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Resumo: A manipulacdo sofrida por peixes destinados a comercializacdo gera um estado de
estresse que favorece a contragao de doengas e/ou a morte. Uma alternativa € a sedagao/anestesia.
Neste contexto, o 6leo de cravo surge como uma alternativa promissora, pois induz a anestesia e
propicia uma rapida recuperacao. O objetivo do presente trabalho foi propor a concentragéo de 6leo
de cravo que melhor se adequa a indugao da anestesia em Betta splendens e a sua recuperagao.
Para isto exemplares de B. splendens foram submetidos a solugdes de Oleo de cravo nas
concentragcbes de 10, 25, 50, 75, 100 ou 150mg/L ou a uma solugcdo de alcool etilico com
concentracdo de 1.075mg/L. Os resultados demostraram ndo haver indugcdo a anestesia quando
utilizada a concentracdo de 10mg/L ou a exposi¢cdo dos espécimes ao alcool etilico. Para outras
concentragdes de 6leo de cravo percebeu-se uma redugéo na laténcia da anestesia com o aumento
da concentragdo. O tempo de recuperacdo mostrou aumento quando concentracbes de 25mg/L e
50mg/L foram comparadas. Conclui-se que a concentragao de 25mg/L é a melhor escolha para a
anestesia de B. splendens em razao de sua laténcia e do maior tempo para que o uUltimo estagio de
anestesia seja alcangado.
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Induction to anesthesia and recovery of Betta splendens (Regan, 1910): a
proposal for the use of a low-cost anesthetics for an ornamental fish species of

great commercial appeal

Abstract: The manipulation suffered by commercial fish generates a state of stress that favors the
contraction of diseases and/or death. An alternative is sedation/anesthesia. In this context, clove oil
appears as a promising alternative, as it induces anesthesia and provides a rapid recovery. The aim of
the present study was to propose the concentration of clove oil that is best suited to the induction of
anesthesia in Betta splendens and its recovery. For this, B. splendens samples were submitted to
solutions of clove oil at the concentrations of 10, 25, 50, 75, 100 or 150mg/L or to a solution of ethyl
alcohol with concentration of 1.075mg/L. The results showed no induction to anesthesia when the
concentration of 10mg/L is used or the exposure of the specimens to ethyl alcohol occurs. For other
concentrations of clove oil, a decrease in the latency of the anesthesia was observed with increasing
concentrations. The recovery time showed an increase when concentrations of 25mg/L and 50mg/L
were compared between them. It is concluded that the concentration of 25mg/L is the best choice for
the anesthesia of B. splendens because of its latency and the longer time for the last stage of
anesthesia to be reached.

Keywords: Betta splendens; Anesthesia; Clove oil.

INTRODUGAO

A manipulagdo, invariavelmente, submete os animais que nao estdo
habituados com esta pratica a um estado de estresse. Para os peixes destinados a
ornamentagdo ou ao consumo esta € uma condigdo extremamente prejudicial, uma
vez que os conduz a aquisigao de doengas ou a morte.

Uma alternativa visando reduzir o estresse causado pela manipulagdo é a
sedacdao ou a anestesia. Ha uma série de substancias que atuam com esta
finalidade, sendo a mais utilizada para peixes, por recomendacdo de diferentes
orgaos que tratam de questdes éticas referentes ao uso de animais nas mais
diferentes areas como o Conselho Federal de Medicina Veterinaria do Brasil e a
Associagdao Americana de Medicina Veterinaria, os barbituricos e seus derivados,
(CFMV, 2002; AVMA, 2007). No Brasil, o anestésico mais utilizado com este fim é a
benzocaina (ethyl-p-aminobenzoato) (GOMES et al., 2001). Apesar de ser um

anestésico eficiente, apresentando uma série de aspectos favoraveis (NEIFFER e
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STAMPER, 2009), ndo é facil de ser obtido, além de n&o possuir o melhor custo-
beneficio quando comparado a outras alternativas (SOUZA, et al., 2012).

E consenso que o anestésico ideal deve produzir uma rapida inducdo a
anestesia e a recuperagao, gerando o minimo de estresse; deve resultar em
imobilizagdo por tempo suficiente para o procedimento desejado e deve ter grande
margem de seguranga para o animal, para quem o manipula e para o ambiente
(GOODMAN, 2012). Neste contexto, o 6leo de cravo da india vem sendo cada vez
mais utilizado. Além de atender aos critérios citados acima, contudo, com um tempo
de recuperagdo um pouco mais longo quando comparado a outros anestésicos, € de
facil obtengéo e possui um excelente custo-beneficio (NEIFFER e STAMPER, 2009).

