UNIVERSIDADE ESTADUAL DO MARANHAO
CENTRO DE EDUCAGCAO, CIENCIAS EXATAS E NATURAIS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA E BIOLOGIA MESTRADO EM RECURSOS
AQUATICOS E PESCA

LUIS FERNANDES DA SILVA FARIAS JUNIOR

EUGENOL COMO ANESTESICO PARA A ESPECIE ACARA PRETO (Cichlasoma

bimaculatum)

Sao Luis
2017



LUIS FERNANDES DA SILVA FARIAS JUNIOR

EUGENOL COMO ANESTESICO PARA A ESPECIE ACARA PRETO (Cichlasoma

bimaculatum)

Dissertagdo apresentada a Universidade Estadual do
Maranhdo, como parte das exigéncias do Programa de
Pds-Graduacdo em Recursos Aquaticos e Pesca, para
obtencdo do titulo de Mestre em Recursos Aquaticos e
Pesca.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Riedel Porto Carreiro

Sao Luis
2017



LUIS FERNANDES DA SILVA FARIAS JUNIOR

EUGENOL COMO ANESTESICO PARA A ESPECIE ACARA PRETO (Cichlasoma

bimaculatum)

Dissertagdo apresentada a Universidade Estadual do
Maranhdo, como parte das exigéncias do Programa de
Pds-Graduagdo em Recursos Aquaticos e Pesca, para
obtencdo do titulo de Mestre em Recursos Aquéticos e
Pesca.

Aprovadoem: /[ /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Carlos Riedel Porto Carreiro
Doutor em Engenharia de Pesca
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA)

Profa. Dra. Erivania Gomes Teixeira
Doutor em Engenharia de Pesca
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA)

Prof. Dr. Weverson Scarpinni Almagro
Doutor em Ciéncia Animal
Instituto Federal do Maranhéo (IFMA)

Profa. Dra. Nancyleni Pinto Chaves
Doutora em Biotecnologia
Universidade Estadual do Maranhdo (UEMA)



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela oportunidade de ter vivenciado essa nova etapa de
crescimento tanto pessoal quanto profissional. Agradeco a minha familia que em todo o
trajeto esteve ao meu lado minha mae grande apoiadora, amiga e fortaleza na qual sei que
sempre terei um porto seguro, minhas irmas que me ajudaram e me deram forca nessa jornada
as vezes tdo incerta . Sou grato a minha amiga/namorada/noiva por sempre estar ao meu lado
com palavras gentis e companheirismo, ao longo desses dois anos vi nela a pessoa com quem
quero passar 0 resto da vida. Agradeco imensamente aos professores do Programa de p0s
graduacdo em recursos aquaticos e pesca, todos sem excecdo contribuiram para 0 meu
crescimento e me expandiram os horizontes. E por ultimo e ndo menos importante agradeco a
FAPEMA pela ajuda, pelo apoio e pelo incentivo, vocé me ajudou a realizar sonhos e
conhecer novos lugares, proporcionou que eu pudesse me dedicar aquilo que amo fazer e por

isso Ihe sou muito grato.



RESUMO

Avaliou-se o do 6leo de cravo em Acara-preto (Cichlasoma bimaculatum). Foram testadas as
concentracdes de 10, 20, 30, 40 e 50 mg/L do anestésico, exposi¢do individual para cada
animal por dosagem e cinco repeti¢Oes para cada concentracdo. Foram realizados ensaios com
exemplares de Acara-preto para determinar a dose adequada de anestesia para diferentes
procedimentos na aquicultura, como a biometria, triagens, transportes, coleta de sangue; para
analisar se baixas concentracdes do anestésico induzem a sedacao; e se 0 comportamento e a
sobrevivéncia dos peixes sao afetados pelo anestésico. O eugenol é um agente anestésico que
apresenta baixo custo de aquisicdo, baixa toxicidade que ndo representa riscos ao meio
ambiente nem para 0s manipuladores ja que ndo representa risco aparente de intoxicacgéo ,
assim, avaliou-se a eficiéncia anestésica do eugenol, estimando-se a dose ideal, (atraves dos
tempos para indugdo e recuperacdo anestésica), as concentracfes letais e o tempo de
concentracdo letal. Os testes se basearam em banhos de imersdo. Os tempos de inducdo a
anestesia e da recuperacao foram registrados. Ndo ocorreram mortalidades durante e 72 h
apos o experimento. As concentracdes de 40 e 50 mg/L de 6leo de cravo testadas, induziram
0s acaras a anestesia profunda. A concentracdo de 10mg/L foi a menos eficiente em levar os
espécimes a um estado de anestesia mais adequado. A concentragdo de 50mg/L provocou em
alguns casos respostas adversas o que talvez possa ser atribuido a pureza do alcool utilizado.

Palavras-chave: Anestésico. Concentra¢des. Cichlassoma Bimachulatum. Eugenol.



ABSTRACT

The oil of clove was evaluated in Acara-preto (Cichlasoma bimaculatum). The concentrations
of 10, 20, 30, 40 and 50 mg / L of the anesthetic were tested, individual exposure for each
animal per dosage. Acara-preto specimens were tested to determine the appropriate dose of
anesthesia for different aquaculture procedures, such as biometrics, screening, transport,
blood collection; to analyze whether low anesthetic concentrations induce sedation or have a
stressful effect; and whether the fish's behavior and survival are affected by the anesthetic.
The eugenol is an anesthetic agent that presents low acquisition cost, low toxicity to the
animals and their manipulators, thus, the eugenol anesthetic efficiency was evaluated,
estimating the ideal dose (through the times for induction and anesthetic recovery) , lethal
concentrations and lethal concentration time. The tests were based on immersion baths.
Induction times for anesthesia and recovery were recorded. No mortality occurred during and
72 h after the experiment. The concentrations of 40 and 50 mg / L of clove oil tested, induced
the acaras to deep anesthesia. The concentration of 10mg / L was less efficient in taking the
specimens to a more adequate state of anesthesia. The concentration of 50mg / L caused in

some cases adverse responses which may be attributed to the purity of the alcohol used.

Keywords: Anesthetic. Concentrators. Cichlassoma Bimachulatum. Eugenol



Quadro 1
Figura 1

Quadro 2

Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10

LISTA DE ILUSTRACOES

Natureza do MEOAO € tECNICA ......cveveieieierie st 14
Esquema de demonstragdo da dindmica de transmissdo de impulsos
NIBIVOSOS ..teiettetessteeestteeessteeassbeeessbe e e ssbe e e sbb e e e bb e e e bt e e e bb e e e be e e e abb e e e nbe e e e nbe e e e bt e e anne s 17

Estagios de anestesia e de recuperacdo descritos por lwama et al. (1989)

para a truta arco-iris (Salmo gairdneri). ......c.ccoceevvvieienieieie e, 19
Estrutura quimica do eugenol € iSOeUgENOl ..........cceeveierieieie e 23
Pesagem do exemplar de Cichlasoma bimaculatum.............cccoccevveveiiieieennenn, 27
Medicdo do exemplar de Cichlasoma bimaculatum............ccccceevveieiieieennenne. 28

Termdmetro digital utilizado na afericdo da temperatura durante o

EXPEITMENTO ...ttt bbbttt b ettt 29
Acara preto (Cichlasoma bimaculatum) anestesiado...........c.ccceevveveieeirernenne. 29
Tempo de Inducdo e Recuperacdo pelo Eugenol...........ccocoevveveiicciccncien, 32
Demonstrativo grafico do Tempo de INdUGED .......cccevvveiiiiiiniieee e, 33
Analise do grupo controle € @ glICOSE .....c.vovierieieeieeere e 34
Analise do grupo controle € a gliCOSE .......ccveveieeiieiie e 35



2.1
2.1.1
2.1.2
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4

5.1
5.2

SUMARIO

LN LEI0] 5161070 TS 8
REFERENCIAL TEORICO ..ottt 12
ANESESICOS NA AQUICUITUTA.....c..iiieieeice e 12
APIICAGAOD B ANESTESIA ...e.veveeiieieeieitestesti et 13
Fatores que influenciam @ anestesSia.........cucvveiieiierieiiese e 15
Mecanismo de anestesia e reacdes fisioldgiCcas ...........cccevvevveveiieii e 16
EStAgios 08 @NESIESIA .....ccuvcviiiciiieie e 18
AANESTESICOS ...vveveeete ettt ettt ettt te e e et et et e s beeneese e st et et e ntenreereeraeneeneeneas 20
TranSPOITE A& PEIXES ....c.viiiietiiti ettt ettt 20
] I ST TP PRSP PP PUPPRPPRRROPIN 21
(@] LYol o LYol Y J TR 22
Cichlasoma Dimaulatum ... s 24
OBUJIETIVOS ..ottt sttt ne e 25
ODJELIVO GEIaAL ... 25
ODbjetivos ESPECITICOS ...ovieeiiieiiiiieie e 25
MATERIAL E METODOS .....oooieiieiieeeeessieeesessss s sesssss s senansenenns 26
Local do experimento e periodo pré-experimental .............cccccovveviiieiieiecciennnn, 26
N 1T 1] oo PRSI 27
INduco e recuperagao dO ANESTESICO ........ccovvereiieiiirieee e 28
ANALISE ESTALISTICAS ....ecvvevieieeic e 30
RESULTADOS .ttt ettt e e e e s aee e et eesneeeannea e 31
INducgo e recuperagdo de aNeStESIA .........cocerieereriie i e 31
Efeitos fisioldgicos da €UGENOL..........cocoviiiiiiiciiec e 34
DISCUSSAO ...ttt 36
CONCLUSOES .....ovoiiiieiee et 39

REFERENCIAS. ..o oo e oot e e et e e et e e e e e e e s e e oot eee e eer s 40



1 INTRODUCAO

Adaptados exclusivamente ao meio aquatico, 0s peixes compreendem cerca de
25.000 espécies, um numero maior do que o0 somatorio de todas as espécies de vertebrados
terrestres conhecidos (ZAHL et al., 2009). Desse montante, apenas umas poucas espécies sao
viaveis para o cultivo utilizadas na produgdo aquicola. Um dos principais requisitos para o
bom desenvolvimento da atividade aquicola é o conhecimento adequado da biologia das
espécies utilizadas para o cultivo e para o melhor dominio das técnicas de cultivo mais
indicadas. O entendimento da fisiologia das espécies, do funcionamento dos sistemas
organicos, suas interacOes e respostas em relagédo ao meio de cultivo, sabendo-se as diferentes
alteracdes ambientais e os métodos de criacdo, garantem o estabelecimento das melhores
condicdes de cultivo das espécies.

