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RESUMO
Dissertacdo de Mestrado
Programa de Po6s-graduacao em Producdo Animal
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

ANESTESIA EM JUNDIAS (Rhamdia quelen) EXPOSTOS A
SUBSTANCIAS ISOLADAS DE PLANTAS

AUTOR: Mauro Alves da Cunha
ORIENTADOR: Bernardo Baldisserotto
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 23 de fevereiro de 2007.

Existem alguns anestésicos efetivos para peixes, mas é importante buscar
novas alternativas de substancias de facil aquisicao e baixo custo aos piscicultores e
que ndo oferegam aos animais e manipuladores riscos a saude. Portanto, este
trabalho verificou a utilizagdo de algumas substancias extraidas de plantas como
agentes anestésicos, e se efetivos também avaliar seus efeitos sobre o estresse em
jundids (Rhamdia quelen). Para identificar o tempo de indugdo e recuperagao
anestésica foram utilizados juvenis de jundia, os quais foram colocados em aquarios
com 1 L de &gua contendo diferentes concentracées de 6leo de cravo (Eugenol),
Oleos essenciais extraidos das plantas: Chenopodium ambrosioide, Eucalyptus
citricola, Calea clematidea, Schinus terebentifolius, Schinus lentiscifolius e Lithraea
brasiliensis ou extratos de Condalia buxifolia. Apds a indugdo, os peixes foram
transferidos para aquarios livres de anestésicos para avaliar de jundid foram
submetidos a 50 mg/L de 6leo de cravo ou 4 mg/L de extrato metandlico de C.
buxifolia e expostos ao ar por 1 min. O sangue foi coletado 0, 1 e 4 h apés a
exposicao ao ar e alguns exemplares do tempo 0 h foram abatidos para testes de
avaliagdo sensorial do filé. Os resultados obtidos mostraram que o éleo de cra
uma alternativa segura como anestésico para o jundia na concentracdao de 50m
pois reduz o cortisol plasmatico no momento da exposicdo ao ar, mas deixa um
sabor levemente desagradavel ao filé. O extrato metandlico de C. buxifolia pode ser
usado para sedacao de jundias, mas nao chega a levar a anestesia e nao minimiza
o estresse da manipulagdo, pois ndo altera os niveis de cortisol em relacdo aos
controles. Demais substancias testadas nao apresentaram efeito anestésico.

Palavras chave: Rhamdia quelen, anestesia, cortisol, estresse.



ABSTRACT
Animal Husbandry Master Dissertation
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ANESTHESIA IN SILVER CATFISH (Rhamdia quelen) EXPOSED TO
SUBSTANCES ISOLATED FROM PLANTS

Author: Mauro Alves da Cunha

Adviser: Bernardo Baldisserotto
Date and Place of Defense: February 23 2007, Santa Maria

There are some effective anesthetics for fishes, but it is important to search
new alternatives of substances easily obtained, of low cost for fish farmers and with
no risk to fish and human health. Therefore, this study analyzed the use of some
substances extracted from plants as anesthetics, and if efective also evaluating their
effects on the stress of silver catfish (Rhamdia quelen). To identify time of induction
and anesthetic recovery, silver catfish juveniles were placed in aquaria containing
different concentrations of clove oil (Eugenol), essential oils extracted from plants:
Chenopodium ambrosioide, Eucalyptus citricola, Calea clematidea, Schinus
terebentifolius, Schinus lentiscifolius and Lithraea brasiliensis or extracts obtained
from Condalia buxifolia. After induction, fish were transferred to anesthetic-free
aquaria to evaluate recovery time. To determine the levels of plasma cortisol,
juveniles were exposed to 50mg/L of clove oil or 4mg/L of C. buxifolia methanolic
extract and exposed to air for 1 min. Blood was collected 0, 1 and 4 h air exposure
and some epecimens were killed at time Oh for sensorial evaluation of the fillet. The
results obtained showed that clove oil is a safe alternative as an anesthetic to silver
catfish at concentration of 50mg/L, as it reduces plasma cortisol when the fis’
exposed to air. However, it leaves a slightly unpleasant taste in the fillet. The
buxifolia methanolic extract can be used to sedate silver catfish, but it did not induce
anesthesia either decrease stress during handling, as it did not alter cortisol levels
compared to controls. Other tested substances did not demonstrate any anesthetic
effect.

Key Words: Rhamdia quelen, anesthesia, cortisol, stress.
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1. INTRODUCAO

A piscicultura € uma das atividades agropecuarias que mais cresceu no
Brasil. Gragas aos recentes avancgos tecnolégicos na producdo de alevinos das
espécies nativas e a viabilizagdo da comercializagdo de peixes através dos pesque-
pagues, supermercados, feiras e frigorificos, a quantidade de peixes vivos,
manejada rotineiramente no pais, € bastante grande, chegando a ordem de 120 mil
toneladas ao ano (Scorvo-Filho, 2002).

No entanto, é bastante comum o relato de prejuizos econdmicos expressivos
devido a mortalidade decorrente das deficiéncias gerais de manejo. Algumas
praticas realizadas na aquicultura como biometria, analises patologicas, implantes
hormonais e transporte, freqientemente expdem peixes a uma variedade de fatores
estressantes que tém o potencial de afetar seu desempenho (Barton, 2000). O
conhecimento de métodos que permitam intervencées com o minimo de interferéncia
nas fungdes vitais e fisiologicas dos peixes é importante a fim de que a mortalidade
seja minima durante o transporte ou manejo.

A resisténcia, caracteristica dos peixes durante a captura, tem efeitos fortes
sobre os aspectos fisiologicos e comportamento, e 0 uso de anestésicos é um
método para minimizar o estresse dos danos fisicos (Berka, 1986). Qualquer
estimulo apresentado a um peixe causa uma ou mais mudangas de comportamento
e fisiolégicas, e estas mudancgas dentro do laboratério ou a campo se refletem em
diminuicdo da alimentagdo e consequente atraso no crescimento e mortalidade
(Barton, 1997).