O oléo de cravo é um produto natural extraido do cravo da india (Syzygium
aromaticum; sinbnimo Cariophyllus aromaticus), sendo utilizado por seres humanos
como anestésico tépico para dores de dente, de cabeca e nas articulacdes, desde a
antiguidade (ROSS e ROSS, 2008). O efeito anestésico do éleo de cravo deve-se ao
eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol), isoeugenol e metileugenol, mas principalmente
ao primeiro, que corresponde a aproximadamente 84% do conteudo da substancia
vendida comercialmente (NEIFFER e STAMPER, 2009; JAVAHERY et al., 2012).

Muitos sédo os trabalhos experimentais que mais recentemente descreveram
e/ou mensuraram os efeitos do 6leo de cravo ou do eugenol como anestésico para
diferentes espécies de peixes (HISANO et al., 2008; PEREIRA-DA-SILVA et al.
2009; SIMOES et al., 2010; DELBON e RANZANI PAIVA, 2012; DIMER et al., 2012;
ROTILI et al. 2012), com excelentes resultados, quanto a indugdo da anestesia e
manutengdo dos valores normais das variaveis fisiolégicas, como os niveis de
horménios plasmaticos, a quantidade de células sanguineas e a glicemia, dos
animais testados (HOLLOWAY et al., 2004; VELISEK et al., 2006; MOREIRA et al.,
2011). Seus efeitos como anestésico acabaram, inclusive, superando os efeitos
obtidos por outras substéncias como a tricaina metano sulfonato (TMS ou MS-222),
um derivado da benzocaina, amplamente utilizado e recomendado como anestésico
na pesquisa com peixes, e a propria benzocaina (GRUSH et. al., 2004; HOLLOWAY
et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009, SOUZA et. al. 2012).

Apesar de eficiente, de facil obtencdo e reduzido valor frente a outros
anestésicos, a dosagem a ser utilizada para se obter o efeito anestésico varia com a

espécie, a massa e a fase de desenvolvimento do peixe, assim como, o valor das
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variaveis ambientais e a temperatura (BORSKI e HODSON, 2003; NEIFFER e
STAMPER, 2009; GOODMAN, 2012; JAVAHERY et al., 2012).

Betta splendens (Regan 1910) (Actinopterygii, Anabantoidei), também
chamado de “a joia do oriente” ou “Betta espléndido” por alguns criadores, € um
peixe da subordem anabantoidei (ITIS, 2006), oriundo de diversos paises da Asia,
como a Tailandia, a Indonésia, o Vietnd e a China, e que apresenta um
comportamento tipicamente territorialista, demonstrando grande agressividade frente
a um potencial invasor/competidor da mesma espécie (FARIA et al., 2006; KARINO
e SOMEYA, 2007; VERBEEK et al., 2007). Em razdo de constituirem-se em peixes
ornamentais de facil manutencdo, possuem grande apelo comercial e, em
decorréncia disso, um numero significativo de informacdes referentes a aspectos de
sua biologia e criagdo (BORUCHOWITZ, 2006; FARIA et al., 2006; GOLDSTEIN,
2012; TULLOCK, 2006). Por outro lado, estudos propositivos tentando reduzir o
estresse (e também, a morte, direta ou indiretamente associada ao estresse)
causado pela manipulagdo, com fins comerciais ou cientificos, sdo limitados para
esta espécie (SOMMANI et al., 1999; PATTANASIRI et al., 2008; PATTANASIRI et
al., 2016).

O objetivo deste trabalho foi propor a concentragdo de éleo de cravo que
melhor se adequa a inducdo da anestesia e ao tempo de recuperacdo em
exemplares adultos de B. splendens, visando reduzir o estresse dos animais durante

a sua manipulagéo.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Trinta e seis espécimes adultos de B. splendens, de ambos os sexos, foram
obtidos em um comeércio local e levados ao Laboratério de Histologia do Instituto
Federal de Educacgao, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul (IFRS) — Campus
Porto Alegre, onde foram mantidos por uma semana em recipientes individuais, nos
quais nao era permitido que mantivessem contato visual com outros animais, para
aclimatacédo. Os recipientes possuiam 0,5L de agua, com salinidade de 0,3%. Todos
os individuos foram submetidos a iluminagcao natural e temperatura em torno dos

28°C, sendo alimentados, duas vezes ao dia com racdo comercial. Duas vezes
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durante a semana foram medidos o pH e os niveis de aménia e nitritos da agua,
sendo esta parcialmente (25% do volume total) substituida.