Atualmente, nos modernos sistemas de aquicultura intensiva e super intensiva, 0s
peixes sdo criados em altas densidades utilizando grandes quantidades de ragdo. Sob estas
condicdes eleva-se a concentracdo de aménia e produtos oriundos do metabolismo, provinda
dos excrementos ou da excre¢do de nitrogénio, concomitantemente com a diminui¢do dos
niveis de oxigénio dissolvido (WAGNER et al., 2009). Para Rotta (2010), o tipo de manejo
realizado com os peixes, a degradacdo da matéria organica do viveiro, a utilizacdo de
oxigénio dissolvido por uma carga excessiva de peixes no viveiro e a fermentagdo provocada
por este tipo de cultivo, levam a um ambiente com péssimas condi¢des para o crescimento e
desenvolvimento dos peixes, levando-os a um estado cronico ou critico de estresse.

Desde a década de 1970, estudos envolvendo o estresse dos peixes tém sido
frequentemente realizados no campo da fisiologia (ROSS; ROSS, 2008). No ambiente, a
resposta ao estresse pode ser vista como a capacidade dos peixes mobilizarem as reservas de
energia de forma a evitar ou vencer imediatamente situac0es de ameaca (IWAMA et al.,
1994). Em piscicultura intensiva, a situacdo de estresse estd constantemente presente e pode
afetar o desempenho produtivo dos peixes, prejudicando o estado de salde e aumentado a
suscetibilidade a doengas (VIDAL et al., 2008).

A elevada produtividade na criacdo de animais usualmente ndo e compativel com
as praticas que visem o bem-estar dos mesmos sendo ainda menos relevantes quando se
tratando das praticas na aquicultura (VIDAL et al., 2008). Talvez devido a esta rapida
expansdo da aquicultura, o bem-estar dos peixes em cativeiro tem adquirido uma maior
preocupacdo (LAWRENCE, 2008; ROSS; ROSS, 2008; ELLIS et al., 2012). Para além de ser

uma questao importante para a industria, na perspectiva da percepc¢éo publica, do marketing e



da aceitagdo do produto, também é relevante em termos de eficiéncia de producdo, qualidade
e quantidade (ASHLEY, 2007). Todas as atividades que implicam a manutencdo de peixes
vivos, como estabelecimentos de aquicultura, centros de investigacdo ou centros de animais,
requerem algumas praticas regulares de manuseamento dos peixes. Nestas atividades estdo
incluidas amostragens bioldgicas, triagens, vacinagdo, transporte, entre outros. Estes
procedimentos sdo frequentes, podendo causar grandes periodos de stress, tendo um impacto
negativo no crescimento e na saude dos peixes (PERDIKARIS et al., 2010). Neste contexto, o
uso de anestésicos é uma ferramenta Util, pois ndo s6 ajuda a impedir danos fisicos nos peixes
e nos operadores, como atenua o stress durante os processos de manipulacéo e facilita o seu
manuseamento (ROSS; ROSS, 2008).

Com o objetivo de minimizar possiveis efeitos desfavoraveis que as técnicas para
a obtencdo de uma alta produtividade possam provocar aos animais, recomenda-se 0 uso de
produtos atenuantes ou anestésicos, de forma que seu uso atenda as diversas questdes éticas
que visam a prevenir ou evitar o sofrimento dos organismos aquaticos nas diferentes fases de
manejo (HANAWA et al.,, 1998; ROSS, 2009). Praticas intensas de manejo, como 0
transporte, povoamento, mudancas na qualidade da agua, temperatura e mesmo salinidade
favorecem uma série de fatores estressantes aos peixes (VIDAL et al., 2008).

O estresse tem seus principais efeitos com o inicio da liberagcdo de corticoides,
lactato e catecolaminas no sangue, substancias essas que alteram a qualidade da carne ou
mesmo o desenvolvimento do organismo visto que animais estressados apresentam péssima
conversdo alimentar e sdo mais suscetiveis a infeccdes (VIDAL et al., 2008). Essas
substancias liberadas no sangue também influenciam diversas alteragbes corporais como
inibicdo do crescimento e mesmo distarbios no ciclo reprodutivo (IWAMA et al., 2010).

Vaérios estudos demonstram que o uso de produtos anestésicas reduz os efeitos do
estresse e por consequéncia a liberacdo de corticoides e lactato na corrente sanguinea durante
0 manejo, atuando no eixo hipotadlamo-hipofise-inter-renal e mitigando as respostas do
organismo ao estresse (IWAMA et al.,, 2010). Sendo assim estudos aprofundados dessas
substancias mostram-se fundamentais para um consideravel aumento na qualidade do manejo
empregado.

Em organismos aquaticos os anestésicos geralmente sd@o administrados por
imersdo em solucgdes diluidas que sdo absorvidos principalmente pelas branquias (IWAMA et
al., 2010). Em peixes que apresenta respiracdo aerea obrigatoria como e o caso do Arapaima
gigas ndo é utilizada a técnica de imersdo pois o animal pode afogar-se sendo entdo utilizado

a aspersao diretamente nas branquias (HOWE, 1999).
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O anestésico selecionado deve atender a critérios como a eficacia do produto para
a espécie em questao, custo e disponibilidade de aquisi¢do, seguranga no uso tanto para quem
administra quanto para o organismo a ser administrado, possiveis efeitos colaterais, grau de
toxicidade e se 0 mesmo ndo sera bio acumulado no organismo ministrado (IVERSEN et al.,
2003). Por conseguinte, e deveras necessario, identificar quais as concentracbes e qual
anestésico se adequa melhor a cada espécie e a cada estagio de desenvolvimento da mesma,
evitando assim alteracbes metabdlicas que possam ocasionar 0 Obito do organismo em
questdo ou interferir em seu crescimento e reproducdo, além de evitar superdosagens e 0
desperdicio do produto usado minimizando os custos na producdo (ROUBACH; GOMES,
2001).

A auséncia de estudos sobre as concentracfes de anestésico, concentracdo ideal e
tempo de exposicdo para cada espécie sdo fatores limitantes na aplicacdo do uso destes
produtos na aquicultura (CHATZIFOTIS et al., 2010). Dessa forma, a andlise da relacdo entre
a concentracao do anestésico e o tempo de inducdo bem como a espécie a ser submetida ao
tratamento apresenta especial relevancia no que concerne a escolha do produto mais eficaz e
indicado.

De acordo com Vidal et al. (2008), o coeficiente de absorcdo de cada anestésico
esta intimamente relacionado com as propriedades fisico quimicas do mesmo, a fatores
respiratérios, a quantidade de sangue irrigando as branquias o que influencia de forma
preponderante o tempo de inducdo e recuperacdo. A eficacia do anestésico também é
diretamente influenciada por fatores como idade do organismo, tamanho, nutricdo, sexo,
temperatura da agua entre outros fatores ambientais (ZAHL et al., 2009).

O agente anestésico mais indicado ou considerado ideal deve produzir o estagio
de anestesia profunda no tempo méximo de dez minutos com tempo de recuperagdo maxima
de até cinco minutos (MEYER, 2013), deve ser eficaz em baixas concentragdes e apresentar
elevado grau de toxicidade somente em doses muito acima das recomendadas.

Muitas séo as substancias utilizadas como anestésicos para peixes. No Brasil ndo
h& legislacdo que regulamente o uso de anestésicos em organismos aquéaticos por isso séo
adotadas as diretrizes da Organizacdo das Nagbes Unidas para Agricultura e Alimentagéo
(FAO) no que concerne ao uso de anestésicos sendo que a mesma libera o0 uso de MS222 em
peixes destinados ao consumo (CHATZIFOTIS et al., 2010).0s anestésicos mais comuns
empregados no pais sdo o MS22 (tricaina metano sulfonato), a benzocaina (ethyll-p-
aminobenzoato), a quinaldina (2-4 metilquinolina) (GABRIEL, 2011). De acordo com a FAO

(2011) animais submetidos a anestésicos sé podem ser consumidos ap6s um periodo de vinte
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e um dias do dia de contato com o produto. Como 0 MS222 ndo é produzido no Brasil, seu
custo de aquisicdo é um tanto quanto maior em relacdo a outros anestésicos mais comuns no

mercado nacional, o que por sua vez dificulta a utilizacdo dessa substancia no territorio.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anestésicos na Aquicultura

E necessario buscar meios seguros e de facil aquisicdo para a anestesia de
organismos aquaticos no Brasil, contribuindo com as autoridades responsaveis pela
regulamentacdo desse tipo de pratica no intuito de fomentar analises que visem a melhor
aplicacdo e entendimento da acdo desses farmacos e seus mais diversos usos nas rotinas de
manejo e transporte desses organismos (FACANHA; GOMES, 2005).