Para facilitar operagcbes de manejo, transporte e pesquisa das diferentes
espécies de peixes tem-se utilizado anestésicos. Entretanto a dose, tempo de
inducao e recuperagao, bem como os efeitos adversos que podem causar ainda nao
foram determinados para a maioria das espécies utilizadas em aquicultura (Ross e
Ross, 1999). A escolha de um anestésico deve estar relacionada com sua
viabilidade econdmica, praticidade no uso e eficacia (Cho e Heath, 2000).
Substancias quimicas como metanosulfonato de tricaina (MS 222) sdo utilizadas
amplamente em anestesia, porém apresentam muitas inconveniéncias como
irritacdo das branquias, danos corneos e também alguns transtornos aos
trabalhadores pela necessidade de utilizacdo de luvas. Nos ultimos anos, foi

reconhecido o 6leo de cravo (Eugenol) como um anestésico efetivo para sedar
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peixes em procedimentos de manejo e pesquisa (Soto e Burhanuddin, 1995;
Anderson et al., 1997). Coletivamente, uma gama de estudos disponivel sugere que
o 6leo de cravo € uma alternativa efetiva para a sedacao de peixes, e pode ter varios
beneficios sobre outros métodos que incluem seu baixo custo.

Neste trabalho foi utilizado o jundia (Rhamdia quelen) por ser uma espécie
bem adaptada e comumente encontrada em cursos de agua no sul do Brasil com
bons resultados em condigdes de cativeiro e excelente aceitacdo pelo mercado
consumidor, tanto para pesca esportiva quanto para a alimentagdo. Portanto,
informagbes referentes ao comportamento de jundias expostos a diferentes
anestésicos podem contribuir para o melhor manejo desses animais e o crescimento
da piscicultura nacional. Nesta espécie hd apenas estudo com benzocaina, um
anestésico local (Seigneur, 1984). Neste trabalho foram utilizados o 6leo de cravo e
outros diversos 6leos essenciais e substancias retirados de plantas, na tentativa de
se reconhecer uma opg¢ao alternativa para piscicultores, de facil utilizacdo e baixo

custo.



2. REVISAO DA LITERATURA

A anestesia € um processo reversivel que provoca perda de sensagao de
todo ou em pare do corpo e que resulta em depresséo da fungcédo nervosa, causada
por um farmaco. Os anestésicos sao agentes quimicos ou fisicos, que com o
aumento da exposicdo ou concentracdo, primeiro acalmam (sedam) um animal e
depois causam perda de mobilidade, equilibrio, consciéncia e finalmente, das
reagdes reflexas por evitarem o inicio e conduc¢ao do impulso nervoso (Summerfelt e
Smith, 1990).

A avaliagdo dos diferentes estagios de anestesia que um agente anestésico
para peixes pode induzir é bastante subjetiva e muitas vezes é dificil diferenciar o
momento da passagem de um estagio de anestesia para outro (Gilderhus e Marking,
1987). Essa depende de uma série de fatores, como habilidade do manipulador dos
peixes, dos procedimentos a serem realizados e de outros parametros (Burka et al.,
1997). Claramente deve-se também considerar fatores biol6gicos e ambientais ao
administrar ou ao comparar estudos referentes ao uso dos agentes anestésicos
(Burka et al., 1997; Ross e Ross, 1999). Os fatores bioldgicos incluem a espécie,
idade, tamanho, peso, condicdes fisiologicas e presenca ou ndo de parasitas e
doencas. Todos estes fatores afetam a taxa metabdlica e consequlientemente a
farmocinética dos compostos do anestésico. Os fatores ambientais como a
temperatura e o pH também afetam o metabolismo dos peixes, e conseqlientemente
aumentam ou diminuem a eficacia de um agente do anestésico (Burka et al., 1997,
Ross e Ross, 1999).

2.1 Anestésicos derivados de plantas

Nos ultimos anos tem-se buscado alternativas para a anestesia em peixes, e
o 6leo de cravo (Eugenol), por exemplo, foi reconhecido como um anestésico efetivo
e de baixo custo para sedar peixes em procedimentos de manejo e pesquisa (Soto e
Burhanuddin, 1995; Anderson et al., 1997). Tem seu uso principalmente em
odontologia e medicina como um anti-séptico, analgésico e agente anestésico
(Davidson et al., 2000). Véarios estudos comparam os efeitos fisiolégicos do dleo de

cravo contra os de anestésicos convencionais, entre eles o MS 222, e constatam seu
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rendimento semelhante e perturbacbes fisiolégicas minimas frente a fatores
estressantes externos (Cho e Heath, 2000; Sladky et al., 2001; Wagner et al., 2003).

A erva-de-santa-maria, Chenopodium ambrosioides (Chenopodiaceae), é
originaria da América, provavelmente do México, sendo atualmente cosmopolita. No
Brasil € amplamente disseminada (Correa, 1984; Morgan, 1994; Cruz, 1995), sendo
muito utilizada como inseticida e tem efeitos no sistema nervoso central (Lagunes &
Rodriguez, 1989). Os 6leos essenciais de eucalipto como o Eucalyptus citricola, sao
compostos formados por uma complexa mistura de componentes organicos volateis,
freqientemente envolvendo de 50 a 100 ou até mais componentes isolados, e
apresentando grupos quimicos como: hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas,
acidos e ésteres (Charles e Simon, 1990). O éleo tem sido utilizado popularmente
como relaxante, entre outras atividades (Boland et al., 1991; Chaibi et al., 1997;
Oyedeji et al., 1999).

O género Calea compreende cerca de 100 espécies cultivadas na regiao
tropical e sub-tropical da América. Calea clematidea € um arbusto nativo bem
adaptado nas regides sul do Brasil e no Uruguai. No Rio Grande do Sul é tradicional
0 seu uso pelas pessoas locais como anti-gripal € no tratamento para o catarro.
Clematol € o principal componente do 6leo essencial isolado da C. clematidea (Flach
et al., 2002). Schinus terebenthifoli, popularmente conhecida como aroeira-
vermelha, é uma arvore de folhas perenes, com 4 a 6 metros de altura e originaria
da América do Sul, especialmente do Brasil, Paraguai e Argentina. As partes
utilizadas que apresentam propriedades medicinais s&o a casca, folhas e frutos, com
acao antidiarréica e antinflamatoria entre outras. Devido a composi¢ao de seus 6leos
essenciais, é usada no tratamento de disturbios respiratérios e como relaxante
muscular, no tratamento da diarréia e inflamagbes (Degaspari et al., 2005). Schinus
leutiscifolius, ou popular aroeira-cinzenta, € uma arvore de folhas perenes, com5 a7
metros de altura, existente no Paraguai e Brasil. Popularmente também &
empregada no tratamento da diarréia, dores musculares e inflamagdes (Degaspari et
al., 2005).

