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RESUMO

Em trés experimentos, testou-se a eficiéncia do mentol como anestésico para a tilapia-do-nilo
(Oreochromis niloticus), por meio da avaliacdo de eventos comportamentais, da verificacdo da margem
de seguranca do anestésico e das respostas de estresse. No primeiro experimento, foram testadas seis
diferentes concentragdes de mentol para avaliar o tempo de indug@o a anestesia. No segundo, foram
realizados dois testes com o objetivo de verificar a margem de seguranga do anestésico. No terceiro,
avaliou-se o efeito estressante do anestésico. A concentragio 250mg L de mentol foi a mais adequada
para inducdo de anestesia cirrgica. Para anestesia voltada para biometria e breve inspe¢do visual do
animal, a concentragdo mais adequada foi 150-200mg L. O dobro da concentragdo ideal (500mg L") néo
acarretou a morte nos individuos, indicando boa margem de seguranca para o uso desse anestésico. O
mentol, mesmo em sua concentragdo adequada, induziu ao aumento na glicose sanguinea, caracterizando
estresse no peixe. Conclui-se que o mentol ndo ¢ um anestésico eficaz para juvenis de tilapia durante
procedimentos de rotina na piscicultura.
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ABSTRACT

This work tested the effectiveness of menthol as anesthetic for Nile tilapia (Oreochromis niloticus) by the
evaluation of behavioral events, the safety margin of the anesthetic, and stress response. On first
experiment, six different anesthetic concentrations were tested to evaluate the induction time to
anesthesia. On second experiment, two tests were carried out to verify the safety margin of the anesthetic.
On third experiment, stress responses were evaluated. The safe concentration to induce a surgical
anesthesia was 250mg L. To a brief handling and visual inspection, the appropriated concentration was
150-200mg L. There was no mortality after exposure to 500mg L, indicating a good safety margin for
this anesthetic. Menthol even in its adequate dosage induced a rise in glucose concentrations indicating a
stress response of the fish. Thus menthol is an ineffective anesthetic to juveniles tilapia during routine
procedures in fish culture.
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INTRODUCAO onivoro, a facil aceitacdo de ragdo e a grande

resisténcia as doengas e a baixa concentragdo de

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) é o 0X1genio na agua. Além disso, a tilapia tem boa

peixe mais criado no Brasil (Crescéncio, 2005). aceitagdo no mercado consumidor por possuir

As principais razdes sdo: a alta taxa de carne saborosa, de cor branca e com baixo teor
crescimento, a rusticidade, o hébito alimentar de gordura (Boscolo et al., 2001).
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A anestesia ¢ um procedimento muitas vezes
indispensavel durante o manejo de tilapias e €
realizada por diversas razdes como em operacdes
de manuseio, no transporte, em inspegdes visuais
e em biometria (Inoue, 2005). A anestesia de
tilapia durante o manuseio ¢ importante, uma vez
que os raios duros que formam a nadadeira
dorsal desta espécie facilmente ocasionam
ferimentos aos operadores ¢ aos outros peixes,
caso ndo estejam anestesiados. Outro importante
motivo para se desenvolver protocolos de
anestesia para esta e outras espécies de peixe €
que os comités de ética em experimentagdo com
animais estdo solicitando procedimentos que
diminuam o estresse ou proporcionem
sofrimento minimo aos animais. Ainda, o
mercado de carnes para exportagdo pode no
futuro solicitar praticas de manejo sem estresse
ou com estresse minimo.

Os produtos quimicos mais comuns usados para
anestesia de peixes sdo a tricaina metanosulfato
(MS-222), a quinaldina e o 2-fenoxietanol (Ross
e Ross, 1999; Mylonas et al., 2005), porém estes
anestésicos sdo de dificil obtengdo e sao de alto
custo (Inoue, 2005). O uso de produtos naturais,
como Oleos essenciais, derivados de plantas, tem
se mostrado uma alternativa vidvel face a
dificuldade de obtengdo dos quimicos utilizados
para anestesia (Facanha ¢ Gomes, 2005; Cunha,
2007). Os principais compostos utilizados sdo o
eugenol, extraido das folhas e dos brotos da
arvore FEugenia caryophyllata, ¢ o mentol,
extraido de plantas do género Mentha. Estes
produtos, facilmente encontrados no mercado
nacional, sdo de baixo custo, e sua eficiéncia €
comprovada para o tambaqui (Colossoma
macropomum), a principal espécie nativa criada
no Brasil (Faganha ¢ Gomes, 2005; Roubach et
al., 2005).