Uma das alternativas mais viaveis em termos econdmicos e de disponibilidade no
mercado pé o eugenol, que é uma extrato natural eficaz, segura e de baixo custo, que nao
representa riscos ao meio ambiente nem para os manipuladores ja& que ndo representa
problemas aparente de intoxicagdo (ACERETE et al., 2004; IVERSEN et al., 2003; CHO,
2010).

O composto fendlico aromatico extraido da Eugenia aromatica conhecido como
eugenol (4 — alil-metoxifenil) e uma substancia que atua como amortecedor do sistema
nervoso central (DUNCAN et al., 2013) cuja a concentracdo encontra-se em torno de 60% a
90% do Oleo essencial, obtido através da destilacdo das flores e folhas de E. aromatica. O
eugenol e utilizado na odontologia como antisséptico e analgésico além de suas propriedades
anestésicas.

Algumas pesquisas utilizando eugenol como anestésico para peixes comprovam
sua eficacia e sua adequagdo a organismos aquaticos em geral Wagner et al. (2012),
concluiram, trabalhando com o eugenol como anestésico para Paractus mesopotamicos que
ele seria um anestésico eficaz e indicado na substituicdo de benzocaina. Para juvenis de
Oreochromis niloticus concentragdes de 25mg/L, 50mg/L, 75mg/L e 100mg/L tendo sido a
concentracdo de 50mg/L a mais indicada para o processo de inducdo no que se refere ao
manejo dos juvenis, com taxas baixissimas de mortalidade em comparacdo ao manejo sem o
anestésico (VIDAL et al., 2008).

Filiciotti et al. (2012), testaram o0 tempo de inducdo, resposta a fatores
estressantes, presenca de glicose e cortisol e analise sensorial do file de Oreochromis niloticus
e observaram que 0s peixes anestesiados com 50mg/L apresentaram niveis significantemente
mais baixos do cortisol plasmético e do lactato muscular que peixes que ndo passaram pela
inducdo presentes no grupo controle, mostrando ser o eugenol um bom inibidor do aumento

do estresse durante 0 manejo. No entanto, o teste sensorial mostrou que o eugenol modifica
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levemente o sabor do file de peixes submetidos a indugdo o que indica que 0s animais
submetidos ao processo devem respeitar 0 mesmo periodo de 21 dias recomendado pela FAO
(2008) no uso de MS222. Estes fatos mostram que a falta de estudos relacionados ao eugenol,
como, por exemplo, a determinacdo de um tempo de espera ap0s a indugdo para 0 consumo

adequado e as concentragdes e respostas de cada espécie ao tratamento.

2.1.1 Aplicacéo de anestesia

O termo anestesia provem do grego, termo que em sua esséncia significa
adormecer, amortecer, restringir a sensibilidade (ROSS, 2009). Em geral, a anestesia vem
sendo referida como um agente externo causador de estados entorpecentes capazes de
provocar total ou parcial perda dos sentidos relacionados a percepcéo de dor ou sensibilidade
tatil local, isso tudo proveniente de um estado de depressdo do sistema nervoso, ou seja, seu
temporario amortecimento (FRISCH, 2000).

O anestésico vem sendo utilizados em peixes, desde o comeco do século passado.
A aplicacdo e desenvolvimento dessa técnica deriva em grande parte da medicina humana e
veterinaria e foi aplicada em peixes através de testes de tentativa e erro (ZAHL, 2010).

No inicio os anestésicos eram utilizados quase que exclusivamente para o
manuseio (manejo), no entanto, a medida que foi conhecendo-se melhor a fisiologia de cada
espécie e a preocupacdo com o bem-estar animal foi evidenciando-se nos mais variados ramos
de criacdo animal, o &mbito da utilizacdo de anestésicos tem sido ampliado. Na aquicultura, o
uso de anestésicos atualmente é empregado visando a diminuicdo do estresse provocado pelos
procedimentos inerentes a essa atividade, como transporte, biometria, triagem, vacinacao,
marcac0es eletronicas e reproducdo (COOKE et al., 2004; MYLONAS et al., 2005).

De acordo com o objetivo almejado, o anestésico pode induzir varios estagios,
como sedacéo, narcose e mesmo a morte (ROSS, 2001; COYLE et al., 2009). Em termos mais
amplos a sedacdo é um estagio que precede a anestesia onde nota-se uma progressiva reducao
da sensibilidade, mas que, no entanto, ndo acomete nenhuma perda sensorial ou de equilibrio,
em suma, as reacdes do organismo em sedagdo sdo mais lentas que em seu estado normal
(ZAHL et al., 2009). A anestesia profunda pode ser descrita como uma perda mais geral da
percepcao sensorial, apresentando também certa restricdo motora e alivio na percep¢édo da dor
(ZAHL et al., 2010). A superdose de anestésico provoca a morte por colapso medular, estagio

no qual os impulsos nervosos ficam comprometidos a ponto de sistemas autbnomos
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comecarem a falhar, porem a superdosagem é considerada uma maneira aceitavel de eutanésia
(NEIFER; STAMPER, 2009).

O intuito do uso de anestésicos, concentra-se na reducdo de mobilidade dos
peixes, tornando assim possivel a realizacdo de varios procedimentos causando o minimo
possivel de injurias fisicas e rea¢fes bioquimicas de estresse ao animal. Sendo assim o
principal foco do uso de anestésicos é de fato um melhor desempenho no que se refere a
manejo, com 0 minimo de ocorréncia de danos ao organismo, de forma a salva guardar de
possiveis sequelas que comprometam suas fungdes bioldgicas e desenvolvimento (COOKE,
2007). No entanto a propria anestesia pode configurar um fator de estresse para 0s peixes
(IWAMA et al., 1994). Por esta razdo, a determinag@o das concentragdes mais apropriadas de
anestésicos indicados para cada espécie e fase de desenvolvimento dos peixes bem como as
condi¢cdes ambientais onde estes encontram-se € de grande importancia para pesquisas que
visem 0 uso de anestésicos.

O ponto de acdo dos anestésicos no sistema nervoso de peixes ndo é muito
conhecido, a maior parte das metodologias aplicadas provém de estudos desenvolvidos a
partir de animais terrestres € mesmo humanos (ZAHL et al., 2012). Geralmente o0s
procedimentos de anestesia profunda agem através da depressdo generalizada do sistema
nervoso central, produzida através da acao direta do farmaco nos axénios inibindo a liberacdo
e recepcdo de neurotransmissores ou por alteracdes na permeabilidade das membranas ou
mesmo pela combinacdo dos dois fatores (ROSS; ROSS, 2008) como podemos observar na
tabela abaixo. A libertacdo de neurotransmissores GABA, Acido gama-aminobutirico
(IUPAC: 4-aminobutandico [&cido]) e alteragdes nos canais de sodio, potassio e calcio sdo 0s
mais referenciados na utilizacéo de anestésicos (SOARES et al., 2012).

Quadro 1 — Natureza do método e técnica

NATUREZA DO METODO TECNICA
Hipotermia Estimulacdo Elétrica Acupuntura
-, Presséo Local
Fisica
Inalacdo Parenteral:
e Intravenosa
e Intraperitoneal
Quimica e Intramuscular Oral
Retal
Psicoldgica Hipnose

Fonte: Ross e Ross (2008).


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido
https://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
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2.1.2 Fatores que influenciam a anestesia

A efetividade de um anestésico pode variar ndo so entre diferentes espécies mas
também dentro de uma mesma espécie (WAGNER et al., 2008). Principios bioldgicos como
idade, peso, porcentagem de gordura corporal fazem com que o espécime responda de
maneira diferente a cada concentracéo de anestésico (COYLE et al., 2009; ROSS et al., 2010).
Essa resposta pode ainda ser influenciada por fatores ambientais e parametros fisico quimicos
da 4gua como temperatura, pH, oxigénio dissolvido e salinidade (GREEN et al., 1979; ZAHL
et al., 2009).

A relacdo entre o peso do peixe e a concentracdo de anestésico mais indicada nem
sempre € clara ou bem definida (TSANTILAS et al., 2006). Alguns estudos apontam que nédo
h& uma clara relacdo entre o peso e a concentracdo indicada e que ndo existe nenhuma relacéo
entre esses dois fatores e os tempos de indugéo e recuperacdo da anestesia (PERDIKARIS et
al., 2010), enquanto outros estudos mostram que essa relacdo existe (ZAHL, 2010). Perdikaris
et al. (2010), demonstram em um de seus estudos, o tempo de inducdo e recuperacdo com
eugenol para o dourado (Carassius auratus ) que o tempo de inducdo tem uma relacdo direta
com 0 peso, onde peixes maiores necessitam de um tempo maior para atingir os estagios de
inducdo. Resultados semelhantes foram obtidos por Zahl et al. (2009), que demonstraram que
0 aumento no peso total da espécie de bacalhau do atlantico também influenciou no aumento
do tempo para a inducdo utilizando-se o anestésico MS-222 e a benzocaina. Ambos o0s
pesquisadores justificam tal ocorréncia dessa relacdo afirmando que a taxa de absorcdo do
anestésico pelas branquias de peixes menores é significantemente maior que em peixes
maiores 0 que afeta diretamente o tempo de indugédo para cada classe de tamanho, também
sugerem que o metabolismo tem fundamental importancia na taxa de absorcdo e excre¢do do
anestésico o que também tem influéncia direta.