Lithraea brasiliensis, popularmente conhecida como aroeira-bugre ou aroeira-
brava, € uma arvore perene de 4 a 10 de altura, presente em toda a América do Sul
(Backes e Irgang, 2002). Em virtude do tanino que suas cascas possuem, O
cozimento desta é empregado na medicina popular para controlar fortes diarréias e

dores musculares (Marquesini, 1995). O género Condalia compreende 18 espécies
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distribuidas em todo continente americano, e Condalia buxifolia € uma arvore de
aproximadamente quatro metros de altura, sendo encontrada no Brasil, Uruguai e
Argentina. E usada na medicina popular como antitérmico, antiinflamatério e

antidiarréico (Morel et al., 2002).
2.2 Estresse e cortisol

Muitos estudos descrevem o estresse em peixes através das elevagdes do
cortisol e glicose plasmatica em resposta a imposicdo de diversos estimulos
adversos a homeostase. Atualmente, esses buscam a relagdo entre o estresse
fisiolégico dos peixes e as condigdes de suas células. Esse enfoque foi
primeiramente relatado através do aumento das concentragbes plasméaticas de
cortisol e glicose em peixes de agua fria submetidos a aumentos repentinos de
temperatura da agua (Ackerman et al., 2000; Zarate e Bradley, 2003; lwama et al.,
2004). A influéncia do cortisol e as alteragdes na gliconeogénese e na glicogendlise
sao algumas das respostas ao estresse mais estudadas em peixes (Davis e Giriffin,
2003; Small, 2004; Barcellos et al., 2006)

Seguido ao aumento do cortisol plasmatico, observa-se o aumento dos teores
de glicose plasmatica, que pode ser origindria de diversos mecanismos do
metabolismo (Mommsen et al., 1999), O aumento do cortisol plasmatico resulta em
aumento dos parametros cardiacos e respiratorios em peixes (lwama et al., 1997;
Barreto e Volpato, 2004). E estes aumentos sé@o facilmente observados durante as

operacdes de manipulacédo na aquicultura.

2.3 Andlise sensorial

A analise sensorial € uma ciéncia interdisciplinar na qual se convidam
avaliadores, que se utilizam da complexa interacao dos 6rgaos dos sentidos (viséo,
gosto, tato e audigdo) para mensurar as caracteristicas sensoriais e a aceitabilidade
dos produtos alimenticios e muitos outros materiais (Watts et al., 1992). Os métodos
sensoriais sdo baseados nas respostas aos estimulos, que produzem sensagoes
cujas dimensbes sao intensidade, extensdo, duracdo, qualidade e prazer ou
desprazer. Enquanto os estimulos podem ser medidos por métodos fisicos e

quimicos, as sensagdes sao medidas por processos psicologicos. A andlise
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sensorial vem sendo aplicada no desenvolvimento e melhoramento de produtos,
controle de qualidade, estudos sobre armazenamento e desenvolvimento de
processos (Moraes, 1993). Lanzillotti e Lanzillotti (1999) descrevem ainda que a
analise sensorial é timidamente empregada em alimentacao coletiva na avaliagdo de
preparacdes alimentares, como também auxiliando no desenvolvimento de novos

produtos.

2.4 Jundia (Rhamdia quelen)

O jundia € uma espécie encontrada em quase toda a América do Sul e
Central, tem distribuicdo neotropical, do sudeste do México ao norte, e centro da
Argentina ao sul. A sistematica do género Rhamdia é confusa desde que foi descrita
e a revisao de Silfvergrip (1996) ja apresenta algumas contestacdes (Baldisserotto,
2004). A coloragao do jundia varia de marrom-avermelhado claro a cinza ardésia. A
pigmentacao da parte inferior da cabeca é variavel. R. quelen vive em lagos e pogos
fundos dos rios, preferindo os ambientes de aguas mais calmas com fundo de areia
e lama, junto as margens e vegetacdo. Escondem-se entre pedras e troncos
apodrecidos, de onde saem a noite, a procura de alimento (Guedes, 1980). No
Brasil, a cultura do jundia esta aumentando, mas os dados estatisticos sao
incompletos ou simplesmente inexistentes. Para a maioria dos paises da América
Latina os dados da producao indicam somente "catfishes", e conseqientemente nao
€ possivel identificar que espécies estao sendo levantadas. A produgédo de peixe no
Brasil durante o ano de 2000 foi de 176.000 t desta 2.500 t, (1,4%) sao referentes
ao jundia (Baldisserotto, 2003).



3. OBJETIVO GERAL

Identificacdo de substancias alternativas retiradas de plantas para serem
utilizadas em anestesia de peixes, verificando também seu efeito em indicadores
fisiologicos de estresse.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a concentracado ideal e o tempo para inducdo e recuperacao de
jundias frente a diferentes substancias originadas de plantas com potencial de
induzir anestesia.

Verificar o efeito das substancias que se revelarem efetivas na anestesia
sobre o cortisol plasmatico, para analisar sua agao na resposta ao estresse.

Verificar se as substancias testadas deixam residuos de sabor e/ou odor
diferenciado no filé.



CAPITULO 1

ANESTESIA DE JUNDIAS (Rhamdia quelen) COM OLEO DE CRAVO:
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo identificar o tempo de indugdo e recuperagéo
anestésica de jundias (Rhamdia quelen) expostos ao 6leo de cravo (Eugenol), sua
eficiéncia como redutor de estresse e realizar analise sensorial do filé ap6s a
exposicao a esta substancia. Para identificar o tempo de indugdo e recuperagao
anestésica juvenis (2,14 £ 0,01g e 7,0 £ 0,1 cm) foram colocados em aquarios com 1
L de agua contendo diferentes concentracées de 6leo de cravo diluidas em etanol
(1:20). Apo6s a indugdo, os animais foram transferidos para aquarios livres de
anestésicos para avaliar o tempo para recuperacao. Os niveis de cortisol plasmatico
foram determinados em exemplares de 176,96 + 7,58 g e 26,0 = 0,6 cm, divididos
em dois tratamentos: éleo de cravo (50 mg/L) e controle (sem anestésico) Os
jundias foram expostos ao ar por 1 min para realizagdo de biometria e o sangue foi
coletado 0, 1 e 4 h apds. Nao foi observada nenhuma diferenca no tempo de
recuperacao nas diferentes concentragdes testadas. O etanol, quando utilizado em
separado, nas mesmas concentragdes, ndo apresentou efeito. O grupo controle
apresentou niveis significativamente mais elevados de cortisol no tempo zero que 1
e 4 h apds a biometria. Nao houve diferenca significativa nos niveis de cortisol entre
os diferentes tempos apods anestesia. Portanto, o éleo de cravo evita o aumento do
cortisol sanguineo. Pode-se utilizar o 6leo de cravo na faixa de 20 a 50 mg/L para
inducdo a anestesia em jundiads, sendo que a concentragdo de 50 mg/L induz
rapidamente a anestesia sem causar mortalidade durante a indugdo ou recuperagao

anestésica.

