 - 60)
F 11 76 (54 — 92)
Sexo 0,65
M 9 65 (42 — 80)
Céanfora
1 10 85 (65— 118)@
Classe 0,01
1] 10 52,5 (41 — 71)°
F 11 45 (38 — 63)
Sexo 0,28
M 9 65 (38 — 100)
Controle
Il 10 63,5 (38 — 83)
Classe 0,36
" 10 50,5 (27 - 61)
F 13 57 (36 — 54)
Sexo 0,93
M 7 53 (43 -70)
Branco
Il 10 57 (30 — 76)
Classe 0,96
1l 10 55 (47 — 67)

1.3.5 Concentracgdes ideais

Com base nos resultados anteriores, foram definidas as concentracdes
recomendadas de cada anestésico para as diferentes classes de tamanho de

A. altiparanae. Os tempos esperados para 0 alcance do estagio anestésico

32



cirdrgico e de recuperacdo em relacdo a cada uma das concentracdes

recomendadas séo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Concentracfes recomendadas e tempos esperados (medianas + 50%) de inducéo e
de recuperagdo anestésicas de Astyanax altiparanae das classes de tamanho I, 1l e Il
submetidos aos 6leos essenciais de cravo, menta e canfora.

x Tempo Tempo esperado
- Classe de Concentracao esperado de P pera
Anestésico : = de recuperacdo
Tamanho pL L? inducéo
(s) (s)
I (1,5-5cm) 35 449,5 (404-566) 281 (234-583)
Cravo Il (5,1-8,0 cm) 35 683 (583-752) 234 (206-276)
Il (> 8,1 cm) 35 425 (373-494) 447 (381-520)
396 (306,5-
1 (1,5-5cm) 50 504,5) 647 (550-737)
Menta 5 1.8,0cm) 130 383 (313-475) 654 (556-708)
[ (>8,1cm) 140 515 (494-535) 380,5 (305-485)
608 (490,5-
1 (1,5-5cm) 300 638.5) 166 (146-199)
Canfora 1l (5,1- 8,0 cm) 600 471 (448-582) 293 (227-383)
Il (> 8,1 cm) 600 341’28(5)7 5.5 554 (395-616)

1.4 DISCUSSAO

A eficiéncia de um anestésico é geralmente definida em funcéo do seu
periodo de laténcia (diferenca temporal entre o inicio de um evento e o
momento em que seus efeitos tornam-se perceptiveis). Diversos pesquisadores
sugerem que a inducdo anestésica de peixes deve preferencialmente ocorrer
em um periodo de aproximadamente trés minutos e que a recuperacao seja
igualmente rapida, preferencialmente em periodo inferior a cinco minutos
(Marking e Meyer, 1985; Bell, 1987; Keene et al., 1998; Roubach e Gomes,
2001; Ross e Ross, 2008). No presente caso, embora todos 0s compostos
testados tenham apresentado efeitos anestésicos para A. altiparanae, tanto o
tempo de inducdo quanto de recuperacdo anestésica foram relativamente

maiores que o sugerido por estes pesquisadores.
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No caso do oleo de cravo, a concentracdo efetiva desse anestésico teve
pouca relacdo com o tamanho dos individuos. De acordo com Ross e Ross
(2008) e Moreira et al. (2010), peixes da mesma espécie, mas de tamanhos
diferentes, exigem tempos distintos para que atinjam o estagio desejado de
anestesia cirurgica e de recuperacdo. Summerfelt e Smith (1990) e Coyle et al.
(2004), afirmaram que peixes maiores tendem a responder de forma mais
positiva aos anestésicos. Ja Roubach et al. (2005), postulam que peixes
menores apresentam superficie branquial proporcionalmente maior que a de
peixes grandes e por isso a inducdo anestésica tende a ocorrer mais
rapidamente. Ha também evidéncias de que peixes que apresentam reduzida
massa corpérea, como os lambaris, podem apresentar maior resisténcia ao
anestésico e também estar sujeitos a interferéncia de fatores inter e
intraespecificos, como formato do corpo e tamanho da superficie branquial,
quantidade de gordura corporea e variacfes na taxa metabdlica como proposto
por Burka et al. (1997). Independente do tamanho dos peixes, a concentracao
mais adequada de 6leo de cravo foi a de 35 pL L. Este valor é relativamente
préximo aos sugeridos em diversos estudos realizados com outras espécies de
peixes tropicais, que variaram de 36 a 48 pL L%, para animais com peso
variando de menos de 1 a até mais de 100 g (Tabela 9). Os resultados
mostraram ainda uma adequada previsibilidade das respostas de A. altiparanae
ao anestésico, tanto em relacdo ao periodo e a eficiéncia na indu¢do quanto na
recuperacao.

As concentragdes recomendadas para inducdo anestésica a partir do
uso de Oleo de menta foram distintas para animais de diferentes classes de
tamanho, variando entre 383 e 515 pL L. Esses valores sdo bastante
superiores aos sugeridos por outros pesquisadores, que variaram de 55,5 a
166 puL L, para peixes de diferentes espécies e com peso variando de menos
de 1 a até mais de 190 g (Tabela 9). Essa diferen¢a pode estar relacionada as
variacbes da composicdo quimica dos Odleos utilizados, uma vez que a
concentracéo de principios ativos tende a variar de produto para produto. Uma
das caracteristicas importantes do 6leo de menta € que ele apresentou uma
grande margem de seguranca quanto ao seu uso, pois ndo foi registrado uma

Unica morte durante todos os ensaios.
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A concentracdo de Oleo de canfora recomendada para A. altiparanae
das classes de tamanho Il e Il corrobora com os dados de Pedrazzani e
Ostrensky (2014), para o peixe-palhaco A. ocellaris. Nos dois estudos essa
concentracdo foi a mesma, 600 puL Lt Esses pesquisadores também
observaram uma caracteristica peculiar apresentada pelos peixes semelhante
a ocorrida com A. altiparanae. Em todos os tratamentos com o 6leo de canfora,
nas trés classes de tamanho, 0s peixes apresentaram intensa agitacao pré-
anestésica, provavelmente ocasionada pelo grande volume utilizado deste 6leo

e por sua volatilidade, perceptivel pelo forte aroma exalado durante os ensaios.

Tabela 9. Tempo de indugdo (estagio cirurgico) e de recuperacdo anestésica de diferentes
espécies de peixes utilizando diferentes 6leos essenciais.