Foi ainda observado que o habito de cada espécie influencia diretamente os
tempos e os estagios de inducdo e recuperacéo, visto que peixes mais ativos atingem estagios
de inducdo mais rapidamente que espécies de comportamento mais letargico (COYLE, 2009).
Este fato pode estar relacionado com a atividade de cada peixe, onde o peixe ativo absorve
mais rapido o anestésico que o peixe de comportamento mais sedentario (COOKE, 2007).
Animais enfermos ou debilitados sdo muito mais suscetiveis a aplicacdo de anestésico (ROSS,
2008), assim é muito importante que a eficacia do anestésico seja determinada em espécimes

saudaveis.
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A temperatura é o fator que mais influéncia no tempo de inducdo visto que 0s
peixes ndo regulam sua temperatura corpérea de forma autbnoma, o que afeta diretamente o
metabolismo (SMALL et al.,, 2004). Assim este parametro desempenha um papel de
fundamental importancia no processo de inducdo o qual deve ser levado sempre em
consideracdo visto que influencia na absorcdo e eliminacdo do anestésico (ZAHL et al.,
2009). Com a maioria dos anestésicos sdo necessarias doses mais altas ou tempos de inducéo
maiores em caso de temperaturas muito baixas, pois a taxa de absor¢do do anestésico decai
muito (MYLONAS, 2005).

O pH de uma solucdo anestésica também tem relacdo direta com sua eficacia,
possivelmente afetando a relacdo de moléculas carregadas para as ndo carregadas (NEIFER;
STAMPER, 2009). Em geral quanto menor o pH menos eficaz sera o0 anestésico pois o
aumento na ionizacdo afeta sua absorcdo (ZAHL et al., 2010). A quinaldina é o exemplo mais
conhecido de anestésico que perde sua eficdcia com pH mais baixos (COYLE et al., 2009).
Alguns anestésicos por terem tendéncias mais acidas necessitam de uma solugdo tampao para
neutralizar seu pH (SUMMERFELT et al., 2010). Em agua salgada pelo pH ser mais elevado,
verifica-se uma maior capacidade de tamponamento natural, visto que os ions de sddio e
calcio tendem mais para o basico, em comparagdo a agua doce onde a presenca de matéria
organica em decomposicdo e ions de aménia e ureia tendem maios para o acido (NIEFER,;
STAMPER, 2009).

2.2 Mecanismo de anestesia e reacoes fisioldgicas

Segundo Ross e Ross (2008), os anestésicos sdo administrados via imersdo dos
peixes em solucdo anestésica. A solugdo anestésica é captada pelas branquias, principal rota
de absorcéo e eliminacao de anestésicos, difunde-se para o sangue, que o conduz até o sistema
nervoso central (SNC) (ROSS et. al., 2009).

Atraveés da atuacdo nos axonios neuronais (Figura 1), os anestésicos deprimem o
Sistema Nervoso Central (SNC) ao atingi-lo (COOKE et al., 2009). No entanto, pouco se sabe
sobre 0 modo preciso de acdo dos anestésicos em peixes (SUMMERFELT et al., 1990).
Acredita-se, porém, que este seja similar a anestesia inalatoria utilizada em animais terrestres
(UCAR et al., 2010). Em geral, esta acdo é acompanhada pela estabilizacdo das membranas
neuronais, incluindo depressdo das estruturas pré-sindpticas, com consequente reducdo na
quantidade de neurotransmissor liberado pelo impulso nervoso, assim como depressdo dos
receptores pos-sinapticos (ROSS; ROSS, 2008).
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Figura 1 - Esquema de demonstracdo da dinamica de
transmissdo de impulsos nervosos.

Estabiliza¢do de membranas Reducdo do neurotransmissor
pré-sinapticas liberado

4/ O

 FERER R O

EmEmEmEnp

Bloqueio de sitios Estabilizacdo de membranas
receptores pos-sinaptica

Fonte: Sciense (2010)

A capacidade de interferir sobre o eixo HHI (Hipotalamo — Hipofise — Inter-renal)
como mitigador das respostas ao estresse tem sido um parametro norteador para a escolha dos
anestésicos (RIBEIRO et al., 2013). Diversos estudos comprovam que a utilizacdo de
sedativos reduz a concentracdo de corticoides (cortisol) e catecolaminas na circulagéo
sanguinea, durante manejos estressantes (WEBER et al., 2011).

O estresse em animais vertebrados provoca alteragdes administradas por centrais
sensoriais especializadas, as quais canalizam a informacdo prontamente na regido do
hipotalamo, incitando a liberacdo de catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) e ativando o
eixo HHI (Hipotalamo — Hipofise —Inter-renal), com estimulacdo da propagagdo de hormonio
adrenocorticotrépico (ACTH) pela glandula pituitaria. Este hormonio atua no tecido inter-
renal, que responde com a liberacdo de corticoides na corrente sanguinea (OLSEN;
EINARSDOTTIR; NIELSSEN, 1995; SHAVIT et al., 2005). Dessa maneira, 0s diversos
dispositivos quimicos podem atuar de varias formas: barrando os receptores da adrenalina
(inibindo seu efeito), impedindo a acdo dos transmissores sensoriais do hipotadlamo, ou agindo
diretamente nas celulas inter-renais (bloqueando os receptores de ACTH) e diminuindo a
liberacdo de corticoides (GERWICK; DEMERS; BAYNE, 1999).

A reducdo do movimento muscular durante a anestesia ocorre em fungéo de um
efeito direto do anestésico sobre os nervos, na musculatura lisa e no musculo cardiaco
(WEBER et al., 2009). Esse efeito pode causar consequéncias perigosas aos peixes, sobretudo
quando estiver relacionado ao distarbio cardiaco (ROTHWELL et al., 2004).
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O batimento cardiaco tem uma frequéncia controlada por diversos fatores
metabolicos, os quais podem sofrer interferéncia na presenga de agentes anestésicos, levando
a um quadro de arritmia cardiaca (SOARES et al., 2012). Esses agentes quimicos bloqueiam
nervos, incapacitando a contracdo muscular, o que prejudica a circulacdo sanguinea (HILL;
DAVISON; FORSTER, 2002; ROTHWELL et al., 2004).

O movimento branquial € influenciado por inGmeros fatores, tais como ions
reguladores, hormonios, nervos e batimento cardiaco (READMAN et al., 2013). As branquias
cessam 0 movimento a medida que o quimico atinge 0s nervos e o coragdo, reduzindo a
circulacdo sanguinea e levando a parada respiratéria (HILL; DAVISON; FORSTER, 2002).
Esse processo desacelera o metabolismo do peixe, reduzindo a sua a exigéncia por oxigénio
(COOKE et al., 2004).

A avaliacdo do grau de insensibilizacdo em peixes pode ser feita mediante
observacdo do comportamento do animal, tanto para a inducdo, quanto para a recuperacdo. A
aplicacdo desta metodologia é de grande importancia quando se deseja medir a mortalidade
posterior a recuperacdo, além de ndo causar nenhum estresse adicional ao animal durante o
processo de anestesia. O procedimento é utilizado pela maioria dos pesquisadores, com
pequenas adaptacdes para diferentes objetivos (BURKA et al., 1997; KEENE et al., 1998;
HOSKONEN; PIRHONEN, 2004).

2.3 Estagios de anestesia

A exposicao de peixes a agentes anestésicos causa diferentes respostas de acordo
com a espécie, peso ou idade do espécime em questdo, assim como os fatores ambientais ja
citados (POTTINGER et al., 2008). Estas respostas apresentam, geralmente, uma sequéncia
previa e progressiva de comportamentos. Alguns estudiosos caracterizam tais respostas como
desenvolvendo diferentes escalas e estagios de anestesia (IWAMA et al., 2009), outros
pesquisadores adaptam os estagios ja conhecidos para melhor se enquadrarem na espécie
estudada e para as condicdes fisico quimicas e ambientais em que o estudo é desenvolvido
(KING et al., 2005; AKBULUT et al., 2012).

Os estagios descritos por Summerfelt e Smith (1990) sdo normalmente os mais
utilizados em trabalhos com anestésicos aplicados a peixes. De um modo geral, lwama
(2009), descreveu as respostas comportamentais de cada espécie de peixe em sete estagios de

inducdo e trés estagios de recuperacdo como Vvisto no quadro 2.
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Quadro 2 - Estagios de anestesia e de recuperacgdo descritos por Iwama et al. (1989) para a truta arco-iris (Salmo

gairdneri).