Palavras chave: Eugenol, Oleo de cravo, Rhamdia quelen, anestesia, cortisol,

estresse.
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify time of induction and anesthetic recovery of
silver catfish (Rhamdia quelen) exposed to clove oil (Eugenol), its efficiency as a
stress reducing agent and to perform a sensory analysis of the meat after exposure
to this substance. To identify the time of induction and anesthetic recovery, juvenile
silver catfish (2,14 + 0,01 g e 7,0 £ 0,1 cm) were placed in 1 L aquaria containing
different concentrations of clove oil, diluted in ethanol (1:20). After induction, fish
were transferred to anesthetic-free tanks to evaluate recovery time. The levels of
plasma cortisol were determined in juveniles of 176,96 + 7,58 g and 26,0 + 0,6 cm,
divided in two treatments: clove oil (50 mg/L) and control (anesthetic-free). The silver
catfish were exposed to air for 1 min to carry out biometry and blood was collected at
0, 1 and 4 hours later. Recovery time of anesthesia was not affected by clove oil
concentration. Ethanol, when used separately at the same concentrations, did not
show any effect. The control group showed significant higher cortisol levels at
moment zero than at 1 and 4 hours after biometry. There was no significant
difference on cortisol levels among the different moments after anesthesia.
Therefore, clove oil inhibits the cortisol rise in blood. The clove oil can be use in the
20 - 50 mg/L range for induction of anesthesia in silver catfish, and the concentration
of 50 mg/L induces anesthesia quickly without causing mortality during induction or

anesthesia recovery.

Key Words: Eugenol, Clove oil, Rhamdia quelen, anesthesia, cortisol, stress.
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1. INTRODUCAO

A criagdo de jundia (Rhamdia quelen) envolve algum grau de estresse
ambiental e fisico aos peixes. Um dos desafios para o produtor esta na manutengéo
dos peixes saudaveis e na producao de um produto de qualidade. As técnicas da
cultura e os procedimentos diferentes da manipulacdo podem afetar extremamente o
grau de estresse dos peixes.

Atualmente, as técnicas de manejo e os procedimentos da manipulagao para
jundids comerciais nao envolvem o uso de sedativos. Entretanto, com o aumento do
interesse pela qualidade do produto, faz-se necesséario seu uso para reduzir o
estresse dos peixes durante procedimentos de manipulacdo. Os anestésicos séo
usados freqliientemente em pesquisa para facilitar o manejo e reduzir o estresse dos
peixes. Além a impedir ferimento fisico determinados anestésicos podem reduzir ou
obstruir a ativacao do eixo hipotalamo-hipéfise-interrenal, resultando em diminuicdo
da liberagdo de cortisol, 0 qual causa varias respostas secundarias do estresse,
incluindo aumento dos niveis plasmaticos de glicose e lactato (Rotllant et al., 2001;
Skjervold et al., 2001). Altos niveis de cortisol plasmatico provocam diminuicdo na
capacidade imunoldgica em salmdes (Oncorhynchus tshawytscha) (Maule et al.,
1989; Pickering e Pottinger, 1989) e bagre do canal (/ctalurus punctatus) (Davis et
al., 2002, 2003). O aumento da glicose e lactato plasmaticos sdo indicativos da
mobilizacdo do glicogénio, e estd associado com uma qualidade pobre e rigor de
filés de peixes (Skjervold et al., 1999, 2001; Silva e Nunez, 2001).

O 6leo de cravo é um anestésico derivado da destilacao de partes da planta
do género Eugenia que tem como principio ativo o eugenol, um depressor do
sistema nervoso central (SNC) (Anderson et al., 1997). As concentragdes de Oleo de

cravo necessarias para a indugao anestésica variam conforme a espécie. Em bagre
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do canal e bluegill (Lepomis macrochirus) (Stehly e Gingerich, 1999), salmdo do
Atlantico (Salmo salar) (Ilversen et al 2003), truta arco-iris (Oncorhynchus mikiss)
(Endo et al., 1972; Keene et al, 1998), pacu vermelho (Piaractus brachypomus)
(Sladky et al., 2001). Chinook salmon (Oncorhynchus thsawytscha) (Cho e Heath,
2000), largemouth bass (Micropterus salmoides) (Cooke et al., 2004) as
concentragdes de 6leo de cravo ficam na faixa de 10-50 mg/L. Portanto, a finalidade
deste estudo foi determinar a melhor concentracao do 6leo de cravo para anestesia
do jundia, avaliando-se o tempo de inducao anestésica e recuperagao. Além disso,
verificou-se o efeito do 6leo de cravo nos niveis plasmaticos de cortisol de jundias

expostos a fatores estressantes.

2. MATERIAL E METODOS

Animais

Juvenis de jundias machos/fémeas foram obtidos da Piscicultura Bela Vista
(Santa Maria, RS, Brasil). Os juvenis foram transportados até o Laboratério de
Fisiologia de Peixes da Universidade Federal de Santa Maria e mantidos por duas
semanas em tanques de 250 L continuamente aerados, com temperatura 21 £ 1°C;

pH 6,6 — 7,0; oxigénio dissolvido 5,8 — 7,2 mg/L.

Inducao e recuperacao anestésica

Juvenis (2,14 £ 0,01g e 7,0 £ 0,1 cm) ficaram em jejum por 24 h e apds foram
transferidos para aquarios contendo 1 L de agua e 6leo de cravo em diferentes
concentragcdes (em mg/L): 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70. Foram realizados testes
com Oleo de cravo (Eugenol, Odontofarma, Porto Alegre, Brasil) diluido em etanol

(1:20) e também testes com o Oleo de cravo aplicado diretamente na agua, bem
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como testes utilizando apenas o etanol nas mesmas concentragdes das dilui¢coes.
Em cada aquario foram colocados 2 peixes por vez para avaliagdo do tempo para
inducdo a anestesia de acordo com Schoettger e Julin (1967) (Tabela 1). Ap6s a
inducdo, foi realizada a biometria dos animais e em seguida os mesmos foram
transferidos para aquarios livres de anestésico para avaliar o tempo de recuperagao
anestésica. Foram utilizados 20 juvenis para cada concentracdo a ser testada, e

cada juvenil foi utilizado apenas uma vez.