Oleo de cravo

Peso Comprimento

Espécie ) (cm) [] IV (s) Recuperacdo Autores
aﬁfggf;:;‘e 066li - 48uL Lt 209 337 (gﬁ\grea{-gli_
, 2000)
mespgzréj}tgtrﬁcus il l2(156 17,414 4L Lt 92 145 étGglr.],g;Cl)\()eg
Rhamdia voulezii 32,5 i A8uLLT 230 74 gli_e(rggig
Cep”;:gf(’j;';“s 2?‘21 15,0+ 0,7 3uLLt 134 270 Sozjzzg‘l‘;t) al
mesopotamcus : BAULLE 106 w0 (oS
Brycon hilarii 536(,)81 163+123  48uLL?  306,3 342 (aFﬁb;%Tgt
Oleo de menta
mi‘é'ﬁ’)spsoonr:‘uam 828é781 - 166 UL Lt 110 136 Fgg:wgi ©
' (2005)
mecopotamcus  +21a L7414 s55uLLt 2585 126 (RN
oasiiensis 160 253%09  13pLLi 95 72 50
Cep”at;gf(’emus 2&15;: 150+0,7  166pLL? 120 181 Soggl‘zt) al
Thosr;fgt’gsrax Oc')?gsi 3,80+04  77,7uLLt 271 232 gﬁ'sg%alf)t
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Oleo de canfora

(Pedrazzani
Amphiprion 0,48 + 1 e
ocellaris. 0,21 2,59+0,61 600 uL L 535 229 Ostrensky,
2014)

Alteracbes nos parametros sanguineos, incluindo as taxas de glicose
plasmatica, podem decorrer de fatores como a idade dos peixes, sexo, fatores
genéticos, ambientais e nutricionais (Ranzani-Paiva e Godinho, 1988). O
presente caso mostra também que ndo se pode descartar a hipétese de que
tais alteracdes sejam também decorrentes do manejo pré-anestesia. Neste
caso, como todos os animais foram expostos as mesmas condi¢cdes de manejo,
nao foram registradas diferencas nas taxas glicémicas a ndo ser quando
comparadas as taxas quantificadas entre peixes das classes de tamanho Il e
Ill, submetidos ao 6leo de canfora. Moreira et al. (2011), trabalhando com
juvenis de tilapia do Nilo O. niloticus anestesiados com 6leo de cravo, também
nao encontraram alteracdes significativas na glicemia decorrentes do processo
anestésico.

Contrapondo os resultados obtidos neste trabalho, alguns estudos
identificaram aumento do nivel de glicose sanguinea de animais submetidos a
anestésicos com 6leos essenciais, como € o caso de juvenis de salméo
Oncorhynchus tshawytscha (Cho e Heath, 2000), expostos ao 6leo de cravo e
de cacharas Pseudoplatystoma reticulatum (Sanchez et al., 2014), submetidas
a tratamentos com 6leo de cravo e menta. Moreira et al. (2011) e Cosenza et
al. (2014), sugerem que o aumento das taxas de glicose sanguinea indicam
maior consumo de energia e, consequente, aumento no metabolismo dos
peixes.

Dentre os anestésicos testados, o 6leo de menta induziu os peixes da
classe | e Il ao estagio IV de anestesia mais rapidamente do que 0s outros
Oleos testados, porém os periodos de recuperacéo foram também maiores que
os demais. Em procedimentos em que ha necessidade de que o manejo dos
peixes seja mais rapido, como em biometrias ou inducdo hormonal, a rapida
inducdo anestésica € uma vantagem apresentada por esse 0leo em relacao
aos Oleos de cravo e cénfora. Porém, quanto mais rapida a indugdo, maior a

probabilidade de se manter os peixes anestesiados por periodos muito
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prolongados. Por isso, como relatado por Prince e Powell (2000), em ocasides
especificas, que envolvam procedimentos mais demorados ou invasivos, como
€ 0 caso da inducdo artificial & desova, pode ser ndo apenas positivo, mas
também essencial que o0 peixe permaneca anestesiado por mais tempo.

Como todos o0s Oleos essenciais avaliados neste trabalho
proporcionaram efeitos anestésicos em lambaris A. altiparanae, a escolha
sobre qual 6leo deve ser utilizado dependerd do manejo a ser empregado e
devera considerar as caracteristicas relacionadas aos periodos de inducéo e

recuperacao anestésicas proporcionado por cada oOleo.
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CAPITULO 2. EFEITO ANESTESICO DO MS-222 (TRICAINA
METANOSULFONATO) E DO PROPOFOL (2,6-DIISOPROPILFENOL) NO
LAMBARI Astyanax altiparanae (TELEOSTEI, CHARACIDAE)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito anestésico do MS-222 e do
propofol e determinar suas concentracfes ideais para manipulacdo segura de
lambaris Astyanax altiparanae em laboratério. Os peixes foram divididos,
segundo seu comprimento, em trés classes: | (individuos entre 1,5 e 5,0 cm), Il
(entre 5,1 e 8,0 cm) e Ill (maiores que 8,1 cm). Inicialmente foram realizados
testes pilotos para se avaliar as concentracfes de anestésicos adequadas para
promocao dos cinco possiveis estagios anestésicos (I — sedacao, Il — anestesia
leve, 1l — anestesia profunda, IV — anestesia cirargica, V — colapso medular).
Definidas as concentragfes minimas e maximas necessarias para se promover
a anestesia no estagio IV, os animais foram expostos a cinco concentracdes
intermediarias (n=10 peixes/concentracdo) de cada um dos anestésicos, por 15
minutos. Foi ainda avaliado um grupo ndo exposto a anestésico (branco).
Depois, os animais foram transferidos para agua sem anestésico para
avaliacdo do tempo necessario para sua recuperacdo. Adicionalmente, foi
aferido o nivel glicémico de peixes das classes Il e Ill submetidos as
concentracbes definidas previamente como ideais para cada um dos
anestésicos testados (n=10 peixes/tratamento). Ambas as substancias
avaliadas sao adequadas para anestesia de A. altiparanae. A concentragéo
ideal de MS-222 para as trés classes de tamanho foi a mesma, 90 mg L. As
concentracbes ideais de propofol para inducdo a anestesia cirargica das
classes de tamanho I, Il e Ill foram de 0,22, 0,23 e de 0,27 mg L%,

respectivamente.

Palavras-chave: espécie-modelo, anestésico sintético, manejo, peixe
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2.1 INTRODUCAO

O uso de peixes como modelo em ensaios laboratoriais, segundo Detolla
et al. (1995) e Jenkins et al. (2014), tem se intensificado nas ultimas décadas.
Em alguns paises, peixes ja sdo o terceiro grupo animal mais utilizado em
experimentos cientificos (Overturf, 2009). Sabe-se, contudo, que durante as
atividades de rotina em ensaios laboratoriais com peixes, assim como ocorre
na aquicultura em geral, 0s peixes sdo expostos a uma variedade de fatores
estressantes com elevado potencial de afetar sua condicdo fisica e seu bem-
estar, como ocorre, por exemplo, durante atividades relacionadas a biometria,
ao transporte, a colheita de gametas e sangue, a marcacao e a identificacdo de
individuos, procedimentos cirirgicos, entre outros (Barton, 2000; Lima et al.,
2006; Ashley, 2007).

Com o prop6sito de minimizar as condi¢cdes adversas decorrentes dos
diferentes procedimentos de manejo, uma série de substancias tém sido
utilizadas na anestesia de peixes. Substancias naturais, como 0leos essenciais
de cravo e menta tém sido amplamente utilizadas para este fim, conforme
relatado por Taylor e Roberts (1999), Harper (2003) e Pali¢ et al. (2006).
Entretanto, os principais anestésicos empregados ainda sédo os sintéticos, entre
eles o sulfato de quinaldina (2-metilquinolina), a benzocaina (p-aminobenzoato
de etila), o 2-fenoxietanol (Inoue et al., 2004; Velasco-Santamaria et al., 2008;
Bertozi Junior et al.,, 2014), mais recentemente, o propofol (Pedrazzani e
Ostrensky, 2014), e 0 MS-222 (tricaina metanosulfonato), o anestésico sintético
mais utilizado em todo mundo (Kreiberg, 2003; Rombough, 2007; Popovic et
al., 2012; Sneddon, 2012b).