ESTAGIO

ANESTESIA

I - Normal

Peixes com reagdes normais a estimulos esternos,
batimentos operculares regulares, reagdo muscular
normal

Il — Sedacdo Leve

Peixes com reagdes estimulos externos, movimentos
reduzidos, batimentos operculares mais lentos,
equilibrio normal

Il — Sedacédo Profunda

Perda total de reacdo a estimulos externos exceto forte
pressdo, leve queda do movimento opercular,
equilibrio normal

IV — Narcose

Perda parcial do tdénus muscular, natagdo errética,
aumento dos movimentos operculares, reacdo a forte
estimulos tatil ou vibragdo

V — Anestesia Profunda

Perda total de tbnus muscular, perda total de
equilibrio, batimento opercular lento porem regular

VI — Anestesia Cirlrgica

Auséncia total de reacdo, mesmo a forte estimulo,
movimentos operculares lentos e irregulares,
batimentos cardiacos lentos, perda total de reflexos

VIl — Colapso Medular

Parada cardiaca, parada na respiracédo, eventual
morte

RECUPERACAO

Corpo imével, retornam os movimentos operculares

Movimentos operculares se regularizam,
recuperacao dos movimentos natatorios

Recuperacédo do equilibrio, estado pré anestesia
aparente, estado normal reestabelecido

Fonte: lwama et al. (1989).

O andamento progressivo de indugdo e recuperacdo sdo normalmente divididos

em diferentes estagios. Em animais terrestres, os indicadores clinicos habitualmente utilizados

para avaliar as diferentes etapas de anestesia incluem o comportamento, a atividade, as

reacfes corneas e tamanho da pupila, tbnus muscular, reflexos, respiragdo, frequéncia

cardiaca e pressao arterial (ZAHL et al., 2013).
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Como a grande parte destes indicadores sdo dificeis de mensurar nos peixes, pode
ser dificil diferenciar um estagio para o outro mesmo em uma mesma espécie, principalmente
em casos em que a inducdo ocorre de forma rapida. Nos peixes, 0s estagios de inducdo e
recuperacdo sao normalmente descritos a partir de mudangas na natacdo e batimentos
operculares, bem como no estado do equilibrio apresentado pelo animal e sua resposta a
estimulos externos (MONFORT et al., 2010). Mas dependendo da espécie essas
caracteristicas podem nao ser tao aparentes ou mesmo haver a auséncia de algum dos estagios
de anestesia durante a inducéo, de forma a ser ressaltada a importancia de estudos aplicados a
avaliacdo e respostas de cada espécie aos diferentes tipos de anestésicos disponiveis (SMALL
et al., 2010).

2.4 Anestésicos

A manipulacdo de peixes na aquicultura ou em laboratérios de pesquisas requer
em algum momento a sedacdo dos animais. Para 0 mesmo existe uma grande variedade de
substancias anestésicas que permitem a sua realizacdo (ROSS et al., 2010).

Os anestésicos quimicos mais comuns utilizados em peixes sdo o MS-222,
benzocaina e o dleo de cravo (eugenol) (KREIBERG, 2008).

O MS-222 ¢ o anestésico mais comumente utilizado em peixes pelo fato de ser
aprovado pela Food and Drug Administration nos Estados Unidos bem como na Unido
Europeia, no Brasil ndo ha legislacdo vigente que regulamente o uso de anestésicos de
qualquer natureza em organismos aquaticos em geral. De acordo com Randman et al. (2004),
o fenoxietenol é amplamente utilizado na Europa ocidental porem o eugenol vem sendo cada
vez mais utilizado por ser um produto de origem natural e apresentar grau de toxidade menor
em relagdo aos anestésicos de origem sintética, além de ter uma ampla disponibilidade no

mercado e seu preco ser mais acessivel.

2.5 Transporte de peixes

O transporte é uma pratica usual em sistemas de criacdo de peixes (PIPER et al.,
1982; CARMICHEL et al., 2001). Nas regides norte e nordeste do Brasil, o transporte de
juvenis e mesmo alevinos vem aumentando consideravelmente e as principais finalidades séo
0 comércio de peixe vivo em feiras para consumo, fornecimento para fazendas e sitios de

pesque-pague e formacao de plantel de reprodutores (MOLINERO et al., 2000). A tolerancia
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ao transporte estd diretamente relacionada a resiliéncia de cada espécie de peixe, sua
capacidade em adaptar-se a mudancas e sua capacidade de recuperacdo. Um dos principais
requisitos para a escolha de uma espécie € sua rusticidade, ou seja, sua capacidade de resistir e
recuperar-se do estresse imposto pelo manejo ou mudangas fisico-quimicas no ambiente de
cultivo.

O transporte € um dos principais fatores estressantes no cultivo, para Cardenas
(2010) o estresse causado pela captura e o transporte torna 0s peixes muito susceptiveis a
infeccdes e lesdes além de favorecer também o ataque de possiveis organismos parasitas.
Estudos indicam que o estresse € muito presente no processo de captura dos organismos,
assim como no manejo para 0 carregamento e primeira hora durante o transporte do que
durante as horas seguintes do translado (DUNCAN et al., 2008). As técnicas e procedimentos
utilizados durante a etapa de despesca sdo muito importantes para o sucesso do transporte em
si. Uma ampla gama de técnicas como analises sanguineas para a presenca de hormonios que
indiquem o estresse e métodos vem sendo desenvolvidos e testados visando minimizar esses
efeitos negativos causados pela captura e manejo (CHAIEB et al., 2007). Emata (2008) diz
que o transporte de peixes tem sido facilitado pelo emprego de técnicas como o jejum para
transporte, uso de dosagens leves de anestésico ou mesmo a adicdo de sal durante o
procedimento.

O jejum alimentar que precede o transporte é uma importante etapa pois reduz o
consumo de oxigénio, a excrecdo de amonio e a producdo de gas carbdnico pelos peixes. E
recomendado um jejum de 48 horas antes do transporte, isso propicia uma rapida recuperacao
por parte dos organismos transportados, visto que esses recuperam-se mais imediata do
estresse, além do que os peixes depurados entram no meio de transporte com o trato digestivo
praticamente vazio reduzindo muito o impacto do material fecal na agua de transporte e seu
contato com a epiderme dos peixes 0 que por si s6 reduz consideravelmente o aparecimento

de infeccbes provenientes de lesdes durante o transporte (JARBOE, 1999)

2.6 Estresse

O conceito de estresse indica uma condi¢cdo na qual o organismo é incapaz de
manter uma condicdo fisica e metabodlica considerada normal dentro do seu espectro usual de
atividades biologicas devido sobretudo aos fatores tidos como estressantes ou estressores
(MELLO, 1999). O estresse também pode ser considerado um conjunto ou grupo de respostas

ndo especificas mas correlatas a situagdes que ameacam sua homeostase (AKBULUT et al.,
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2012). De acordo com Barton (2002), os agentes estressantes ou estressores em peixes podem
ser inumeros, entre 0s quais estdo principalmente:

a) Natureza fisica do transporte ou do confinamento;
b) Natureza quimica de contaminantes, baixo teor de oxigénio ou variagdes

bruscas de pH;

c) Presenca de predadores ou parasitas e mesmo agentes infecciosos;

Agentes estressores também podem ser classificados quanto a sua duracdo ou
intensidade, sendo moderados de média ou curta duracdo ou severos de média e longa
duracéo, podendo apresentar diversas respostas no organismo dependendo da sua natureza ou
fonte que segundo Cardenas (2010) séo.

a) Resposta prolongada a esses agentes pode provocar nos peixes respostas
adaptativas que comprometam suas fun¢des normais de alimentacdo ou habitos
reprodutivos.

b) No entanto em prolongada exposicdo a resposta adaptativa pode ser
intensamente negativada por sua natureza ou fonte causando danos ou sequelas

irreversiveis ao organismo e mesmo provocando o o6bito.

2.7 Oleo de cravo

Os principais anestésicos naturais utilizados em peixes sdo 0 6leo de cravo e 0
mentol (POLI et al., 2003). Tendo o eugenol em sua maior vantagem o fato de ser um extrato
natural de facil absorcdo e eliminacdo ndo sendo de forma alguma nocivo para o meio
ambiente ou o organismo anestesiado(ROSS; ROSS, 2008). O 6leo de cravo é destilado das
flores, caules e folhas de Syzygium aromaticum (ou Eugenia aromaticum) ou Eugenia
caryophyllata (CHATZIFOTIS; PANAGIOTIDOU; DIVANACH, 2012). E um liquido
marrom com odor e sabor acentuados. O contetdo total de 6leo em cravos (de boa qualidade)
chega a 15%. O o6leo é constituido, basicamente, por eugenol (70 a 80%), acetato de eugenol
(15%) e betacariofileno (5 a 12%) (COOKE et al., 2004).

O eugenol é um composto aromatico que estd presente nos cravos, canela,
sassafras e mirra (ELLIS et al., 2012). A nomenclatura utilizada pela International Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC) para o eugenol € 4-Alil-2- Metoxifenol e o numero
CAS ¢ 97-53-0, como pode-se observar na figura abaixo. Esta substancia tem sido utilizada

como anestésico desde a antiguidade, principalmente para ajudar a minimizar dores de dente,
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de cabeca e dores nas articulagbes (FEDERATION OF EUROPEAN AQUACULTURE
PRODUCERS, 2015).

Figura 2 - Estrutura quimica do eugenol e isoeugenol

H,C—O ~  HLC—O0

HO HO
Eugenol Isceugenol

Fonte: Ross e Ross (2008).