O mentol é um 6leo essencial com propriedades
anestésicas, antiespasmodicas, anti-inflamatorias,
antitilceras e antivirais, sendo de grande
importancia econémica na industria farmacéutica
(Lorenzo et al., 2002) e também na alimenticia e
de cosméticos. O mentol ¢ amplamente utilizado
na anestesia de invertebrados marinhos (Ruppert
e Barnes, 1996), mas ndo é um anestésico
regulamentado para uso em peixes, € nem se
conhece seu periodo de caréncia no tecido dos
animais. Porém, seu uso ¢ regulamentado para
humanos, muitas vezes em concentragdes mais
altas que as utilizadas para peixes. Essas
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caracteristicas qualificam o mentol como um
anestésico a ser testado quanto a eficiéncia e
seguranca, a fim de subsidiar as autoridades
responsaveis pela regulamentacdo de anestésicos
para peixes no Brasil (Facanha e Gomes, 2005).

Apesar de a tilapia ser o principal peixe criado
no Brasil e um dos mais criados do mundo, a
literatura referente ao uso de anestésicos para
esta espécie é bastante limitada. Até o momento,
as principais referéncia sdo para a benzocaina
(Ross e Ross, 1999; Gontijo et al., 2003) e para o
eugenol (Vidal et al., 2008). Assim, o objetivo
deste trabalho foi testar a eficiéncia do mentol
como anestésico para a tilapia-do-nilo, por meio
da avaliacdo de eventos comportamentais, da
verificagdo da margem de seguranca do
anestésico e das respostas de estresse.

MATERIAL E METODOS

Juvenis de tilapia obtidos na piscicultura da
Associagdo dos Aquicultores do Espirito Santo
(AQUES), Cariacica, ES, foram transportadas
para o Laboratério de Ecotoxicologia Aquatica
do Centro Universitario Vila Velha (UVV), Vila
Velha, ES. Aproximadamente 150 peixes
(13,6844,44g ¢ 9,56+1,07cm) foram colocados
para aclimatacdo em um tanque de 450L, com
sistema de aerag@o constante, por uma semana.
Nesse periodo, os peixes foram alimentados
diariamente com rag¢do comercial para peixes
contendo 36% de proteina bruta.

Os testes foram realizados em aquarios estaticos
de 13L, mas que continham 6L de d4gua
(oxigénio  dissolvido;  7,84+0,09mg L
temperatura, 27%0,07°C; pH 7,13+£0,03
unidades), e a recuperagdo foi realizada em
aquarios de 30L, mas que continham 25L de
agua, com aeragdo constante. Os cristais de
mentol foram dissolvidos em uma concentragao
de 1g/10mL de alcool para o preparo da solucao
mae (100mg de mentol para cada mL de
solucdo). A agua do aquario foi trocada ao
término de cada teste.

Foram realizados trés experimentos: o primeiro
teve o objetivo de determinar a concentragdo
adequada do anestésico; o segundo avaliou a
margem de seguranca do anestésico em dois
diferentes testes e o terceiro avaliou o efeito
estressante do anestésico.
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No primeiro experimento, foram testadas
diferentes concentracdes de mentol. As
concentragdes foram estabelecidas com base em
um teste piloto, sendo a menor concentragido
testada (50mg L") a primeira que induziu a
maioria dos estigios de anestesia estudados. No
experimento definitivo, foram testadas as
concentragoes: 50; 100; 150; 200; 250 e 300mg
L. Avaliou-se o tempo de indugdo a anestesia
em segundos. Para cada concentragdo, foram
utilizados 10 peixes expostos ao anestésico, de
forma individual, para se observar o tempo de
indu¢do em cada estdgio. Ap6s 10 minutos de
exposicdo ao mentol, o peixe foi removido para o
aquario de recuperacdo. Os estagios de inducdo
da anestesia avaliados seguiram os critérios
propostos por Stoskopf (1993) (Tab. 1).