O MS-222 é encontrado na forma de um pé branco cristalino e tem como
principais caracteristicas a elevada solubilidade em &gua, a habilidade de
promover uma rapida inducdo e possibilitar uma completa recuperagdo dos
animais submetidos a anestesia. (Hseu et al., 1998; Roberts, 2009; Readman
et al., 2013).

O MS-222 vem sendo empregado tanto em peixes continentais quanto
marinhos (Lemm, 1993; Hseu et al., 1998; Roubach et al., 2001; Sladky et al.,
2001; Welker et al., 2007; Ross e Ross, 2008; Zahl et al., 2010; Gholipour et
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al., 2011; Stockman et al., 2012; Ribeiro et al., 2013; Gressler, Riffel, et al.,
2014; Nordgreen et al., 2014). Além disso, é 0 Unico com uso autorizado pela
U.S. Food and Drug Administration (Fda, 1997; Carter et al., 2011; Delbon e
Ranzani-Paiva, 2012).

O primeiro registro da eficacia anestésica do propofol (2,6-diisopropofol),
segundo Glen (1980), foi em 1973, em um experimento com ratos.
Posteriormente, Kay e Rolly (1977), foram os primeiros pesquisadores a utilizar
o propofol como agente anestésico em humanos. Atualmente, de acordo com
Miller e Eriksson (2009), o propofol € o anestésico mais utilizado na inducao e
manutencdo da anestesia e sedacdo de vertebrados superiores, sendo
amplamente utilizado na anestesia de humanos (Andrews et al., 1997).

O propofol também tem sido utilizado como promotor anestésico em
diferentes espécies aquéticas, como o0 tubardo bamboo Chiloscyllium
plagiosum (Miller et al., 2005), o golfinho nariz de garrafa Tursiops truncatus
(Howard et al., 2006), a tartaruga Caretta caretta (Maclean et al., 2008), o
caranguejo azul Callinectes sapidus (Quesada et al., 2011), e a ra-touro
Lithobates catesbeianus (Cardoso, 2012). Estudos recentes evidenciam
também a eficacia do propofol na anestesia segura de peixes, como € 0 caso
de Fleming et al. (2003), com o esturjdo Acipenser oxyrinchus; Peyghan et al.
(2008), com a carpa-capim Ctenopharyngodon idella; Gressler et al. (2012),
com o jundid Rhamdia quelen; Valenga-Silva et al. (2014), com a tilapia
Oreochromis niloticus e Pedrazzani e Ostrensky (2014), com o peixe-palhaco
Amphiprion ocellaris.

O propofol encontra-se comercialmente disponivel na forma de uma
emulsdo aquosa de cor esbranquicada, na concentracdo de 1%, em veiculo
contendo 10% de 6leo de soja, 2,25% de glicerol e 1,2% de lecitina de ovo
purificada como surfactante (Massone, 1999; Miller e Eriksson, 2009; Meyer e
Fish, 2011). Este composto popularizou-se devido a sua curta agdo anestésica
e rapida recuperacdo e por ser considerado seguro e com efeitos colaterais
minimos (Sawyer, 2008; Gomutka et al., 2014).

Gholipour e Ahadizadeh (2013), afirmam porém, que a eficacia e a
seguranca de qualquer agente anestésico podem variar de acordo com a

espécie, o0 estagio de vida e com as condi¢cdes ambientais em que o animal se

46



encontra. Esses autores ressaltam que ainda sdo poucos os estudos que
avaliam a eficicia do propofol em peixes e sugerem que mais estudos sejam
realizados, para que se determinem as condi¢des operacionais adequadas e as
vantagens comparativas do uso do propofol na inducdo anestésica em relacao
a outros anestésicos empregados em peixes.

Este trabalho propbe-se a investigar o uso do MS-222 e do propofol
como promotores anestésicos para a manipulacdo de lambaris A. altiparanae,
em condi¢cdes de laboratoério, definindo as concentracbes mais recomendadas
para a anestesia em estagio cirargico para as diferentes classes de tamanho

de individuos dessa espécie.

2.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa com
Organismos Aquaticos (LAPOA), do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos
Ambientais (GIA), localizado no Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Parana (UFPR), em Curitiba/PR.

2.2.1 Origem e manutencao dos peixes

Os peixes utilizados nos experimentos foram obtidos junto a uma
empresa comercial sediada em Curitiba/PR. Ap0s a recepcdo, 0s animais
passaram por aclimatacdo gradual as condicdes laboratoriais de temperatura e
de pH da agua conforme descrito no item 2.2.3. A seguir, foram acondicionados
em trés tanques circulares contendo sistemas internos de filtragem bioldgica,
preenchidos com 800 L de &gua e mantidos sob aeracdo continua. A
temperatura foi controlada através do uso de termostato digital (Steck-TIC-
17RGTi, Brasil) e mantida entre 24,0 e 26,0°C. Os animais foram alimentados,
ad libitum, duas vezes ao dia (8:00 e 18:00 horas), com ragdo comercial

contendo 45% de proteina bruta.
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2.2.2 Biometria

Antes da classificagcdo e de acordo com a sua classe de tamanho, os
peixes foram pesados individualmente em balanca digital de precisédo
(Shimadzu-AY220, Japao) e entdo medidos (comprimento total), com auxilio de
um paquimetro manual (Vonder-200mm/0,05mm, Brasil). A biometria foi
realizada também apds a exposicdo aos anestésicos, ou seja, imediatamente

antes da transferéncia dos animais para os recipientes de recuperacao.

2.2.3 Sistema de observacéo

Previamente ao inicio dos ensaios, 0s peixes, ja selecionados por classe
de tamanho, eram coletados ao acaso dos tanques de manutencdo e
transferidos para os aquarios de observacao, onde ficavam por trés dias, antes
do inicio dos experimentos. O sistema de observacdo era constituido por 24
aguarios retangulares de vidro (30x30x40 cm), preenchidos com 25 L de agua.
Os aquéarios eram interligados por um sistema de recirculacdo de agua e filtros
biolégicos e mecénicos, e mantidos sob aeragédo constante. ApGs o periodo de
adaptacao, os peixes eram entao expostos aos tratamentos anestésicos.

Durante os experimentos, eram realizados o monitoramento e o controle
diario dos seguintes parametros fisico-quimicos da agua nos sistemas de
recirculacdo: pH (6,99 + 0,41) (média + desvio padréo), através de peagametro
digital (AZ-86505, China); temperatura (25,3°C + 1,69), oxigénio dissolvido
(6,18 £ 0,77 mg/L) e percentual de saturacdo de oxigénio (75,46 + 8,48), por
meio de oximetro digital (YSI 550A, EUA); concentracdo de CO: dissolvido na
agua (1,73 + 0,72 mg/L), mensurada por titulometria com hidroxido de so6dio
0,02N (Apha., 2005a) e concentracdo de nitrogénio na forma de amonia total
(0,16 = 0,4 mg/L), obtida pelo método do indofenol (Apha., 2005b), seguido de
leitura das amostras em espectrofotdometro de bancada (Spectronic 20
Genesys, EUA).
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2.2.4 Determinacao das concentracdes anestésicas efetivas

Solugdes-estoques (10%), foram preparadas dissolvendo-se cada um
dos anestésicos em agua destilada. As respectivas solucbes foram mantidas
em frascos ambar sob refrigeracdo. As solucBes-teste, por sua vez, foram
obtidas a partir da diluicdo das solugbes-estoque em agua proveniente do
sistema de manutencdo dos peixes em béqueres de 1 ou 2 L, onde os peixes
foram anestesiados.