Avaliacao da permanéncia no estado de anestesia.

Apés um jejum prévio de 24h utilizou-se as concentragées de 40 e 50 mg/L de
6leo de cravo diluido em etanol (1:20) para a indugdo ao estagio 4 de anestesia (veja
resultados) em 32 juvenis (18,56 + 1,48 g e 15,0 £ 0,6 cm) (8 para cada teste) em
dois tempos: 10 e 15 min. Apds os jundids estarem anestesiados conforme
metodologia descrita no item anterior, foram colocados individualmente em calhas
onde uma bomba submersa fornecia um fluxo constante de &gua através das
branquias, possibilitando a oxigenacdo do sangue durante o experimento, mesmo
com a interrupgdo completa dos movimentos operculares. Decorrido o tempo

estipulado, observou-se o tempo de recuperagao anestésica.

Determinacao de cortisol plasmatico

Juvenis de jundia (176,96 + 7,58 g e 26,0 £ 0,6 cm) permaneceram em jejum
de 24 h e foram divididos em dois tratamentos: 6leo de cravo diluido em etanol
(1:20) (50 mg/L) (concentracdo estabelecida no experimento de indugdo e
recuperacao anestésica) e controle (sem anestésico) e 3 tempos de coleta de

sangue (0, 1 e 4 h), para cada tratamento, sendo utilizados 8 exemplares diferentes
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para cada tempo. Foi entdo realizada a indugdo anestésica em aquario contendo 5 L
de agua (1-2 min), um peixe por vez, e realizada a biometria (tempo de exposi¢ao ao
ar — 1 min) e coleta de sangue da veia caudal (tempo 0). Os exemplares
correspondentes aos tempos 1 e 4 h também foram submetidos a biometria, mas
apos a realizacao desta foram colocados em tanques de 250 L. A coleta de sangue
destes exemplares foi efetuada respectivamente 1 e 4 h apds a inducao anestésica.
O sangue coletado foi armazenado em tubos plasticos de 2 ml e permaneceu em
banho-maria a temperatura de 37°C durante o tempo decorrido para a coleta de
todos os animais. Apdés o término da coleta as amostras de sangue foram
centrifugadas para separacdo do plasma sanguineo e posteriormente este foi
mantido sob refrigeracdo constante. O cortisol plasmatico foi determinado pelo teste
de ELISA através do kit EIAgen™ CORTISOL-test (BioChem ImmunoSystems). Os
animais pertencentes ao grupo 0 horas foram submetidos a eutanasia por secgao da
medula logo ap6s a coleta de sangue para coleta do filé, o qual foi utilizado

posteriormente para a realizagdo de analise sensorial.

Analise sensorial

As amostras de filés dos dois tratamentos (controle e anestesiados com
eugenol) foram cozidas em forno microondas (20 gramas/1 min) e apds, oferecidas
aos provadores em pratos plasticos, codificados com trés algarismos aleatorios. As
amostras foram avaliadas quanto aos atributos de sabor e odor, por 26 julgadores
nao treinados. O julgamento das amostras foi realizado pelo teste de comparacao
multipla (ABNT, 1995), em que foi avaliada a diferenca (melhor, igual ou pior) e o
grau de diferenca (leve, moderado ou grande) das trés amostras-teste em relacéo a

amostra-controle (ndo tratada), segundo um atributo especifico. Foi atribuido valor 1
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para muito melhor que o controle, 2 para moderadamente melhor que o controle, 3
para levemente melhor que o controle, 4 para igual ao controle, 5 para levemente
pior que o controle, 6 para moderadamente pior que o controle e 7 para

grandemente pior que o controle.

Andlise estatistica

Nos testes para inducao e recuperacao anestésica foram realizadas anélises
de regressdo (concentracdo 6leo de cravo x tempo de inducdo da anestesia;
concentragcdo 6leo de cravo x tempo de recuperagdo da anestesia) utilizando o
programa “Slide Write Plus” (Advanced Graphics Software), 1996. Para os testes de
avaliacédo de estresse, os dados foram submetidos ao teste de Levene para verificar
a homogeneidade das varidncias. Como as varidncias foram homogéneas, a
comparacgao estatistica entre os diferentes grupos e tempos foi efetuada por andlise
de variancia (ANOVA) de dois fatores e teste de Tukey através do programa
STATISTICA verséo 5.1., com nivel minimo de significancia de 95% (P < 0,05).

Os resultados obtidos nos testes de analise sensorial foram avaliados por

andlise de variancia de uma via e teste de Tukey.

3. RESULTADOS

As concentracoes de 5 e 10 mg/L de 6leo de cravo ndo apresentaram
nenhum efeito anestésico durante 30 minutos de avaliagdo. Nas demais
concentragdes testadas o aumento da concentracdo diminuiu proporcionalmente o
tempo necessario para inducao aos estagios 2 e 4 de anestesia (Figuras 1A e 1B).
Na faixa de 20 a 50 mg/L a indugdo e recuperagao anestésica pode ser efetuada

sem que ocorresse mortalidade, mas na concentragédo de 60 e 70 mg/L verificou-se
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mortalidade de 20 e 65%, respectivamente, durante o retorno da indugao
anestésica.

Nao foi observada nenhuma diferenca no tempo de recuperagdo nas
diferentes concentragcdes. Também nao foi encontrada diferenca significativa no
tempo de inducao e recuperacao anestésica em juvenis de diferentes tamanhos (2 a
177 g) induzidos ao estagio 4, com 50 mg/L de 6leo de cravo (tabela 2). O etanal,
quando utilizado em separado, nas mesmas concentragdes, nao apresentou efeito
anestésico, e nao houve diferenca significativa nos tempos de inducao anestésica
para a utilizacao de 6leo de cravo diluido ou ndo em etanol.

Durante um tempo pré-determinado (10 e 15 min), os animais permaneceram
no estado de anestesia no sistema construido para possibilitar sua respiragéo, néo
ocorrendo mortalidade em nenhum dos peixes testados em nenhum dos tratamentos
e também ndo existindo diferencga significativa no tempo de recuperacao anestésica
dos tratamentos.

Jundids do grupo controle no tempo zero apresentaram niveis
significativamente mais elevados de cortisol que os anestesiados com 6leo de cravo
no mesmo tempo e em relagdo aos do grupo controle no tempo 4h. Nao houve
diferencga significativa entre os demais tempos e tratamentos (Figura 2).