Todos os procedimentos adotados nesta pesquisa com o0s espécimes
respeitaram a Lei de Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais (BRASIL,
2008), de 8 de outubro de 2008, regulamentada pelo Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009 (BRASIL, 2009) e a Resolugdo 714, de 20 de junho de 2002, do
Conselho Federal de Medicina Veterinaria, que dispde sobre procedimentos e
métodos de eutanasia em animais (CFMV, 2002)

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS), Brasil (Protocolo n°® 22625).

Desenho experimental

Os animais foram divididos em sete grupos de 3 a 4 animais e, apods jejum de
40 horas, colocados em contato com uma solucdo de oleo de cravo nas
concentragdes de 5, 10, 25, 50, 100 e 150mg/L, assim como com uma solu¢ao de
alcool etilico na concentracado de 1.075mg/L (que corresponde a maior concentragao
de alcool etilico encontrada entre as solu¢des de 6leo de cravo).

Foram utilizados dois aquarios de igual tamanho (200mm comprimento X
90mm profundidade X 150mm de altura) e com igual volume de agua (1,5L). A agua
utilizada em ambos possuia as mesmas temperatura e salinidade utilizadas nos
recipientes destinados a aclimatacdo. No primeiro aquario (aquario para anestesia,
Figura 1) eram misturadas a agua uma solucédo de oOleo de cravo previamente
solubilizada em etanol 95% (solugdo estoque) ou apenas etanol, até que se
atingissem as concentragdes descritas anteriormente. No segundo, apenas agua
(aquario para recuperacdo). Cada individuo, entdo, era introduzido no primeiro
aquario, depois de intensa oxigenagao da agua por 5 minutos, e o tempo de indugéo
a anestesia (em minutos), cronometrado e anotado. Apds, os animais eram
transferidos para o segundo aquario, iniciando a contagem do tempo de recuperacéao

(em min).

ScientiaTec: Revista de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do IFRS, v. 7 n. 3,
Edigao Especial Biotecnologia, p: 132-145, Outubro 2020



137
Inducao a anestesia e recuperacao de Betta splendens (Regan, 1910): uma proposta de utilizagdo de um anestésico de
baixo custo para uma espécie de peixe ornamental de grande apelo comercial

Figura 1 - Aquario para anestesia.
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Fonte: os autores.

O tempo de permanéncia no aquario para anestesia se estendia até o animal
atingir o estagio 4 de anestesia (Quadro 1) ou ter completado uma hora no mesmo.
Ao contrario da anestesia, ndao foi estabelecido um tempo maximo para a
permanéncia no aquario para a recuperacao.

Apos recuperados, os animais tiveram o seu comprimento padrdo e massa
aferidos, utilizando-se um paquimetro analégico série 125 (Starrett, Brasil), em
milimetros, e uma balanga semianalitica BK300 (Gehaka, Brasil), em gramas,
respectivamente.

Passada a manipulacao experimental os animais foram observados por uma

semana e a fim de registrar possiveis mortes.

Anestésico

O dleo de cravo extraido de Cariophyllus aromaticus (densidade de 1,04 g/ml)
foi obtido em farmacia de manipulagéo e diluido em etanol 95% a 10%, para facilitar
sua solubilizagdo em agua (solugdo estoque). Esta solugédo estoque foi, entao,
diluida na agua do aquario para anestesia até obter-se as concentragdes desejadas
para os grupos de animais utilizados, sendo intensamente oxigenada por 5 minutos

antes da introducdo do animal em seu interior, como descrito anteriormente.
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Estagios de anestesia e recuperagao

Foram identificados para os peixes submetidos ao o6leo de cravo, pelas
caracteristicas comportamentais, quatro estagios de anestesia e mais a
recuperacao. O tempo (em minutos) que cada animal levou para atingir cada um dos
estagios de anestesia foi anotado e uma tabela representando a relagdo entre a
concentracdo do anestésico, o estagio de anestesia e este tempo, construida
(Tabela 1). Da mesma forma o tempo (em minutos) necessario para que cada animal
se recuperasse da anestesia foi registrado e expresso nesta mesma tabela (Tabela
1).

Os estagios de anestesia e a recuperacédo utilizados foram aqueles descritos
por WOODY et al., (2002) e caracterizados no Quadro 1.

Quadro 1 - Caracteristicas comportamentais para peixes durante diferentes estagios de

anestesia e recuperagéo.