Os efeitos anestésicos do MS-222 e do propofol para A. altiparanae
foram avaliados em duas etapas: 1) Realizacdo de experimentos pilotos,
destinados apenas a determinacdo das concentracfes necessarias para se
obter todos 0s cinco estagios anestésicos possiveis (Tabela 10); 2) Realizacéo
de ensaios para determinacdo das concentracbes mais adequadas para se
obter o estagio de anestesia cirlrgica dos animais, com riscos minimos a
sobrevivéncia dos mesmos.

Os experimentos pilotos seguiram metodologia proposta por Pedrazzani
e Ostrensky (2014). Para isso, um peixe era colocado em um recipiente de
vidro (Becker), contendo o respectivo anestésico na concentracdo desejada.
Apds quinze minutos de exposicao, o peixe era avaliado quanto as provaveis
alteracdes comportamentais caracteristicas de cada estagio anestésico. Em
conformidade com a resposta obtida, uma nova e mais elevada concentracdo
era preparada e um novo peixe exposto individualmente ao respectivo
anestésico. Esse procedimento era repetido sucessivamente até que as
dosagens utilizadas fossem suficientes para promoc¢do de todos os niveis
anestésicos. Dessa forma, os experimentos pilotos foram realizados utilizando
0 numero minimo necessario de animais para definicdo das faixas de
concentracOes efetivas de cada anestésico. Foram consideradas seguras as
concentragcdes que induziram a maioria dos animais ao estagio anestésico |V,

porém sem causar a morte do individuo.
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Tabela 10. Estagios de inducdo anestésica e comportamentos caracteristicos avaliados para
determinacgéo da eficacia do MS-222 e do propofol, como anestésicos para o lambari Astyanax
altiparanae.

Estagio anestésico Parametros comportamentais
| — Sedacao Perda de rea¢do ao toque e a estimulos visuais.
Il — Anestesia leve Inicio de perda de equilibrio, caracterizado pelo

movimento natatério na posicdo normal intercalado por

movimentagao irregular (lateral).

[l — Anestesia profunda Perda total de equilibrio, natacdo descoordenada.

IV — Anestesia cirurgica Minimo movimento opercular, auséncia de movimentos
natatorios.

V — Colapso medular Auséncia de batimentos operculares. Elevado risco de
morte.

Fonte: Adaptado de (Ross e Ross, 2008).

by

Para realizacdo dos experimentos destinados a determinacdo das
concentracfes necessarias para anestesia cirdrgica (estagio IV), os animais
foram separados em trés diferentes classes, de acordo com seu comprimento:
classe I: peixes de 1,5 a 5,0 cm; classe Il: peixes de 5,1 a 8,0 cm; classe lll:
peixes com comprimento acima de 8,0 cm. Cinco concentracbes de cada
anestésico, definidas a partir dos resultados obtidos nos experimentos pilotos,
foram testadas para cada uma das classes de tamanho (Tabela 11). A
concentracdo letal é subsequente a maior concentracdo utilizada nos

tratamentos.

Tabela 11. Concentracbes de MS-222 e propofol, avaliadas para efeito anestésico para o
lambari Astyanax altiparanae de diferentes classes de tamanho.

Composto Classe
(mgL?) I I 1
70; 75; 80; 50; 60; 70; 50; 60; 70;
MS-222 85; 90 80; 90 80; 90
Propofol 0,21; 0,22; 0,23; 0,21; 0,22; 0,23; 0,24; 0,25; 0,26;
P 0,24; 0,25 0,24; 0,25 0,27; 0,28

Os animais (n=10 peixes/concentragdo/anestésico) foram anestesiados

em béqueres de 1 L, nos testes com peixes das classes | e Il e em béqueres de
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2 L, nos experimentos com peixes da classe Ill. Os animais eram imersos
individualmente, durante quinze minutos, nas solugdes-teste (fase de inducéo
anestésica). Um outro grupo de 10 peixes foi submetido ao mesmo
procedimento, porém, neste caso, a imersao foi feita em agua sem o uso de
qualquer anestésico (branco), pelo mesmo periodo.

Durante a fase de inducdo eram cronometrados e registrados 0s
tempos necessarios para que 0s peixes atingissem o0s estagios anestésicos
desejados. Posteriormente, era realizada a identificacdo sexual dos animais,
através do dimorfismo que ocorre em relacdo a aspereza presente na
nadadeira anal dos machos e que ndo ocorre em relacdo as fémeas (Andrade
et al.,, 1984; Navarro et al., 2006). Em seguida, os peixes eram transferidos
para béqueres contendo agua isenta de anestésicos (fase de recuperacado). Os
animais eram considerados recuperados quando retornavam a posicao vertical
e passavam a nadar regularmente. O tempo necessario para recuperacgao foi
cronometrado e registrado.

Apos as fases de inducdo e de recuperacdo anestésicas, 0S peixes
foram transferidos para os aquarios de manutencdo e monitorados por mais 48
horas, para avaliacdo de eventual mortalidade e registro de seu

comportamento alimentar.

2.2.5 Colheita de sangue e analise dos niveis glicémicos

Peixes da classe Il e da classe Ill foram submetidos individualmente as
concentracbes previamente definidas como ideais para cada um dos
anestésicos testados (n=10/classe/anestésico). Peixes do grupo branco foram
submetidos ao mesmo procedimento de manejo, porém sem a adicdo de
qualguer substéncia exdgena. O procedimento de indugdo anestésica foi
semelhante ao descrito anteriormente. Ao final desse periodo, os peixes foram
submetidos a venopuncéo na regiao caudal, com auxilio de seringas de 3 ml e
agulhas de 0,55 x 20 mm, para colheita de cerca de 0,5 ml de sangue. As taxas
de glicemia foram analisadas por meio de um glicosimetro digital (FreeStyle
Lite®, China) e tiras analiticas (OneTouch Select, EUA). Em seguida, os

animais foram transferidos para um tanque de recuperacdo, onde foram
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mantidos em observacao por 48 horas. Os peixes da classe |, por sua vez, nao
apresentavam volume sanguineo suficiente para a obtencdo de amostras para

as analises e, por esse motivo, ndo foram analisados.

2.2.6 Andlise estatistica

Foi realizada uma andlise preliminar de normalidade dos dados obtidos,
através do teste de Shapiro-Wilk. Como os dados ndo se ajustavam a curva
normal de Gauss, os tempos de inducdo e recuperacdo anestésica dos
diferentes compostos testados foram comparados estatisticamente através dos
testes de Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis. Todos os testes foram efetuados
com intervalo de confianga de 95% utilizando-se o software Statsoft StatisticaMR
versdo 10.0 (StatSoft, EUA).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Concentracdes x estagios anestésicos atingidos

Mesmo as menores concentracdes testadas, tanto no caso do MS-222
quanto no caso do propofol, foram suficientes para promover o estagio | e Il de
anestesia em todos os individuos utilizados nos ensaios. Além disso, foram, em
todos os casos, identificadas concentracdes que possibilitaram que parte ou
que a totalidade dos organismos submetidos aos produtos testados atingissem
0s estagios anestésicos Il e IV. Apenas no caso dos experimentos com
propofol e utilizando-se individuos da classe Ill, nenhum peixe atingiu o estagio
anestésico V. Em todos o0s outros casos, pelo menos um animal atingiu este
estagio, porem nunca em proporcdo superior a 30% dos exemplares
submetidos aos anestésicos. Nenhum peixe morreu durante o experimento
(Tabela 12). Nao foram observadas alteragbes comportamentais no tratamento
sem anestésicos e nenhum peixe, de nenhuma classe de tamanho, morreu

durante as 48 horas posteriores ao periodo de recuperacao anestésica.
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Tabela 12. ConcentragBes utilizadas para efeito anestésico de exemplares de Astyanax
altiparanae da classe de tamanho | (individuos entre 1,5 a 5,0 cm), Il (5,1 a 8,0 cm) e Ill (acima
de 8,1 cm) e o respectivo nimero de individuos que atingiram os diferentes estagios
anestésicos.