Os filés obtidos de jundids anestesiados com 6leo de cravo apresentaram
odor semelhante ao controle (peixe nédo tratado), mas o sabor foi considerado
significativamente pior que o controle (leve a moderadamente), com valor de 5,68 *

0,29 na escala do teste de comparacao multipla.
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4. DISCUSSAO

Inducao e recuperacao anestésica

O 6leo de cravo vem sendo apontado como uma alternativa aos anestésicos
tradicionais, pois € um 6éleo natural e de uso seguro (Soto & Burhanuddin, 1995;
Sladky et al., 2001). O estagio 2 de anestesia € considerado como um valor ideal
para o transporte dos peixes (Cooke at al., 2004). O mesmo autor, pesquisando
concentracOes anestésicas em largemouth bass descreve que valores entre 5 € 8,5
mg/L de éleo de cravo sao ideais para o transporte destes peixes. Em nosso estudo
as concentragbes de 20, 30 e 40 mg/L obtiveram respectivamente as médias de 307,
139 e 61 s para inducdo ao estagio 2 de anestesia em jundias. Apesar do tempo
para a inducdo a este estagio ser maior para a concentracdo de 20 mg/L,
concentragOes até este valor parecem ser a ideal para o transporte de jundids pois
ndo sao capazes de aprofundar o estagio anestésico por um tempo de observagao
superior a 30 min.

Iversen et al (2003), estudando a eficacia do 6leo de cravo em salméo do
Atlantico, verificaram efeito anestésico nos peixes somente em concentragoes
superiores a 30 mg/L durante um tempo de exposi¢do dos peixes ao 6leo de 20 min;
em jundids este mesmo efeito sé foi alcancado com valores maiores que 20 mg/L
por um tempo de observacao superior a 30 min. O efeito do éleo de cravo varia
conforme a espécie: a concentracdo de 10,8 mg/L de 6leo de cravo foi capaz de
induzir o estagio 4 de anestesia em catfish americano em um tempo médio de 5,3
min, mas a mesma concentracdo em bluegill induz ao mesmo estagio em 1,2 min
(Stehly e Gingerich, 1999). Para induzir o estagio 4 de anestesia em 2-6 min a
concentracao de 6leo de cravo fica na faixa de 20-50 mg/L para juvenis de salmdes

(Cho e Heath, 2000), truta arco-iris (Endo et al., 1972; Keene et al., 1998) e pacu
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vermelho (Sladky et al., 2001). Ja em salm&o do atlantico para induzir ao estagio 4
de anestesia foi necessario um tempo de 8,1 + 2,2 min em concentra¢cdes que
variaram de 30 a 100 mg/L (lversen et al., 2003).

Um bom efeito em relacdo a rapidez para a indugcao ao estagio 4 de anestesia
e seguranca em jundias foi verificado na concentracao de 50 mg/L, que teve como
média 111 s e ndo ocorreram mortes nos animais testados, e por este motivo foi
considerada a mais indicada para ser utilizada para inducdo a este estagio de
anestesia.

Como indicado acima, a eficacia de um anestésico é dependente de diversos
fatores. O tamanho parece também ser correlacionado positivamente com a
eficiéncia do anestésico. A eficacia geralmente aumenta com o tamanho (Olsen et
al., 1995), mas no caso do jundid nao foi verificada diferencga significativa no tempo

de inducao anestésica em relagao ao tamanho dos peixes.

Avaliagao de cortisol plasmatico

Iversen et al. (2003) descrevem que o 6leo de cravo contem o componente
ativo eugenol, e ndo se sabe como este componente afeta a dinamica do cortisol
plasmatico nos peixes. E razoavel supor, entretanto, que a transmissdo da
informacao sensorial ao hipotalamo seja obstruida. Uma das respostas principais
dos peixes as situagdes adversas é a producao de catecolaminas e corticosteroides,
0S quais sdo responsaveis por mudancas fisiolégicas e bioquimicas, caracterizadas
geralmente como a resposta ao estresse. Niveis de cortisol em peixes nao
estressados variam de 5 a 51 ng/mL e, depois do estresse agudo de 30 a 309 ng/mL
(Barton e lwama, 1991; Davidson et al., 2000). Portanto, os valores encontrados no

nosso experimento nos exemplares controle (6,16 — 10,21 ng/mL) estdo nos niveis
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inferiores da faixa determinada por Barton e Ilwama (1991), demonstrando que
mesmo com 0 manuseio nao houve uma situagao muito estressante para os jundias.
A secrecao do cortisol é dependente da severidade e do valor do estressor aplicado
(Sumpter et al., 1985). Em jundias cronicamente estressados o pico de cortisol se da
1h apds a exposicdo a um novo fator estressante (Barcellos et al., 2006). No nosso
estudo esta situagdo nao € tao evidente, pois os niveis de cortisol plasmatico nos
tempos 0 e 1h apds o0 manuseio ndao apresentaram diferenca significativa, sendo
assim nao foi possivel verificar o momento do pico de cortisol no plasma. Em jundias
o nivel de cortisol de repouso em peixes sofrendo estresse crénico € 23.80 + 5.45
ng/mL, significativamente menor que o nivel de cortisol de peixes estressados
cronicamente e que recebem um fator estressante agudo (55.23 + 11.44 ng/mL)
(Barcellos et al, 2006).

A exposicao aérea dos jundias por 1 min provocou um aumento dos niveis
plasmaticos de cortisol, evidenciando uma resposta aguda ao estresse, pois 0s
valores do grupo controle 4h apdés a biometria foram mais baixos, retornando a
valores semelhantes aos da pré-anestesia. Resposta semelhante na redugéo do
cortisol plasmatico foi observada em jundias expostos previamente a fatores
estressantes crénicos, 4h apds estes serem submetidos a um estresse agudo

(Barcellos et al., 2006).

Avaliacao da permanéncia no estado de anestesia.