Apesar de eficaz, a anestesia com 6leo bruto de cravo deve ser evitada, pois pode
deixar forte odor e sabor residual. Todavia, o produto purificado ndo apresenta tal
inconveniente (ROSS; ROSS, 2008).

O o6leo de cravo e seu principio ativo eugenol sdo praticamente insollveis em
agua, sendo necessario o preparo se solugdes estoque em etanol ou metanol (GHANAWI et
al., 2010). Comercialmente € possivel obter o eugenol puro (100%) e, em alguns paises, ja
existem formulacGes comerciais contendo apenas eugenol (AQUIS®) que, embora muito
semelhante ao eugenol, ndo esta presente no 6leo de cravo natural (HUNTINGFORD et al.,
2010).

Ha véarios exemplos de uso Oleo de cravo como anestésico em animais
invertebrados e vertebrados (IVERSEN et al., 2010). Varios relatos cientificos sobre o uso de
oleo de cravo e de eugenol como anestésicos para peixes ja se encontram disponiveis para
pesquisa (KING et al., 2005).

Na verdade, o 6leo de cravo e o eugenol sdo classificados pelo Food and Drug
Administration (FDA) dos EUA como GRAS (Geralmente Reconhecido como Seguro) para
odontologia e como aditivo ou agente aromatizante em alimentos humanos e animais
(KREIBERG et al., 2000). Porém, é importante notar que estas substancias ainda ndo estéo
aprovadas como medicamentos ou como anestésicos para peixes e permanecem sob
investigacdo. Quando utilizados em peixes destinados ao consumo humano, recomenda-se um
periodo de caréncia de 21 dias, segundo o FDA (2011) e Ross e Ross (2008).
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2.8 Cichlasoma bimaculatum

O género Cichlasoma compreende 118 espécies com pelo menos 17 espécies
encontradas na América do Sul (FISHBASE, 2016). E considerado um género tipico da
ictiofauna de &gua doce brasileira, estando presente nos rios dos estados do Ceara,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Paraiba (KULLANDER, 2004; CHELLAPPA et al.,
2009).

Acara-preto (Cichlasoma bimaculatum) é um peixe onivoro de dgua doce tropical,
com até 20 cm de comprimento, apresenta coloracdo que varia do branco-amarelado ao
amarelo-avermelhado e possui uma mancha negra no centro do corpo e outra no peddnculo
caudal (FISHBASE, 2016). Também foi identificado como Aequidens portalegrensis em
1965 e 1970. E mais frequentemente classificado na familia Cichlidae e subfamilia de
Cichlasomatinae (FISHBASE, 2016). Pode ser encontrada nos canais de agua doce e
pantanos, com uma regido natural que vao desde o rio Amazonas a nordeste e norte da
América do Sul. Desde a década de 1960 ele foi identificado no Golfo do México e em
diversos condados da Florida para o norte até Jacksonville.

A espécie Cichlasoma bimaculatum ocorre em toda extensdo da américa tropical,
desde a regido nordeste do Brasil até o sul da Florida nos Estados Unidos (FISHBASE, 2016).
E uma espécie presente em rios e alagados, sendo muito presente em regiGes de baixada e
corregos (FISHBASE, 2016). Por sua natureza onivora e muito adaptavel (FISHBASE, 2016).
Possui reproducdo por desova total em periodo de chuvas, apresenta cuidado parental, tanto
macho quanto fémea protegem a prole, faz seu ninho em substrato, seus ovos ficam
aderidos a superficie do substrato até a ecloséo das larvas em alguns dias apds a postura dos
ovos (FISHBASE, 2016).

No estado do Maranh&o e muito apreciado, sendo capturado e mesmo cultivado
em algumas localidades. Possui potencial para a aquarofilia por apresentar coloragédo
destacavel e formas exdticas, como nadadeiras peitorais em tons que variam do amarelo ao

azul metalico.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cichlidae
https://pt.wikipedia.org/wiki/Rio_Amazonas
https://pt.wikipedia.org/wiki/Am%C3%A9rica_do_Sul
https://pt.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9cada_de_1960
https://pt.wikipedia.org/wiki/Golfo_do_M%C3%A9xico
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fl%C3%B3rida
https://pt.wikipedia.org/wiki/Jacksonville
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Obter informacBes sobre a eficacia do anestésico eugenol (6leo de cravo) em
Cichlasoma bimaculatum.
Para tal pretende-se determinar o tempo de inducéo para diferentes concentracdes

de anestésico e sua concentracao ideal.

3.2 Objetivos Especificos

a) Analisar os tempos/estagios de inducao e recuperacao anestésicos nas
diferentes concentracdes testadas.
b) Determinar a concentracdo ideal de eugenol para a espécie selecionada.

c¢) Contribuir com informacdes do uso de eugenol como anestésico para peixes.


http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatget.asp?genid=1578
http://researcharchive.calacademy.org/research/ichthyology/catalog/fishcatget.asp?spid=19546

26

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local do experimento e periodo pré-experimental

Os peixes foram mantidos em periodo pré experimental em um sistema de
recirculacdo, composto de caixas d’agua com capacidade de 300 litros. Sistema o qual faz
parte do LARAQUA - Laboratorio de reproducdo de organismos aquaticos, localizado na
fazenda escola da Universidade Estadual do Maranhdo campus Paulo VI em Séo Luis. Este
estudo decorreu no &mbito de pesquisas realizadas com a espécie Cichlassoma bimaculatum,
utilizados em diferentes pesquisas no laboratorio.

O presente trabalho encontra-se submetido ao comité de ética e bem estar animal
da universidade estadual do maranhdo e todos os espécimes utilizados no estudo foram
considerados saudaveis, com base em sua aparéncia externa e atividades. Os especimes foram
selecionados de acordo com seu peso e tamanho, para que todos 0s peixes a passar pelo
processo de inducdo tivessem tamanho e peso aproximados, resultando em um peso médio
de59,8g e um comprimento médio de 8,3cm. Os espécimes foram mantidos em um tanque
retangular de alvenaria com capacidade de 1000L, no periodo de uma semana antes do
experimento propriamente dito, sistema aberto com renovacdo parcial de agua e bons
parametros de aeracdo. Durante este periodo os parametros fisico-quimicos da agua foram
aferidos sendo o pH da agua em torno de 6,0 considerado dentro da faixa ideal para a espécie,
indices de oxigénio dissolvido e salinidade também se mantiveram normais. Os peixes foram
alimentados duas vezes por dia até atingirem a saciedade, com ra¢do comercial com fator
proteico de 32%. Antes de cada etapa de inducdo os grupos de peixes passaram por um

periodo de jejum de 24hs.
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Figura 3 - Pesagem do exemplar de Cichlasoma bimaculatum

Lcopispiay. |=|

Fonte: Registro fotografico da pesquisa.

4.2 Anestésico

O anestesico utilizado foi o eugenol, com grau de purificagdo de 99,9% da marca
maquira tendo todas as caracteristicas esperadas da substancia observadas. As diferentes
concentracfes do anestésico foram misturadas diretamente na &gua a qual os banhos de
imersdo foram preparados, o pH da solugdo estoque manteve-se em 9,2 parametro medido
com o Medidor Multiparamentro HANNA — HI 9828. Devido a sua baixa solubilidade em
agua o eugenol teve de ser diluido em alcool numa razdo de 1 para 10 ou seja, uma parte de
eugenol para dez de alcool, o alcool utilizado nas dissolucdes do eugenol foi o alcool absoluto
com pureza 100. Por precaucdo foram realizados testes preliminares, para averiguar se por si
sO 0 alcool 100 induzia os espécimes a algum estagio anestésico, ou por si sé poderiam afetar

de alguma forma o comportamento dos peixes.
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Figura 4 - Medicdo do exemplar de Cichlasoma bimaculatum

Fonte: Registro fotografico da pesquisa.

4.3 Inducdo e recuperacao do anestésico

Para este experimento foram adotados os parametros descritos por Ross et al.
(1999), que consistem em sete estagios de indugdo anestésica e trés de recuperacao adaptados
de sua tabela. O periodo de inducdo de anestesia consiste no tempo em que 0 peixe € exposto
ao anestésico até exibir perda total de equilibrio, perda da maior parte dos movimentos
natatorios e parada total ou movimento quase imperceptivel dos movimentos operculares.
Nesta pesquisa, a concentracao eficaz foi definida como sendo a que induz o peixe ao estagio
de anestesia cirdrgica de forma a ser perceptivel a passagem por todos 0s estagios em um
tempo médio de cinco minutos e que a mesma tenha um tempo de recuperacdo aceitavel
dentro do intervalo de dez minutos apos a retirada da solucdo anestésica (ROSS; ROSS,
2008).

Os espécimes de Cichlassoma bimaculatum, foram capturados do tanque de
aclimatacdo com ajuda de uma rede e mantidos em uma caixa de isopor de 15 litros com
temperatura de 28C e aeracéo provida por um soprador com capacidade de 5 L por minuto.
Para testar cada concentracdo de anestésico foram utilizados um peixe para cada concentracao
estudada. As indugdes foram realizadas em Becker com capacidade de 1L, estes com aeracao

constante e temperatura media variando entre 27 a 30 graus celcius.
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Fonte: Registro fotogréfico da pesquisa.