Classe de Concentragao Estdgio anestésico

Anestesico . manho (mgL?) | I 1] \% v Mortes
70 10 10 0 0 0 0
75 10 10 1 0 0 0
I 80 10 10 3 0 0 0
85 10 10 4 1 0 0
90 10 10 10 7 1 0
50 10 10 0 0 0 0
60 10 10 3 0 0 0
MS-222 Il 70 10 10 2 0 0 0
80 10 10 8 3 0 0
90 10 10 10 7 1 0
50 10 10 0 0 0 0
60 10 10 1 0 0 0
1l 70 10 10 4 0 0 0
80 10 10 10 9 0 0
90 10 10 10 10 1 0
0,21 10 10 10 10 0 0
0,22 10 10 10 9 0 0
I 0,23 10 10 10 10 0 0
0,24 10 10 10 10 0 0
0,25 10 10 10 10 2 0
0,21 10 10 8 7 0 0
0,22 10 10 9 9 0 0
PROPOFOL Il 0,23 10 10 9 9 0 0
0,24 10 10 9 8 0 0
0,25 10 10 10 10 3 0
0,24 10 10 0 0 0 0
0,25 10 10 3 0 0 0
1] 0,26 10 10 9 7 0 0
0,27 10 10 10 9 0 0
0,28 10 10 10 9 0 0

2.3.2 Influéncia do peso individual sobre o tempo de inducdo e de

recuperacao anestésica

Os tempos de inducéo e de recuperacdo anestésica em fungédo do peso
individual dos peixes utilizados e das concentragcdes testadas estdo

apresentados na Figura 5. Nos ensaios com o0 MS-222, observou-se que tanto
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0 peso dos animais quanto as concentracfes utilizadas tiveram pouca
influéncia sobre o tempo de inducédo anestésica ao estagio cirurgico. O tempo
de recuperagdo anestésica também néo foi afetado pelo peso dos animais,
mas houve uma clara influéncia da concentracdo do anestésico sobre tempo de
recuperacdo do animal. Dois grupos foram observados, um envolvendo as
concentracdes inferiores a 70 mg L, que apresentou tempo de recuperacéo
mais curto, e o grupo dos peixes submetidos a concentracdes entre 70 e 90 mg
L, cujo tempo de recuperacédo foi duas vezes maior.

JA em relacdo ao propofol, houve uma menor influéncia das
concentracdes utilizadas e uma maior influéncia do peso dos individuos sobre o
tempo de anestesia em nivel cirdrgico. Individuos maiores que 25 ¢
apresentaram menor tempo de inducdo. Por outro lado, em relacdo a
recuperacdo da anestesia a situacao se inverteu. O peso dos peixes teve muito
pouco influéncia sobre o tempo de recuperacéo, que foi bastante influenciado
pela concentracao de propofol utilizada.

N&do houve correlacdo significativa entre o tempo de inducdo e de
recuperacdo anestésica nem em relacdo aos peixes submetidos ao MS-222

(p=0,16) e nem em relacao ao propofol (p=0,59).
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Figura 5. Tempos de indugcdo anestésica ao estagio cirlrgico (esquerda) e de recuperagdo
anestésica (direita) em relag@o a concentracao e ao peso de Astyanax altiparanae submetidos
ao MS-222 (superior) e ao propofol (inferior).

2.3.3 ConcentracOes ideais de cada anestésico

Com base no conjunto de resultados obtidos, foram selecionadas e
avaliadas, de forma comparativa, as concentracfes anestésicas em que 0S
peixes de cada classe de tamanho atingiram todos os seguintes critérios
preestabelecidos: a) a maioria dos individuos testados deveria atingir o estagio
anestésico cirurgico (estagio IV); b) ndo mais que 30% dos individuos testados
poderia atingir o estagio anestésico V; c¢) a mortalidade maxima deveria ser
inferior a 10% dos individuos testados.

Peixes da classe | expostos ao MS-222 apresentaram menor tempo de
inducdo e maior tempo de recuperacdo anestésicas na concentracdo de 90 mg

hY

Lt em relacdo a concentracdo de 85 mg L1. No caso do propofol, houve
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diferencas entre as concentracdes testadas apenas em relacdo ao tempo de

inducéo anestésica (p<0,05) (Figura 6).
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Figura 6. Tempos de inducdo (esquerda) e de recuperacdo anestésicas (direita) de Astyanax
altiparanae da classe de tamanho | (individuos entre 1,5 e 5,0 cm) submetidos ao MS-222 e ao
propofol que atingiram o estadgio de anestesia cirdrgica. Letras distintas indicam diferenca
estatistica quando comparados os tempos de indugéo e de recuperagao para as concentracdes
testadas de um mesmo anestésico.

O mesmo padréo foi, em linhas gerais, observado em relagdo aos peixes
da classe Il. Nesse caso, entretanto, ndo houve diferenca (p>0,05) entre os
tempos necessarios para a inducdo anestésica dos peixes expostos ao

propofol (Figura 7).
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Figura 7. Tempos de inducdo (esquerda) e de recuperacdo anestésicas (direita) de Astyanax
altiparanae da classe de tamanho Il (individuos entre 5,1 e 8,0 cm) submetidos ao MS-222 e ao
propofol que atingiram o estidgio de anestesia cirlrgica. Letras distintas indicam diferenca
estatistica quando comparados os tempos de inducao e de recuperacao para as concentracdes
testadas de um mesmo anestésico.

Em relacdo aos peixes da classe lll, ndo foram observadas diferencas

significativas (p>0,05) nos tempos de indugéo ou nos tempos de recuperagao
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anestésica em relacdo a nenhuma das concentracfes testadas de cada

anestésico (Figura 8).
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Figura 8. Tempos de inducdo (esquerda) e de recuperacdo anestésicas (direita) de Astyanax
altiparanae da classe de tamanho Il (individuos acima de 8,1 cm) submetidos ao MS-222 e ao
propofol que atingiram o estdgio de anestesia cirlrgica. Letras distintas indicam diferenca
estatistica quando comparados os tempos de indugéo e de recuperacdo para as concentracdes
testadas de um mesmo anestésico.