Estagio de anestesia Caracteristicas comportamentais

1 Movimentos operculares lentos ou erraticos

5 Dificuldade de manter a posigdo normal de nado enquanto parado e
perda esporadica do equilibrio.

3 Perda completa do equilibrio com incapacidade de assumir a posi¢cao
normal de nado.

4 Sem reagdo a manipulagdo ou a um forte estimulo no pedunculo
caudal.

Recuperagso Recuperagédo da posi¢cao normal de nado e da capacidade de nadar
horizontalmente.
Fonte: WOODY et al. (2002).
RESULTADOS

Nossos resultados demonstraram que os exemplares de B. splendens, de
ambos o0s sexos, com comprimento padrdao entre 27,2mm e 44,8mm e massa
variando de 0,61g a 2,29g, apresentaram uma laténcia menor para ingressar nos
estagios de anestesia com valores mais altos a medida que a concentragdo do
anestésico ao qual foram expostos aumentou (Tabela 1). Por exemplo, animais
expostos a concentragbes de anestésico de 25mg/L atingiram o estagio 3 apenas

depois de transcorridos 7 minutos do inicio da exposig¢ao ao 6leo de cravo, enquanto
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animais submetidos a uma concentragdo de 100mg/L atingiram o mesmo estagio ja
no primeiro minuto de exposigéo (Tabela 1).

Nao houve inducao a anestesia quando se utilizou a concentragdo de 10mg/L
de O6leo de cravo, mesmo depois de transcorrida uma hora da exposicdo ao
anestésico (Tabela 1).

Por outro lado, o tempo de recuperacdo dos animais apresentou grande
variagcao entre as diferentes concentracdes e entre os diferentes animais submetidos
a uma mesma concentracdo do anestésico (Tabela 1). Cabe atentar que, como
exemplo, ao comparar animais expostos a uma concentragdo de 6leo de cravo de
25mg/L com aqueles submetidos a uma concentragdo equivalente a 100mg/L, o
tempo maximo necessario a recuperagao dos representantes do segundo grupo é
inferior ao tempo maximo de recuperagao obtido pelos animais do primeiro grupo,
nao fazendo qualquer sentido a ndo ser sob a légica da variabilidade.

O alcool etilico, em uma concentragcéo equivalente a 1.075mg/L, valor igual a
maior concentracdo desta substancia misturada ao 6leo de cravo (encontrada na
solugao de 6leo de cravo de 150mg/L) e com o papel de aumentar a solubilidade do
anestésico a agua, nao apresentou qualquer efeito anesteésico.

Transcorrida uma semana da exposi¢ao a solucido de 6leo de cravo ou a de

alcool etilico ndo houve morte de qualquer espécime testado.
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Tabela 1 - Tempo para inducdo aos estagios de anestesia e para a recuperacao em B. splendens expostos a solu¢des de 6leo de cravo com
diferentes concentracoes.

Concentracao Anestesia (min) Recuperacao
(mg/L) (min)
10 20 30 |40 | 50 | 60
1 2 3 4 | 5|6 7 8 9 10 15 | 20

10 0 0 0 0|0 O 0 0 0 0 0 o/, 0|0]|O0]O N

25 01101 01 1]01/01/0,1(123/123[123[123/123(23|24| 2 (23|23 2-8

50 1 12112312323 3 3 3 3 3 34 |34 4 | - | - - 9-12

75 1,2 23] 23 | 3 [34| 3 3 3 34 3 4 - - - - - 5-13

100 1,23 3 3 3 |134|34| 4 - - - - - - - - - 5-7

150 123| 3 | 34 |34| 3 | 4 - - - - - - - - - - 5-10

0, Auséncia de anestesia; 1, Estagio 1; 2, Estagio 2; 3, Estagio 3 e 4, Estagio 4. N, Nao houve necessidade de recuperagéo.
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DISCUSSAO

Apesar do efeito anestésico do oOleo de cravo ja ter sido aferido em B.
splendens (PATTANASIRI et al., 2008), tanto as concentragdes utilizadas quanto os
tempos de permanéncia dos animais em contato com a substancia foram diferentes
daqueles propostos em nosso trabalho. Enquanto, no trabalho de 2008 as
concentragdes variavam de 5 a 100ppm e o tempo de exposigdo maximo era de 48
horas em nosso trabalho a concentracdo maxima foi de 150mg/L e o tempo maximo
de 60min.