Tabela 1. Estdgios de indu¢do da anestesia em
peixes

Estagio de Caracteristica
anestesia comportamental

1 Perda de reagdo a estimulos

2 Perda parcial de equilibrio

3 Perda total de equilibrio

4 Redugdo dos batimentos
operculares

5 Parada dos batimentos
operculares

Recuperagdo  Retorno dos movimentos e
natagdo ativa
Adaptado de Stoskopf (1993).

No segundo experimento, foram realizados dois
testes com o objetivo de verificar a margem de
seguranca do anestésico. Para tal, tomou-se por
base o resultado do primeiro experimento, sendo
eleita a concentragdo de 250mg L' como a mais
adequada por ter sido a que induziu ao estagio de
parada dos batimentos operculares em menor
tempo e provocou indugdo em todos os estagios
de anestesia.

No primeiro teste, foi analisado o tempo de
recuperacdo apds inducdo a concentragdo de
250mg L' de mentol por diferentes tempos. Os
peixes, previamente  aclimatados, foram
dispostos individualmente ao anestésico por 10,
20 e 30 minutos (n=10 para cada tempo de
exposi¢ao). Apds a exposi¢do, o peixe foi
removido para o aqudrio de recuperagdo. No
segundo teste, 10 peixes foram individualmente
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expostos a 500mg L' de mentol para avaliar a
mortalidade na concentragdo duas vezes acima
da ideal. Para isso, os peixes, previamente
aclimatados, foram expostos ao anestésico por
um periodo de 10 minutos. Apos este periodo, os
peixes foram transferidos para o aquario de
recuperacao.

No terceiro experimento, avaliou-se o efeito
estressante do anestésico. Os peixes foram
dispostos individualmente em 36 aquarios de
30L com aeragdo constante, ¢ aclimatados por 96
horas. Nesse periodo, foram alimentados
diariamente com ragdo comercial contendo 36%
de proteina bruta. Metade da dgua dos aquarios
foi trocada uma vez ao dia. Os peixes foram
mantidos sem alimentacdo por 24 horas antes do
experimento. Apo6s a aclimatagdo, foram
distribuidos em dois tratamentos, anestesiados
(250mg L' de mentol) e nio anestesiados
(controle), e em trés diferentes tempos: trés
minutos de anestesia (3min), nove minutos de
anestesia (9min) e 10 minutos de anestesia mais
o periodo de recuperagdo (Rec). Em cada tempo
de amostragem, seis  peixes foram
individualmente  transferidos para  banho
anestésico e mais seis animais do controle foram
submetidos a condigdes semelhantes, sem o
banho. Apods o periodo de anestesia, foi coletado
sangue por pungdo caudal, para realizar teste de
glicose e hematocrito. A analise de glicose
plasmatica foi realizada com kit enzimatico
glucox 500 - Doles. Para analise de hematdcrito,
o sangue foi colocado em capilares e
centrifugado a 3000rpm por 10 minutos, e a
leitura feita em escala de hematocrito.

Os tempos para atingir os diferentes estagios de
anestesia e recuperacdo foram avaliados para as
diferentes concentracdes de mentol usando-se o
teste Kruskal-Wallis, a analise de varidncia € o
teste Tukey para comparagdo de médias. Para o
tempo de recuperagdo apoOs exposicdo a
anestesia, usou-se a analise de variancia e o teste
Tukey. Os resultados de glicose e hematocrito do
terceiro experimento foram comparados com o
respectivo grupo-controle pelo teste t. Peixes do
mesmo tratamento (expostos ou controle)
tiveram a glicose e hematdcrito comparados nos
diferentes tempos de anestesia por analise de
variancia e teste Tukey (Zar, 1999). As andlises
estatisticas foram realizadas com o programa
Sigma Stat 3.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A inducdo aos estagios iniciais de anestesia
(perda de reacdes a estimulos e perda parcial de
equilibrio) foi significativamente mais rapida em
concentragdes acima de 250mg L' (Fig. 1A e
1B), porém os estagios seguintes, como perda
total de equilibrio e redugdo dos batimentos
operculares, ocorreram significativamente mais
rapido em concentra¢des superiores a 150mg L™
(Fig. 1C e 1D). Resultados semelhantes foram
obtidos por Faganha e Gomes (2005) durante a
anestesia de tambaqui com mentol, em que o
tempo necessario para atingir a perda total de
equilibrio e a reduc@o dos batimentos operculares
sdo menores a partir de concentra¢cdes acima de
150mg L. Este resultado, quando comparado
com os obtidos por Gomes et al. (2001) e
Roubach et al. (2005), que utilizaram,
respectivamente, eugenol e benzocaina durante a
anestesia de juvenis de tambaqui, mostra que o
tempo de inducdo a perda total de equilibrio,
estagio desejado para biometrias e breve manejo,
¢ mais alto com o mentol.