O anestésico utilizado foi testado em diferentes concentracdes que a partir de
testes prévios ficaram estabelecidos em 10mg, 20mg, 30mg, 40mg e 50mg concentracfes de
eugenol a ser utilizado no experimento. Cada concentragdo foi solubilizada em Becker com
capacidade de 1L com aeracdo constante. A temperatura foi aferida e manteve-se constante
em 28C. A é&gua foi trocada a cada espécime induzido, dessa forma manteve-se a
concentracdo correta em todas as repeticdes.

Figura 6 - Acaré preto (Cichlasoma bimaculatum) anestesiado.

_———

Fonte: Registro fotografico da pesquisa.

Cada inducdo individual foi observada e registrada, tendo o tempo sido
cronometrado. Todos os espécimes foram monitorados a cada segundo no decorrer da

inducdo. O tempo definido maximo para cada indugdo foi de 10 minutos de acordo com
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parametros estabelecidos por ROSS e ROSS, sendo a observagdo suspensa apos este periodo.
Apos o peixe atingir o estdgio maximo no intervalo de tempo foi removido a méo e colocado
em um aquario com capacidade de 10L com agua limpa e aerada para ser observada a
recuperacdo. O tempo de recuperacdo também foi aferido e registrado ate o peixe recuperar

seus movimentos natatérios e operculares considerados normais.

4.4 Analises estatisticas

Os resultados foram observados como médio de desvio padrdo. Todas as
concentracbes foram incluidas na andlise de regressdo de variancia simples (one way
ANOVA). A analise de recuperacdo foi realizada entre a dose e 0 tempo de recuperacao, de
forma a determinar o fator de regressao (R2). A distribuicdo normal dos resultados foi testada
através do teste Kolmogorov-Smirnov’s e a homegeneidade através do teste Levene’s. Para a
comparacgdo dos niveis de glicose foi efetuada uma anélise de variancia simples (One Way
ANOVA) com um nivel de significancia de 0=0.05. Quando se verificaram diferencas
significativas utilizou-se o teste Duncan post hoc. Na comparacdo de glicose entre os grupos
foi utilizado uma andlise ndo paramétrica, Kruskal-Wallis, uma vez que o pressuposto de
homogeneidade das variancias ndo foi atingido apds a aplicacdo. A andlise estatistica foi

realizada com o auxilio do software Bioestat de licenca livre.
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5 RESULTADOS

5.1 Inducdo e Recuperacdo de anestesia

Apos a anélise dos dados pode-se verificar que a concentragdo de 10mg/L falhou
em 65,7% das vezes em induzir os C. bimaculatum a o estagio V (anestesia profunda) no
tempo estipulado de dez minutos. Ou seja, essa concentracdo ndo permitiu que 0s espécimes
de acara preto atingissem o estagio mais indicado para praticas invasivas, 0 que por si s
indica que esta concentracdo ndo é efetiva nem interessante ao manejo. Porém, esta mostra-se
segura para outras préaticas, visto que ainda assim ela provocou a maioria dos estagios
esperados no que se espera para O transporte, no entanto, concentracdes mais baixas que
10mg/L podem ser mais indicadas nesses casos. Em alguns espécimes pode-se notar a reacao
a estimulos quando na concentragdo de 10mg/L, j& outros ndo apresentaram perda do
equilibrio.

As concentracdes de 20mg/L e 30mg/L induziram os acaras a anestesia profunda,
podendo-se verificar de forma clara e bem definida a passagem por cada estagio de inducdo,
chegando a anestesia profunda em um tempo médio de oito minutos aproximadamente.
Notou-se que em um tempo de até cinco minutos em media 90% dos espécimes atingiram em
sua maioria estagios de anestesia profunda, ja apresentando perda do equilibrio e batimentos
operculares lentos.

O estagio de anestesia cirargica so foi alcancado pelas concentrac@es de 40mg/L e
50mg/L, tendo sido alcancado em um periodo anterior aos cinco minutos em meédia.
Observou-se que os peixes apresentaram um tanto quanto diferente em comparagédo com as
inducOes anteriores, apresentando espasmos e em alguns casos uma elevada producgdo de
muco.

A inducdo e recuperagédo de anestesia do eugenol dos acaras pode ser observada
na tabela 1, onde pode-se observar que o tempo de inducdo é diretamente proporcional ao
aumento na concentragdo do anestésico, ou seja, 0 tempo decresce a medida que a
concentracdo do anestésico aumenta (P < 0,001), sequindo uma curva exponencial negativa (y
=0.4877 e-0.002 x, R2 = 0.529). O tempo de recuperacdo, no entanto aumenta quanto maior a
concentracdo do anestésico eugenol (P < 0,001), indicado por uma curva polinomial (y = 4E-
05x2 - 0,0336x + 11,652, R2 = 0.466).



32

Tabela 1 - Tempo de inducdo (minutos) para a anestesia profunda e tempo de recuperacdo dos exemplares de
acara preto, expostos a diferentes concentragdes de eugenol. Os valores sdo apresentados em média +, n=5

Eugenol 10mg/L 20mg/L 30mg/L 40mg/L 50mg/L
Tempo médio para 874+105 747+054 604+028 517+017 4,07 +0,12
anestesia clrurgica

Tempo médio de 237+154 323+122 389+104 434+132 533+0,97

recuperacio

Fonte: Elaborado pelo autor.

As concentracdes de 20mg/L e 30mg/L mostraram-se seguras para 0S espécimes,
sendo que estas demonstraram um indice menor de reacdes como espasmos ou producdo
excessiva de muco ao processo de inducdo e um periodo de recuperacdo moderadamente
curto. Tendo estas concentracGes causado perda de equilibrio e auséncia de respostas a
estimulos externos. Houve parada dos movimentos das barbatanas porem 0s movimentos

operculares foram ainda perceptiveis.

Figura 7 - Tempo de Inducéo e Recuperacao pelo Eugenol

Inducao com Eugenol Recuperacao Eugenol

Tempo para Alll (min.)
(=2

y = 9,4877e0.002
R*=0,529

10 20 30 40 50
Concentracao (mg/L)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tempo para RIll (min.)

y = 4E-05x2 - 0,0336x + 11,652
R2=0,4656

Concentracao (mg/L)
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Figura 8 — Demonstrativo grafico do Tempo de Inducéo

Tempo de inducao

Fonte: Elaborado pelo autor.

O tempo de indugdo das concentragfes de 40mg/L e 50mg/L, concentragdes
consideradas elevadas para os acaras, como Visto na tabela, sdo considerados similares e
ambos considerados aceitaveis apesar das reacGes adversas apresentadas. Os espasmos
apresentados por alguns espécimes e a elevada producdo de muco ndo foram considerados
fatores adversos ou de impedimento na eficacia do anestésico visto sua ocorréncia deu-se em
casos isolados apenas.

A acdo do Oleo de cravo parece ser mais eficiente quando em medias
concentragOes, alcangando o estidio de anestesia profunda em um periodo de tempo mais
curto. Por outro lado, o tempo de recuperagdo variou entre 6.37 e 8.18 minutos para as
diferentes concentracfes de 6leo de cravo, ao passo que para as baixas concentracfes esse
tempo foi menor, variando entre 3.77 e 6.78 minutos.

As concentrages de 40 mg/L e 50 mg/L de o6leo de cravo utilizadas durante a
biometria mostraram-se eficazes, uma vez que induziram a anestesia profunda (atingindo o
estagio de anestesia profunda em 3 minutos e recuperando em 10 minutos) nos acaras preto

0s mesmos nédo exibiram qualquer reagcdo quando manipulados.
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5.2 Efeitos fisiologicos da eugenol

As amostras de sangue foram extraidas através de puncdo caudal totalizando cerca
de sessenta amostras, uma para cada espécime anestesiado mais dez para cada especime do
grupo controle e a glicose foi aferida utilizando-se o medidor de glicemia accu-chek active.
Na analise dos valores da glicose verificou-se uma grande variabilidade dentro dos diferentes
grupos de concentracdes utilizados. Sendo assim, os valores foram analisados através de um
teste ndo paramétrico (teste mediana) onde ndo foram encontradas diferencas significativas

entre os grupos. Contudo, o valor médio da glicose no grupo de controle foi de 40 mg/mL.

Figura 9 — Analise do grupo controle e a glicose
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 10 - Anélise do grupo controle e a glicose
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na figura 10 observa-se as concentracdes de glicose plasmatica em Acara-preto
apos a exposicdo por diferentes tempos a trés tratamentos com eugenol Rec = 10 minutos de
anestesia +recuperacdo. * indica diferenca significativa do respectivo controle em cada tempo
de exposicdo. Letras minusculas indicam diferenca significativa do tratamento-controle nos
diferentes tempos de exposicdo por analise de variancia e teste Kolmogorov-Smirnov’s
(P<0.05). Letras maiusculas indicam diferenca significativa do tratamento anestesiado nos

diferentes tempos de exposicdo por analise de variancia e teste Kolmogorov-Smirnov’s
(P<0.05).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que o eugenol é eficaz como anestésico para o
acara preto. Nas concentracdes mais recomendadas, 0 anestésico induz a anestesia cirdrgica
em um intervalo de tempo considerado seguro que seria por volta dos 5 minutos com
recuperacdo na faixa dos 3 minutos o que também é aceitavel. Os peixes progrediram em
sequéncia pelos estagios tipicos do processo de anestesia e recupera¢do como descrito por
Zahl et al. (1999). A eficécia deste anestésico nas rotinas usuais da aquicultura vem sendo
estudada para diferentes espécies tanto de peixes quanto crustaceos estes com boa resposta ao
anestésico (IWAMA et al., 1989; TSANTILLAS et al., 2006). Com estes estudos pode-se
observar que as concentracdes de anestésico e sua eficacia é afetada diretamente pela
temperatura, pelo peso do peixe mostrando que os efeitos variam mesmo dentro da mesma
espécie, 0 que demonstra a necessidade de estudos mais aprofundados para assim determinar
qual a concentracdo indicada no caso de novas espécies.