Diferente do trabalho de PATTANASIRI et al., (2008), concentracdes iguais a
10mg/L, na presente pesquisa, nao induziram a anestesia, nem mesmo apoés
transcorrida uma hora de exposi¢céo. Por outro lado, todas as concentragcdes de oleo
de cravo iguais ou superiores a 25mg/L conduziram a anestesia os exemplares de B.
splendens ja no primeiro minuto dos testes. No trabalho de 2008, a uma
concentracdo de 20ppm, o Oleo de cravo induziu a anestesia apenas apos
transcorridos 30min de exposi¢do, ocorrendo 0 mesmo com uma concentragao
ligeiramente inferior (15ppm). Concentragéo capaz de induzir a anestesia depois de
transcorridos 5 minutos de contato dos peixes com o anestésico foi observada
apenas em concentracdes superiores a 50ppm (PATTANASIRI et al., 2008). Tais
discrepancias observadas entre os dois trabalhos podem ser explicadas pela
concentracdo de eugenol encontrada nas amostras de 6leo de cravo utilizadas, uma
vez que os autores citados acima obtiveram o 6leo de Syzigium aromaticum.

Adicionalmente, a presente investigagdo mostrou que a laténcia para se
atingir estagios de anestesia cada vez mais altos (do 1 ao 4) tornou-se cada vez
menor a medida que havia um aumento na concentragdo do anestésico, concluindo-
se que a acao do oOleo de cravo na indugido a anestesia, mostrou um padrdo dose-
dependente. Tal dado concorda com aquele ja expresso para B. splendens
(PATTANASIRI et al., 2008) e para outras espécies de peixes que utilizaram o 6leo
de cravo como anestésico (WOODY et al., 2002; HISANO et al., 2008; NEIFFER e
STAMPER, 2009; OLIVEIRA et al., 2009; PEREIRA-DA-SILVA et al., 2009; SIMOES
et al., 2010). Assim, utilizando-se a concentragdo de 25mg/L, os estagios 2 e 3 sao
obtidos apos transcorridos 7 minutos de exposi¢ado, enquanto o estagio 4 s6é advém
aos 20 minutos de contato do animal com o anestésico. Para todas as demais

concentragbes os estagios 2 ou 3 sao obtidos ja4 nos primeiros 2 minutos de
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exposicdo, enquanto o estagio 4 € observado apos 15minutos, para uma
concentragcdo de 50mg/L, 5 minutos, para concentragbes de 75mg/L e 100mg/L e 3
minutos para a concentracao de 150mg/L.

Desta forma, com base na laténcia observada, a concentracdo de oleo de
cravo de 25mg/L parece ser a que melhor se adequa a reduzir o estresse causado
pela manipulacdo com certa margem de seguranga, uma vez que exige um tempo
para a indugao a anestesia (estagio 1) reduzido (1 a 15min) e cerca de trinta minutos
para que o estagio 4 seja alcangado, estagio este que poderia conduzir o animal a
morte pela interrupgao da ventilagdo e redugéo do débito cardiaco (AVMA, 2007).

Além da concentracio indicada acima outras concentracdes poderiam vir a
ser testadas com a mesma finalidade, como concentragdes intermediarias entre os
10mg/L e 25mg/L.

Quanto ao tempo de recuperacdo, surpreendentemente, os dados néo
mostraram a existéncia de uma clara relagdo dose-dependente (quanto maior a
concentracdo do anestésico maior o tempo de recuperagdao), como ocorre com
outros peixes (PEREIRA-DA-SILVA et al., 2009; SIMOES et al., 2010) e mesmo com
B. splendens (PATTANASIRI et al., 2008). Apesar de se observar um padrao de
dose-dependéncia quando comparadas as concentragdes de 25mg/L e 50mg/L,
percebe-se, que o tempo maximo de recuperacdo de animais expostos a
concentracbes de 100mg/L e 150mg/L sdao menores do que daqueles exemplares
submetidos a concentracbes de 25mg/L e 50mg/L, respectivamente. Esta
discrepancia parece ser resultado de fatores intrinsecos, préprios dos animais
testados, e esta calcada na variabilidade intraespecifica da populagcdo amostrada.
Uma maneira de reduzir esta variabilidade seria aumentando o numero de animais
testados em cada uma das concentragdes propostas.

Concluindo, este trabalho objetivou testar a agdo de diferentes concentragdes
de O6leo de cravo na inducdo da anestesia e no tempo de recuperacdo de
exemplares adultos de B. splendens, com a finalidade de propor sua utilizagdo na
reducdo do estresse causado pela manipulacdo. Os dados apontam que a
concentracdo de 25mg/L de 6leo de cravo € a que melhor se adequa ao objetivo
proposto, em razdo de sua laténcia reduzida e do longo tempo necessario para

conduzir o animal ao estagio mais profundo de anestesia.
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