Apenas as concentragdes de 250 ¢ 300mg L'
foram eficientes em induzir os peixes a parada
dos Dbatimentos operculares, e ndo houve
diferenca significativa entre os peixes expostos a
estas duas concentragdes. A mediana foi de 540s
e 520s para as concentragdes 250 e 300mg L™,
respectivamente (Fig. 1E). Tilapias expostas a
concentragdes de mentol acima de 250mg L’
passam sequencialmente por todos os estagios de
anestesia descritos por Stoskopf (1993). Este
resultado ¢ diferente do obtido por Faganha e
Gomes (2005), em que juvenis de tambaqui
expostos a baixas concentragdes (50mg L) de
mentol passam por todos os estagios de
anestesia. Juvenis de bagre do canal (Ictalurus
punctatus) e truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) anestesiados com o06leo de cravo
(eugenol) também sdo induzidos a todos os
estagios de anestesia com concentragdes baixas
(Keene et al., 1998; Waterstrat, 1999).

A recuperagdo dos peixes expostos a 50mg L’
foi significativamente menor que a obtida com os
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peixes expostos a 100, 150, 200, 250 e
300mg L. Os expostos a 50 e 250mg L
apresentaram recuperacdo em 317,5s e 80S5s,
respectivamente (Fig. 1F).

A concentragio de 250mg L™ de mentol é a mais
adequada para inducdo de anestesia cirurgica em
tilapia, pois € a que induz o estagio de parada dos
batimentos operculares em menor tempo. Para
anestesia voltada para biometria e breve manejo,
o estagio de anestesia desejado ¢ a perda total de
equilibrio. Dessa forma, a concentragdo
recomendada é 150-200mg L', pois os peixes
sdo induzidos a este estagio de anestesia, em
tempos semelhantes a4 concentracdo de
250mg L7'. Faganha e Gomes (2005)
encontraram resultado diferente para o tambaqui,
isto ¢, as concentragdes adequadas para anestesia
voltada para cirurgia e biometria e breve manejo
sdo, respectivamente, 100 e 150mg L' de
mentol, ou seja, cerca de 50% mais baixas que as
obtidas para tilapia.

Apds a exposicdo por 10, 20 e 30 minutos, a
250mg L' de mentol, a tildpia nilotica apresenta
diferenca significativa entre os tempos de
recuperacdo (Fig. 2). O tempo para recuperagio
dos peixes expostos por 10 minutos ¢
significativamente menor que o dos peixes
expostos por 20 e 30 minutos. A média de tempo
para a recuperagdo ap6s a exposigdo por 10, 20 e
30 minutos foi de 548,4+72,85 segundos,
753,8+195,88  segundos e  803,4+161,33
segundos, respectivamente. Houve mortalidade
de 20 e 10% dos peixes expostos por 20 e 30
minutos, respectivamente. Ross ¢ Ross (1999) e
Roubach e Gomes (2001) acreditam que 10
minutos deve ser o tempo maximo de anestesia.
Os resultados obtidos neste estudo confirmam
isso, pois a margem de seguranga do mentol para
uma exposi¢do prolongada (20 e 30 minutos) €
baixa. Apesar de a tilapia ndo resistir a exposi¢do
de 250mg L' por tempos acima de 10 minutos,
ndo ha mortalidade quando anestesiada por este
tempo com o dobro da concentragdo ideal. Este
resultado mostra que a margem de seguranga
para a anestesia de até 10 minutos ¢ bastante alta.
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Figura 1. Box plot dos tempos, em segundos (s), de indugdo aos estagios de anestesia de tilapias expostas
a diferentes concentracdes de mentol. Mediana do tempo necessario para atingir os estagios de anestesia
marcada por diferentes letras sdo significativamente diferentes (Kruskal-Wallis e teste Tukey; P<0,05).
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Figura 2. Tempo de recuperagio de tilapia nilotica apds a exposigdo por diferentes tempos a 250mg L™ de
mentol. Letras diferentes nas colunas significam diferenga significativa por analise de varidncia e teste