Nosso intuito com este estudo foi verificar a possibilidade de manter os
juvenis de jundia anestesiados por um tempo suficiente para ser possivel realizar
algum tipo de intervengdo com tempo mais prolongado. Para poder respirar, peixes

de nado lento, como o jundid, utilizam um sistema de bombeamento de 4gua através
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das branquias e um aumento da cavidade opercular através de um movimento de
expansao lateral dos opérculos (Baldisserotto, 2002). O problema da permanéncia
dos peixes no recipiente com anestésico apdés a obtencdo do estagio 4 é que
rapidamente ocorre a passagem ao estagio subsequente. Sendo assim cria-se um
impasse para a tentativa de algum tipo de técnica que necessite um tempo maior de
duracdo como processos cirdrgicos, pois com o aprofundamento anestésico ao
estagio 5 pode ocorrer a parada dos movimentos operculares e consequente morte.
Verificamos a possibilidade de manter os peixes anestesiados por um longo
tempo e como ndo houve mortalidade em nenhum dos 32 exemplares de jundia
utilizados para a realizagao dos testes, pode-se concluir que com a manutengéo de
oxigenagado aos peixes € possivel induzir ao estagio 4 de anestesia e manter este

estagio por um tempo de 15 min ou mais.

Analise sensorial

Alguns autores relatam que o 6leo de cravo ndo deixa residuos toxicos na
carne (Soto & Burhanuddin, 1995; Sladky et al., 2001). Contudo, os testes de andlise
sensorial dos filés de jundia demonstraram que o 6leo de cravo piora 0 seu sabor, de
modo que 0 seu uso nao é indicado para anestesia no momento do abate se houver
utilizagdo da carne para alimentacdao. Nao existem na literatura testes especificos
sobre a analise sensorial do file de peixes apds a utilizacdo de anestésicos.

O éleo de cravo é um anestésico efetivo para a anestesia de jundias podendo
ser utilizado nas concentragdes de 50 mg/L sem causar problemas aos peixes e aos
manipuladores, porém deve-se ter cuidado caso o file seja utilizado para consumo

apos a anestesia, pois o 6leo de cravo deixa um sabor desagradavel ao filé.
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Tabela 1 - Estagio de anestesia em peixes (Schoettger e Julin, 1967)

Estagio Descricéo Caracteristicas

1 Sedacao leve Perda parcial da reacdo aos estimulos
externos.

2 Sedacao profunda Perda parcial do equilibrio, nenhuma reagéao

aos estimulos externos.

3a Perda total do equilibrio Os peixes viram, mas retém a habilidade da
natacao.
3b Perda total do equilibrio A habilidade da natacdo para, mas responde

a pressao no pedunculo caudal.
4 Anestesia Perda da atividade reflexa, nenhuma reagao
aos estimulos externos, mesmo aos fortes.

5 Colapso medular (morte) O movimento respiratério cessa (morte).
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Tabela 2 - Tempo de inducao e recuperacao anestésica aos diferentes estagios de

anestesia, segundo Schoettger and Julin 1967, utilizando diferentes concentracoes

de 6leo de cravo (tempo maximo de observacao 30 mim).

Concentragdo ~ Tempo de Tempo de Tempo de Tempo de Tempo de
(mgl/L) inducao(s) ao inducao(s) ao inducgao(s) ao inducdo(s) ao recuperacao
estagio 2 estagio 3a estagio 3b estagio 4 (s)

5 - - - - -
10 - - - - -
20 136,0 £ 19,2 319,4+54,3 417,0+29,7 888,3+60,1 2543+325
30 131,2+151 3075+285 414,6+253 823,1+51,8 251,0+19,9
40 70,2+9,8 139,1 13,5 202,0+15,8 320,2+18,3 271,2+59,8
50 27,1+£45 61,75+11,7 876+16,7 111,6+32,2 206,4 £22,5
60 25,4 + 10,7 42,3+13,3 59,7+123 101,7+10,0 260,2 +26,0
70 16,2 £ 2,17 24,7 +22 41,9 £4,32 66,2+ 52 355,7 £43,9
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Legenda das figuras

Figura 1 — Tempo de indugdo a sedacao (A) e anestesia (B) profunda em jundias

(Rhamdia quelen) expostos a diferentes concentra¢des de 6leo de cravo.

288,72
A- y=3562+ %
B ,
1+
(38,04)
r? =0,996
763 ,05

5. y=87,23+

13,78
X
+
[37 ,71]

r> =0,998

y = tempo para anestesia (s)

X = concentragcao de 6leo de cravo (mg/L)

Figura 2 — Niveis de cortisol plasmatico de jundias (Rhamdia quelen) anestesiados
com 50 mg/L de éleo de cravo diluido em etanol (1:20) e expostos ao ar por 1 min.

* Diferenca significativa em relacéo ao controle, tempo 0 h (P < 0,05).

+ Diferenca significativa em relagdo ao tempo 0 h no mesmo grupo (P < 0,05).
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo identificar a eficacia anestésica de
compostos originados de plantas e determinar os niveis de cortisol plasmatico em
jundias apds a exposicdo a compostos efetivos avaliando sua eficiéncia como
redutor de estresse. Para identificar o tempo de indugdo e recuperagao anestésica,
juvenis de jundia foram colocados em aquarios com 1 L de agua contendo diferentes
concentracbes de extrato de Condalia buxifolia e O0leos essenciais a de
Chenopodium ambrosioide, Eucalyptus citricola, Calea clematidea, Schinus
terebentifolius, Schinus lentiscifolius e, Lithraea brasiliensis diluidas em DMSO
(1:10) ou etanol (1:10). Apds a inducao, os peixes foram transferidos para aquarios
livres de anestésicos para avaliar o tempo para recuperacdo. Dentre todos
compostos testados apenas o extrato metandlico de C. buxifolia induziu uma
sedacao leve. Os niveis de cortisol plasmatico foram determinados em jundias
(176,96 =+ 7,58 g e 26,0 £ 0,6 cm) O, 1e 4 h apds serem submetidos a dois
tratamentos: extrato metanolico de C. buxifolia diluido em DMSO (1:10) (4 mg/L) e
controle (sem anestésico), e expostos ao ar por 1 min para biometria. Nao houve
diferenca significativa entre os diferentes tempos avaliados nos tratamentos nem
entre os tratamentos em nenhum dos tempos analisados. Conclui-se que o extrato
metandlico de C. buxifolia nao evita o aumento do cortisol plasmatico. Como ocorreu
apenas a tranquilizagao dos animais expostos ao extrato metandlico de C buxifolia e
nao houve a indugéo para a anestesia em nenhuma das concentragdes testadas por
um tempo superior a 30 min, sugere-se a utilizagdo deste extrato como tranquilizante

e ndo como agente anestésico.