As pesquisas com 6leo de cravo onde este é usado como anestésico (MYLONAS
et al., 2005; WEBER et al., 2006; GHANAWI et al., 2015), pode-se verificar que em relacdo
a outros anestésicos as concentracdes de eugenol utilizadas sdo sempre em média 10 vezes
menor, indicando o quanto o eugenol é eficaz ou mesmo que este apresenta um mecanismo de
acao mais apropriado e menos agressivo. Segundo Zahl et al. (2014), o mecanismo de agéo
exato do eugenol em peixes ainda ndo foi estudado com mais profundidade. O fato do eugenol
afetar diferentes receptores pode vir a explicar sua eficAcia mesmo em pequenas doses se
comparado com outras substancias anestésicas.

A efetividade dos anestésicos em peixes vem sendo alvo de varios estudos nos
ultimos anos buscando formas de maximizar seus efeitos e prover assim um melhor bem-estar
animal em praticas como 0 manejo e mesmo na reproducdo assistida. Porém, a eficicia dos
anestésicos é afetada por fatores externos e internos como a biologia da espécie ou fatores
ambientais como temperatura (IVERSEN et al., 2003; COYLE; DURBOROW,; TIDWELL,
2004; NEIFFER; STAMPER, 2009). Desta forma € importante estudos que determinem a
dose exata e mais eficaz de cada uma das substancias anestésicas disponiveis atualmente.

O tempo maximo indicado para a inducdo anestésica em peixes é em media 10
minutos, fato observado visto que substancias ou concentracfes que excedam este periodo de
tempo podem vir a resultar em lesfes aos espécimes anestesiados, seja pela baixa oxigenacdo
e danos neuroldgicos, seja pelo acumulo da substancia em seu organismo. Segundo Ross e

Ross (2008), o anestésico ideal para peixes deve induzir anestesia em até cinco minutos,
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apresentando perda do equilibrio e tdnus muscular para assim o manuseio do espécime seja
mais fécil. No entanto o anestésico deve proporcionar um tempo de recuperagdo de até trés
minutos, sendo essa considerada uma recuperacdo rapida, o que é ideal nesses casos, deve
deixar baixos residuos nos tecidos, ndo apresentar riscos para os utilizadores, assim como ter
um baixo custo e uma facil aquisicdo e disponibilidade no mercado (WEBER et al., 2009;
SEREZLI et al., 2012). Neste estudo perda total do equilibrio e tdnus muscular foi observado
com concentracBes proporcionais a usadas em espécies semelhantes como a tilapia do Nilo.

Na pesquisa desenvolvida as concentra¢fes de 40mg/L e 50mg/L atuaram dentro
do tempo maximo aceitavel, uma vez que anestesia profunda dos acaras foi atingida em
menos de 10 minutos. Contudo as concentra¢fes de 10mg/L e 20mg/L demonstragdo menos
efeitos adversos e uma transicdo mais sutil entre as etapas o que indica estas concentracdes
para o transporte. Seguindo este critério as concentracGes mais baixas produzem um efeito de
letargia nos acaras 0 que por sua vez geraria uma menor taxa de estresse em um eventual
transporte, contudo a prolongada exposicdo ao anestésico, mesmo em baixas concentragdes,
deve ser estudada e seus efeitos observados no médio e longo prazo.

A inducdo de anestesia, 0 tempo de recuperacdo e as concentragbes dos
anestésicos (6leo de cravo) necessarios para atingir os diferentes estagios, em acara preto,
exibiram algumas similaridades e disparidades em relacdo a outras espécies de peixes
induzidas com o0 mesmo anestésico. Para o eugenol, a inducdo de anestesia resultou numa
relacdo exponencial negativa entre a concentracdo e o tempo de inducdo, ao passo que O
tempo de recuperacdo seguiu uma funcdo polinomial onde as concentracbes mais altas
resultam no aumento do tempo de recuperacao.

Este padréo de variacao foi idéntico ao descrito para algumas espécies de peixes
marinhos, como o esturjdo-beluga Huso huso e a corvina, Argyrosomus regius (TSANTILAS
et al., 2006; SEREZLI et al., 2012; SHALUEI et al., 2012). No entanto para outras espécies
como o tilapia nilotica (Oreochromes nilloticus) foi observada uma resposta oposta, onde as
doses mais elevadas de eugenol resultaram em periodos de recuperacdo mais curtos (WEBER
et al., 2009). Diferentes espécies de peixes requerem diferentes concentracGes de anestésicos
para atingir a anestesia profunda em menos de 10 minutos. Para o Pacu foram utilizados 700
mg/L de fenoxietanol (193.35+£11.26 g a 19+1°C; SHALUEI et al., 2012), ao passo que para
outras espécies foram necessarias concentragdes mais baixas, nomeadamente 0.3 mL/L (300
mg/L) para juvenis de corvina (1.3+0.03 g a 25°C; SEREZLI et al., 2012). Estas pesquisas
indicam que a resposta bioldgica relativamente a um anestésico é espécie-dependente, além

do peso dos peixes e dos fatores ambientais previamente descritos por Weber et al. (2009).
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O eugenol foi eficaz com concentragdes 10 vezes menor do que o observado em
outros anestésicos. Esta é uma das maiores vantagens observadas no éleo de cravo, uma vez
que isso 0 torna mais barato para a aquicultura e minimiza a contamina¢do ao meio ambiente
visto que o eugenol trata-se de um composto vegetal, 0 que por sua vez espera-se que venha a
garantir sua decomposicdo de forma mais rapida em relagéo a substancias sintéticas (SOTO;
BURHANUDDIN, 1995; MYLONAS et al., 2005).

Nesta pesquisa, 0 tempo de inducdo para o Oleo de cravinho decresce com o
aumento das doses de anestésico, seguindo uma curva exponencial. Anteriormente, um padrédo
similar ja tinha sido descrito para espécies tropicais (WEBER et al., 2009), onde foram
observadas diferencas significativas no tempo de inducdo com o 6leo de cravinho, mas ndo se
encontraram diferencas significativas no tempo de recuperacdo.Ndo existe literatura
disponivel sobre a eficacia das doses de 6leo de cravo que devem ser administradas no maneio
de acara preto. Para varias espécies de peixes 6sseos a dose eficaz de 6leo de cravo para
atingir a anestesia profunda pode variar entre 20 e 150 mg/L (MYLONAS et al., 2005).

Os procedimentos cirdrgicos como pequenas incisdes para remocdo de tumores,
implantacdo de dispositivos de telemetria, marcacGes e praticas de recolha de sangue, que
envolvem o uso de agulhas e outros instrumentos cirrgicos bem como os procedimentos de
reproducdo assistida como a hipofisacdo, requerem e recomenda-se que 0 peixe esteja
anestesiado profundamente por forma a evitar lesées no peixe e no proprio operador.

Embora existam beneficios no uso de anestesia durante as rotinas praticas em
aquicultura, os anestésicos também podem causar respostas negativas de stress (IWAMA et
al., 1989; ORTUNO; ESTEBAN; MESEGUER, 2002; ROSS; ROSS, 2008). Para
procedimentos de rotina, a sedacdo (sem perda de equilibrio) (i.e. 100 mg/L de eugenol de
acordo com Shaluei et al., (2012) ressaltando-se que os valores e concentracbes mudam de
acordo com a espécie, é mais aconselhada do que a anestesia profunda, sendo utilizadas doses
menores de anestésico, poupando o ambiente e 0s custos. Os espécimes de acara preto
apresentaram sinais de estresse quando submetidos a dosagens mais altas que as estudadas,
comportamento erratico e irrequieto bem como movimentos bruscos, quando sdo expostos a
grandes doses de anestesia, comparado com as situagcbes em que ndo se usa anestesia,

sugerindo um aparente efeito de stress ao proprio anestésico.



39

7 CONCLUSOES

A partir desta pesquisa pode concluir-se que o eugenol pode ser usado como
anestésico em acara preto. As concentracfes mais adequadas para atingir a anestesia profunda
a temperatura de 28°C sdo de 40 mg/L para o eugenol sendo que as concentragdes 10 mg/L e
20mg/L para o Oleo de cravo mostraram-se mais indicadas atividades de manejo. Estas
concentracdes sao também aceitaveis para a espécie Cichlasoma bimaculatum.

A concentracdo adequada de anestésico para a sedacdo deve reduzir a atividade do
peixe, facilitando os procedimentos de manuseamento e permitir a rapida recuperacao,
acelerando assim os procedimentos de rotina. Assim, para induzir a sedacdo de acara preto
durante um transporte (60-120 minutos) ou para procedimentos de triagem podem ser
utilizados 10 mg/L ou 20mg/L de eugenol.

Todos os paramentos testados levaram em consideragdo condi¢des ambientais
normais sendo a temperatura ambiente e da agua na qual encontravam-se 0s espécimes na

faixa de 27 a 30 graus Celsius.
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