Tukey (P<0.05).

Os anestésicos atuam nos peixes deprimindo as
fungdes neurossensoriais. A maior parte dos
anestésicos afeta o sistema nervoso central e atua
primeiro sobre o cortex cerebral. O aumento da
concentrag@o ou do tempo de exposi¢do difunde
os seus efeitos através do tronco cerebral para o
centro respiratorio medular e da medula espinhal
(Summerfelt e Smith, 1990). Dessa forma, a
indu¢do a anestesia ocorre em efeito cascata,
como descrito na Tab. 1. De acordo com
Summerfelt e Smith (1990), a exposi¢do a um
anestésico pode alterar as respostas de estresse.

A glicose plasmatica é bom indicador de
estresse, pois as alteragdes s3o facilmente
detectaveis e sua avaliagdo pode ser realizada
com medidores de glicose de simples utilizacdo
(Gomes et al., 2005). A glicose dos peixes
expostos ao anestésico por diferentes tempos
(3min, 9min e recuperagdo) ¢ significativamente
maior do que a do seu respectivo controle (Fig.
3). A glicose plasmatica dos peixes expostos por
3min foi significativamente menor do que a dos
peixes expostos por 9min e na recuperagdo, € nao
houve diferenca significativa na glicose dos
peixes expostos por 9min e na recuperacdo. Os
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resultados indicaram que a tilapia exposta ao
mentol apresenta aumento significativo na
concentragdo de glicose plasmatica em todos os
tempos de amostragem. Este resultado mostra
que a exposicdo ao mentol ¢ estressante aos
peixes. Isto foi observado por Inoue (2005) para
o eugenol e o 2-fenoxietanol, durante a anestesia
de matrinxd (Brycon amazonicus). A glicose
plasmatica do  grupo-controle = manteve-se
constante durante os diferentes tempos de
amostragens, e os valores obtidos estdo préximos
aos relatados por Martins et al. (2004) como
basais para esta espécie.

O hematdcrito ndo apresentou diferenga
significativa entre os peixes anestesiados e
controle em nenhum tempo de amostragem
(Fig. 3), assim como nao houve diferenga entre
os peixes anestesiados nos diferentes tempos de
amostragem. O mesmo resultado foi obtido com
os peixes-controle. De acordo com Morales et al.
(2005), mudangas nas respostas hematologicas
de estresse, como o hematdcrito, normalmente
ndo sdo observadas em exposi¢des agudas, sendo
mais responsivo em exposigdes cronicas.
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Figura 3. Concentragdes de glicose plasmatica ¢ hematdcrito em tilapia nildtica apos a exposi¢do por
diferentes tempos a 250mg L™ de mentol. Rec = 10 minutos de anestesia +recuperagdo. * indica diferenga
significativa do respectivo controle em cada tempo de exposi¢do. Letras mintsculas indicam diferenca
significativa do tratamento-controle nos diferentes tempos de exposi¢do por analise de variancia e teste
Tukey (P<0.05). Letras maiusculas indicam diferenga significativa do tratamento anestesiado nos
diferentes tempos de exposi¢do por analise de variancia e teste Tukey (P<0.05).

CONCLUSOES

O mentol, em sua concentragdo adequada para
indugdo a anestesia, causa um aumento na
glicose sanguinea, caracterizando estresse no
peixe, ndo sendo, portanto, um anestésico
preferencial para uso com a tilapia-do-nilo.
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