Com base nesses resultados foram entdo definidas as concentracées
recomendadas de cada anestésico para as diferentes classes de tamanho de
A. altiparanae. Procurou-se sempre utilizar a menor concentracdo possivel para
se obter o efeito desejado. Os tempos esperados para o alcance do estagio
anestésico cirdrgico e de recuperacdo em relacdo a cada uma das

concentracfes recomendadas sdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Concentragbes ideais e tempos (s) esperados (medianas + 50%) de inducdo e
recuperacao anestésicas das classes de tamanho I, Il e lll de Astyanax altiparanae submetidos
ao MS-222 e propofol.

o Classe de Concentracéo Temp(_) espgrado Tempo esperaNdo
Anestésico Tamanho L1 de indugéo de recuperacao
m9 (s) (s)
1 (1,5-5cm) 90 476 (454-514) 320 (311-394)
MS-222 11 (5,1-8,0cm) 90 469 (443-521) 313 (243-325)
Il (> 8,1 cm) 90 545,5 (403-611) 413,5 (405,5-460)
I (1,5-5cm) 0,22 508 (434-620,5) 523 (490-566)
Propofol 11 (5,1 - 8,0 cm) 0,23 497 (452-653) 617 (501-877)
Il (> 8,1 cm) 0,27 737 (710-767) 568 (485-605)
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2.3.4 Niveis glicémicos

N&o foram observadas diferencas significativas em relagdo aos niveis
glicémicos e nem ao sexo dos individuos das classes de tamanho Il e Il
submetidos aos diferentes compostos anestésicos nas concentracoes

consideradas ideais definidas anteriormente (Tabela 14).

Tabela 14. Niveis glicémicos médios de lambaris Astyanax altiparanae de sexos e classes de
tamanho distintos (Il — animais entre 5,1 e 8,0 cm; e Ill — animais maiores que 8 cm),
anestesiados com as concentragfes de MS-222 e de propofol, definidas como ideais para cada
classe.

Anestésico Parametro  Variavel (n) Glicemia (mg/dL) p*
F 11 53,7 (+ 16,2)**
MS.029 Sexo M 9 69,8 (+ 19,4) 0,32
Classe I 10 71,5 (+ 22,6) 0.08
11 10 55,1 (+ 17,4) ’
F 11 65,8 (+ 20,8)
Propofol Sexo M 9 50,4 (+ 16,8) 0,05
Classe I 10 65,9 (+ 22,0) 0.08
1l 10 61,9 (+ 16,4) ’
F 13 59,6 (+ 16,5)
Sranco Sexo M 7 63,1 (+ 23.9) 0,93
Classe I 10 66,6 (+ 21,1) 0.96
11 10 55,1 (+ 17,4) ’
Probabilidade
Anestésicos 0,95
Sexo 0,09
Classe 0,32

* Probabilidade calculada através do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis

** \Jalores entre parénteses representam o erro padrdo das respectivas médias apresentadas

2.4 DISCUSSAO

De acordo com Noga (1996) e Ross & Ross (2008), a inducao
anestésica em peixes deve ocorrer rapidamente, preferencialmente em um
periodo de trés a cinco minutos, promovendo minima reacdo de hiperatividade
ou de estresse. A recuperacdo também deve ser rapida, com duracdo
recomendada de cinco a dez minutos apos 0s animais serem transferidos para

agua sem anestésicos (Marking e Meyer, 1985; Roubach e Gomes, 2001).
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Os resultados aqui obtidos sugerem que uma mesma concentracdo de
MS-222 (90 mg L), pode ser utilizada para a anestesia de A. altiparanae,
independentemente da classe de tamanho dos animais. Este valor €
compativel com o recomendado por outros pesquisadores (cujas
concentracbes variam de 70 a 168 mg L) para peixes de diferentes espécies
com peso de um a 1 até mais de 30 g) (Tabela 15).

Roubach et al. (2005) e Zahl et al. (2011) afirmaram que peixes
menores, por apresentarem superficie branquial reduzida, demandam
concentracbes menores de anestésico. Essa tendéncia, foi aqui observada
apenas quando da comparacao entre os resultados obtidos para animais das
classes de tamanho | e lll expostos ao propofol. Mas, ndo € suficiente para
explicar as diferencas entre as concentragdes aqui recomendadas de propofol
para A. altiparanae (0,22, 0,23 e 0,27 mg L%, para individuos das classes |, Il e
I, respectivamente) em relacdo aos 2,5 e aos 6,99 mg L recomendados para
anestesia de Rhamdia quelen (Gressler et al., 2012) e de Carassius auratus
(Gholipour e Ahadizadeh, 2013), respectivamente, que utilizaram animais de
tamanhos compativeis com os aqui testados. Nesse caso, portanto, é provavel
que a diferenca seja mesmo um critério espécie especifico.

Importante, porém, é que no presente caso, tanto as concentragdes
recomendadas de MS-222 e de propofol apresentaram grande margem de
seguranca, pois ndo ocorreu nenhuma morte de animais expostos a tais

concentracdes durante a exposi¢cao ou nas 48 h subsequentes.
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Tabela 15. Tempo de inducdo (estagio cirtrgico) e de recuperacdo anestésica de diferentes
espécies de peixes utilizando diferentes compostos sintéticos.

MS-222
. Peso  Comprimento Concentragdo 1empode  Tempode
Espécie L indugao recuperacgao Autores
(@) (cm) (mg L™) (s) (s)

Brycon i (Roubach et
cephalus 315+8,1 100 175,8 191,4 al., 2001)
Ictalurus (Welker et
punctatus 18411 i 180 408 222 al., 2007)

(Maricchiolo
Pagellus e
bogaraveo 10,8 +5,3 - 70 283,8 103,8 Genovese,
2011)

Puntius (Mercy et
denisonii 16535 i 100 506 165 al., 2013)

. . 0,25+ i (Nordgreen
Danio rerio 0,03 168 101,9 92 etal., 2014)
Propofol
Rhamdia (Gressler et
quelen 47+11 8,23+0,12 2,5 139,2 561,1 al., 2012)
Carassius (Gholipour e

8,020 10,0+ 2,0 6,99 444 511,2 Ahadizadeh,

auratus 2013)

De acordo com Park et al. (2008), além da concentracdo utilizada, a

determinacdo do tempo de exposicdo € essencial para a eficacia do
anestésico, uma vez que exposicdes prolongadas podem eventualmente
aumentar as taxas mortalidade dos peixes. No presente estudo, o MS-222
proporcionou tempos de resposta a inducdo ao estagio de anestesia cirlrgica
5,6 a 26,0% menores que os proporcionados pelo propofol. Ja em relacdo ao
tempo de recuperacdo anestésica essa diferenca foi ainda maior, variando de
27,2 a 49,2%, dependendo da classe de tamanho dos animais utilizados. Essa
€ uma evidente vantagem do MS-222 em relacdo ao propofol, especialmente
nos casos em que ha necessidade de maior rapidez durante o manejo.
Contudo,

em casos especificos, como em procedimentos que

demandam maior tempo de anestesia, como acontece em casos de

reproducao induzida ou em cirurgias, um periodo mais prolongado de anestesia
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pode ser ndo apenas positivo, mas necessario (Prince e Powell, 2000). Assim,
para esses casos, 0 propofol se mostra potencialmente mais adequado.

Outra vantagem do propofol € que ele pode ser utilizado na forma
injetavel, mesmo para peixes, como ja descrito por Fleming et al. (2003),
Peyghan et al. (2008) e Gomutka et al. (2014). J& o MS-222 ndo apresenta
essa facilidade. Porém, como a forma injetadvel requer a contencéo fisica do
animal e pode causar dor, possiveis injurias fisicas e estresse, essa é uma
vantagem apenas relativa e talvez s6 faca sentido quando da utilizacdo de
peixes de grande tamanho.

A avaliacdo de diferentes parametros sanguineos, pode constituir uma
importante ferramenta na determinacédo de concentracdes 6timas de diferentes
anestésicos e indicar o nivel de estresse dos peixes durante sua manipulacéo
(Feng et al, 2011). Contudo, a dificuldade de obtencdo de volumes
significativos de sangue dos individuos de A. altiparanae, especialmente os da
classe |, limitaram a possibilidade de analise de outros parametros sanguineos
além da glicemia.

Ainda assim, a glicemia tem se tornado um parametro frequente nos
estudos com anestesia de peixes. Roubach et al. (2001), observaram
alteracbes no padrdo glicémico de juvenis da matrinxd Brycon cephalus
expostos a concentragées de 200 e 300 mg L de MS-222. Ictalurus punctatus
foram submetidos por Welker et al. (2007), a uma concentragdo de MS-222
duas vezes maior que a utlizada neste trabalho e os peixes também
apresentaram alteracdes nas taxas glicémicas ap0s a exposicdo. Estes
pesquisadores sugerem que altas concentracdes de MS-222 podem ocasionar
estresse nos animais e consequente alteracdo no quadro glicémico. Contudo, o
incremento das taxas glicémicas decorrentes da exposicdo a agentes
anestésicos também pode ser descrito como consequéncia do aumento da
liberacdo de catecolaminas na corrente sanguinea em razdo da hipdxia
causada pela supressao da respiracdo dos peixes durante a anestesia ou ainda
como uma resposta adaptativa ao agente estressor (lwama et al., 1989; Fabbri
et al., 1998; Pankhurst, 2011).

Gressler, Sutili, et al. (2014), submeteu juvenis de jundid Rhamdia

quelen a concentracdes de 0,4 e 0,8 mg L%, concentracdes relativamente
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proximas as utilizadas neste trabalho e ndo observou diferencas no indice
glicémico. Entretanto, Gomutka et al. (2014), avaliaram parametros
hematolégicos de individuos de Coregonus sp. (European whitefish),
anestesiados com 5 mg L de propofol e concluiram que houve diferencas nas
taxas glicémicas apos os tratamentos. Estes pesquisadores afirmam que
procedimentos que favorecam a incidéncia de estresse em peixes s&o
acompanhados pelo aumento da glicose sanguinea e consequentemente da
gliconeogénese, porém ressaltam que ndo é possivel afirmar qual a
intensidade e quais tipos de manejo favorecam de forma significativa estas
alteracdes. De acordo com (Takahashi et al. (2008)), fatores como tamanho
dos peixes, sexo, espécie, tipo, intensidade e severidade do agente estressor
também podem colaborar para alteracdes na glicose sanguinea circulante,
entretanto estes fatores ainda precisam ser melhor esclarecidos para que seja
possivel concluir sobre a acdo do propofol na homeostase sanguinea de peixes
anestesiados com este agente.

No presente estudo, porém, todos os animais foram expostos as
mesmas condicdes de manejo durante os ensaios e ndo foram registradas
diferengas nas taxas glicémicas em relagdo a nenhum dos anestésicos
utilizados, nem para peixes de sexo e nem de tamanhos distintos. Esse
resultado reforca a conviccdo de que tanto o MS-222 quanto o propofol
apresentaram resultados bastante satisfatérios e apropriados para a anestesia
de A. altiparanae. Neste caso, a escolha sobre qual produto deve ser utilizado
dependera do manejo a ser empregado e devera considerar as caracteristicas
relacionadas aos periodos de inducdo e recuperacdo anestésicas
proporcionado por cada um deles, além de fatores como custo e facilidade de

obtencao dos produtos.
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CAPITULO 3. USO DE ANESTES,ICOS NO MANEJO DE LAMBARIS
Astyanax altiparanae EM LABORATORIO.

André Luiz Vicente & Antonio Ostrensky.
Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais (GIA), Universidade
Federal do Parana, Curitiba, Parand, Brasil.
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Lambaris constituem um grupo de peixes de grande importancia
econdmica e ecologica, em especial pela grande demanda para consumo in
natura, como isca-viva para pesca esportiva e na alimentacdo de outras
espécies de peixes carnivoros. Considerado uma espécie de peixe de elevada
rusticidade, produtividade e de facil manejo em condicdes de cultivo, o lambari
tem sido frequentemente utilizado como bioindicador e como espécie modelo
em ensaios laboratoriais.

Procedimentos de rotina em producdo e em pesquisa relacionadas a
piscicultura sdo potenciais causadores de estresse. Atividades de manejo como
identificacdo de matrizes, injecdo de horménios para reproducado, obtencao de
sangue e tecidos para analises laboratoriais, vacinacdo, transporte e biometria
(Figura 9) podem resultar em imunossupressao, injurias fisicas e até mesmo
em morte dos peixes. Com o propdsito de otimizar o manejo sem que fatores
de estresse e danos a integridade fisica dos peixes ocorram, o uso de
anestésicos tem se tornado uma pratica de rotina em situacbes e

procedimentos em que a manipulacéo direta dos animais € necessaria.
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Figura 9. Biometria do lambari do rabo amarelo Astyanax altiparanae: (a) Mensuracao; (b)
Pesagem. Fotos: Antonio Ostrensky (a); Thayzi Zeni (b).

Entre alguns dos produtos sintéticos mais comuns utilizados na
anestesia de peixes estdo o MS-222 (tricaina metanosulfonato) e o propofol
(2,6-diisopropilfenol). O MS-222, é o anestésico mais utilizado em todo mundo
e 0 Unico com uso autorizado pela agéncia norte-americana FDA (Food and
Drug Administration). J& o propofol é o anestésico mais utilizado em animais de
uma forma geral e tem sido utilizado cada vez com maior frequéncia em peixes.
Mas, além do alto custo, os anestésicos sintéticos possuem venda controlada,
sdo geralmente dificeis de serem encontrados no mercado e ainda podem ter
restricdes legais de uso.

Produtos naturais, derivados de plantas como os 6leos essenciais de
cravo Syzygium aromaticum e de menta Mentha arvensis também sédo
comumente utilizados como anestésicos para peixes e caracterizam-se como
uma alternativa altamente viavel e pratica aos anestésicos sintéticos. O 6leo de
canfora Cinnamomum camphora, ainda € pouco utilizado como anestésico e
sao raros registros do uso deste produto na anestesia de peixes ou outros
organismos aquaticos.

A anestesia em peixes geralmente € realizada por imerséo, ou seja, 0
composto anestésico é adicionado na dgua. Os animais passam entao por uma
sequéncia de estigios anestésicos (Tabela 16) que estdo associados a
mudancas comportamentais, iniciando-se com a perda de reacao a estimulos
externos até a reducdo parcial ou total dos movimentos operculares, conforme

descrito na Figura 10.
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Tabela 16. Estagios de inducdo anestésica em peixes.

Estagio anestésico Parametros comportamentais

1 — Sedacéo Perda de reacéo a estimulos externos.
2 — Anestesia leve Perda parcial de equilibrio.

3 — Anestesia profunda Perda total de equilibrio.

4 — Anestesia cirurgica Reduc¢do dos movimentos operculares.
5 — Colapso medular Auséncia de movimentos operculares.

Fonte: Adaptado de Ross & Ross (2008).

O estagio anestésico normalmente mais indicado para se fazer manejo
de atividades como a reproducéo induzida ou até mesmo cirurgias em peixes é
o de anestesia cirirgica (estagio IV). J& para manejo de longo prazo, como o
que acontece durante o transporte de peixes, o mais indicado seria o de
anestesia leve estagio Il), em que os peixes irdo apresentar apenas reducao no
metabolismo, evitando assim que se acumulem uns sobre os outros no fundo
da embalagem, ou mesmo de anestesia profunda (estagio Ill), em algumas
situacoes.

E recomendavel que o tempo para se atingir estes estagios deve ser de
um a trés minutos e a recuperacdo da anestesia (apds 0s animais serem
transferidos para uma agua limpa, sem anestésicos) de até cinco minutos.
Porém, fatores como o tipo do anestésico, tempo de exposi¢ado, o tamanho dos
peixes e a espécie que esta sendo utilizada podem influenciar nessas

condicoes.
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Figura 10. Estagios anestésicos em exemplares de A. altiparanae: (a) perda de reacédo a
estimulos externos; (b) perda parcial de equilibrio; (c) perda total de equilibrio; (d) reducdo de
batimentos operculares. Nota: Opérculos fechados (seta). Fotos: Antonio Ostrensky.

Estudos realizados no Laboratério de Pesquisa em Organismos
Aquaticos (LAPOA), do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais
(GIA), na Universidade Federal do Parana (UFPR), avaliaram o desempenho
de cinco diferentes tipos de anestésicos para o lambari do rabo amarelo. Os
resultados obtidos permitiram que se identificassem as concentracdes ideais de
cada um dos dois anestésicos sintéticos e dos trés anestésicos naturais
estudados. Além de cada produto apresentar uma concentracao especifica os
resultados mostraram que ha diferenca entre 0os tempos necessarios para a
induc&o ao estagio cirdrgico e para a recuperagado de individuos de diferentes
classes de tamanho (Tabela 17).

O MS-222 proporcionou tempos de resposta a inducdo ao estagio de
anestesia cirargica 5,6 a 26,0% menores que 0s proporcionados pelo propofol.
J& em relacdo ao tempo de recuperacdo anestésica essa diferenca foi ainda
maior, variando de 27,2 a 49,2%, dependendo da classe de tamanho dos

animais utilizados. Essa é uma evidente vantagem do MS-222 em relagdo ao
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propofol, especialmente nos casos em que ha necessidade de maior rapidez
durante o manejo.

Entre os 6leos essenciais, 0 0leo de menta apresentou os melhores
tempos de inducdo anestésica, em especial para os peixes menores. Porém,
0os tempos ainda foram superiores aos geralmente recomendados. Ja os
tempos de recuperacao do 6leo de cravo e canfora, também para as classes de
peixes menores, foram 0s que mais se adequaram aos padroes considerados
ideais (aproximadamente 300 s). Desta forma, sugere-se que o 6leo de menta
seja utilizado em casos em que ha a necessidade de rapida inducéo anestésica
dos peixes, como em procedimentos como biometria. Havendo a necessidade
dos peixes permanecerem anestesiados por periodos maiores, os Oleos de
cravo e canfora sdo os mais recomendados, em especial também pela rapida

recuperacao proporcionada por estes produtos.

Tabela 17. Concentragfes ideais e tempos (s) esperados (medianas + 50%) de inducéo e
recuperacdo anestésicas das classes de tamanho I, Il e lll de Astyanax altiparanae submetidos
aos Oleos essenciais de cravo, menta e canfora e aos anestésicos sintéticos MS-222 e
propofol.

Tempo esperado  Tempo esperado

Anestésico CT:ZJInS*IZ?ﬂ?s [ ] de inducéo de recuperagéo
(s) (s)

| (1,5-5cm) 35 449,5 (404-566) 281 (234-583)

Cravo* Il (5,1 -8,0cm) 35 683 (583-752) 234 (206-276)

Il (> 8,1 cm) 35 425 (373-494) 447 (381-520)

| (1,5-5cm) 50 396 (306,5-504,5) 647 (550-737)

Menta* 11 (5,1-8,0cm) 130 383 (313-475) 654 (556-708)
Il (> 8,1 cm) 140 515 (494-535) 380,5 (305-485)

| (1,5 - 5 cm) 300 608 (490,5-638,5) 166 (146-199)

Canfora* 11 (5,1-8,0cm) 600 471 (448-582) 293 (227-383)

Il (> 8,1 cm) 600 3415 (275,5-383) 554 (395-616)

| (1,5 - 5 cm) 90 476 (454-514) 320 (311-394)

MS-222** |1 (5,1 - 8,0 cm) 90 469 (443-521) 313 (243-325)

Il (> 8,1 cm) 90 5455 (403-611)  413,5 (405,5-460)
Propofol** | (1,5 -5 cm) 0,22 508 (434-620,5) 523 (490-566)
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Tempo esperado  Tempo esperado
[ ] de inducéo de recuperacdo
(s) (s)
I1(51-8,0cm) 0,23 497 (452-653) 617 (501-877)
Il (>8,1cm) 0,27 737 (710-767) 568 (485-605)
* Concentracées em pL L1 ** Concentracdes em mg L1

Classe de

Anestési
estesico Tamanho

Todos os compostos avaliados proporcionaram efeitos anestésicos em
lambaris do rabo amarelo. Assim, a escolha do anestésico a ser utilizado deve
considerar, além dos tempos necessarios para inducdo e recuperagao
anestésicas, critérios como o custo do produto, a sua eficacia para a situacao
em que ele sera utilizado, a sua disponibilidade no mercado, a facilidade de
obtencdo, a seguranca durante a utilizacdo e os possiveis efeitos colaterais
que estes produtos podem causar aos peixes, a0 manipulador e também ao
meio ambiente, conforme descrito na Tabela 18.

Tabela 18. Sintese do uso dos 6leos essenciais de cravo, menta e canfora e dos anestésicos
sintéticos MS-222 e propofol na inducdo anestésica de lambaris (Astyanax altiparanae) das
classes de tamanho I, (individuos entre 1,5 e 5,0 cm), Il (entre 5,1 e 8,0 cm) e Il (maiores que
8,1 cm).

Anestésico Classe - Caracteristica

) . Desempenho
(unidade) Concentragéo do produto
|-35
Cravo Il-35 Facil aquisicao; manipulacao Rapida indugéo e
(UL L) il 35 segura; baixo custo recuperacéo
I-50
Menta Il - 130 Facil aquisicdo; manipulacéo Lenta
(UL LY segura; baixo custo recuperacao
- 140
. |- 300 5 i
Canfora Il - 600 Facil aquisi¢cao; manipulacédo Inggggorgarglz,
(UL LY segura e baixo custo P b
Ill- 600 recuperacgao

|- 90 Aquisicao restrita; altamente

MS-222 solavel em agua; facil Inducéo tardia,
I1-90 manipulacdo; pode causar porém rapida
(mg L) Ill- 90 efeitos colaterais em humanos recuperacgéo
e peixes, alto custo

|-0,22 Soldvel em agua; aquisicao
Propofol l—023 somente com receita assinada  Rapida inducao e
(mg L) o por médico-veterinario; baixo recuperacao

Il- 0,27 custo
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