Palavras chave: Condalia buxifolia, Rhamdia quelen, anestesia, cortisol, estresse.
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify the anesthetic efficiency of compounds
from plants and to determine the plasmatic cortisol levels in silver catfish after being
exposure to efective compounds, evaluating their efficiency as a stress reducing
agent. To identify the time of induction and anesthetic recovery, juvenile silver were
placed in 1 L aquaria containing different concentrations of Condalia buxifolia
extracts and essential oils of diluted in DMSO (1:10) or ethanol (1:10). After
induction, fish were transferred to compound-free tanks to evaluate recovery time.
The methanolic extract of C. buxifolia was the only compound that induced slight
sedation. The levels of plasma cortisol were determined in silver catfish (176.96 *
7.58 g and 26.0 £ 0.6 cm) 0, 1 and 4 h after being submitted to two treatments:
exposed to methanolic extract of C. buxifolia (4 mg/L) and exposed to air for 1 min for
biometry. There was neither significant difference between the different moments
evaluated in the treatments nor between the treatments in any of the evaluated
moments. It is possible to conclude that the methanolic extract of C. buxifolia did not
inhibit cortisol rise in the plasma. Since fish exposed to the metanolic extract C.
buxifolia showed only tranquilizing effects with exposure for 30 min and there was no
anesthetic induction in any tested concentrations, it is suggested the use of this

extract as a tranquilizing and not as an anesthetic agent.

Key words: Condalia buxifolia, Rhamdia quelen, anesthesia, cortisol, stress.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de substancias que possibilitem induzir algum tipo de relaxamento
ou até mesmos niveis de anestesia mais aprofundados em peixes tem sido
relativamente estudado (Gilderhus e Marking, 1987; Soto e Burhanuddin, 1995;
Anderson et al., 1997; Iversen et al., 2003; Facanha e Gomes, 2005). Em seus
estudos estes pesquisadores procuram uma alternativa de facil aquisicao e baixo
custo aos piscicultores e que nao ofereca riscos a saude dos peixes e
manipuladores, alem de possibilitar um manejo mais tranquilo, pois qualquer
estimulo apresentado a um peixe pode causar mudangas comportamentais e
fisioldégicas, as quais se refletem em diminuicdo da alimentacdo e conseqlente
atraso no crescimento e mortalidade (Barton, 1997).

Oleos essenciais normalmente possuem propriedades bactericida,
antivirética, cicatrizante, analgésica, relaxante, expectorante e antiespasmaodica.
Como exemplo tem-se mentol nas hortelas, timol no tomilho e alecrim pimenta,
ascaridol na erva-de-santa-maria, etc (Martins et al., 1994). O uso de O4leos
essenciais como anestésicos para peixes parece ser uma alternativa viavel frente ao
alto custo e dificuldades de obtengcdo dos produtos quimicos utilizados para esta
finalidade (Faganha e Gomes, 2005). Nos ultimos anos, foi reconhecido o 6leo
essencial de cravo (eugenol) como um anestésico efetivo para varias espécies (Soto
e Burhanuddin, 1995; Anderson et al., 1997), inclusive o jundia (Rhamdia quelen)
(Cunha et al., em preparacao). No entanto, esse anestésico piora o sabor do filé do
jundia, tornando seu uso nao recomendado logo antes do abate (Cunha et al., em
preparacao). O 6leo essencial de Mentha também pode ser utilizado de forma viavel
como uma alternativa anestésica em tambaqui (Colossoma macropomum) (Facanha

e Gomes, 2005). Dentro desta idéia de encontrar substancias viaveis para anestesia
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em jundias foi verificado o tempo de indugéo anestésica de alguns éleos essenciais
e extratos de plantas existentes no sul do Brasil, bem como o efeito no cortisol

plasmatico da que se revelou efetiva.

2. MATERIAL E METODOS

Animais

Juvenis de jundids machos/fémeas foram obtidos da Piscicultura Bela Vista
(Santa Maria, RS, Brasil). Os juvenis foram transportados até o Laboratério de
Fisiologia de Peixes da Universidade Federal de Santa Maria e mantidos por ao
menos duas semanas em tanques de 250 L continuamente aerados, com

temperatura 21 + 1°C; pH 6,6 — 7,0; oxigénio dissolvido 5,8 — 7,2 mg/L.

Agente anestésico

Foram testados O&leos essenciais extraidos das plantas Chenopodium
ambrosioide (Chenopodiaceae), Eucalyptus citricola (Myrtaceae), Calea clematidea
(Asteraceae), Schinus terebentifolius, Schinus lentiscifolius e, Lithraea brasiliensis
(Anacardiaceae) e o extrato de Condalia buxifolia (Rhamnaceae), bem como as
fracbes metandlica, hexanica, acetato de etila, e diclorometano deste extrato.

Todos estes exemplares foram coletados na regiao centro-sul do Estado do
Rio Grande do Sul. A identificacdo do material botanico foi realizada através de
comparagoes com amostras ja existentes no herbario do Departamento de Biologia —

UFSM.
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Extracao e fracionamento

Os 6leos essenciais das plantas C. ambrosioide, E. citricola, C. clematidea, S.
terebentifoli, S. Leutiscifoliu e L. brasiliense foram extraidos por meio da técnica de
arraste a vapor em Cleverger modificado, como descrito por Flach et al. (2002).

As cascas da raiz e caule (5,7 kg) de C. buxifolia foram secas sob a acao da
luz branca de uma lampada de 100w a 50°C e moidas a fino grao em moinho Wiley.
Este material seco foi colocado sob refluxo com metanol por 6 horas, filtrado com
papel filtro e o material filtrado concentrado de modo a obter-se o extrato metandlico.
Deste foi retirado uma quantidade para fazer uma solugdo aquosa, da qual foi
extraida a quente sob refluxo, com solventes em ordem crescente de polaridade
(hexano, diclorometano, acetato de etila) obtendo-se assim as seguintes fracdes
com seus respectivos rendimentos: hexanica (35g), diclorometano (23g), acetato de

etila (17g) e metandlica (12g).

Inducao e recuperacao anestésica

Os dleos essenciais de C. ambrosioide (partes aéreas), E. citricola (partes
aéreas), C. clematidea (partes aéreas), S. terebentifolius (fruto verde), S.
lentiscifolius (fruto maduro), e L. brasiliensis (partes aéreas), bem como os extratos
de C. buxifolia (casca da raiz e casca do caule) foram diluidos em dimetilsulfoxido
(DMSO) (1:10) e/ou etanol (1:10) e testados separadamente. Cada uma destas
substancias foi aplicada em aquarios contendo 1 L de agua, em concentragdes que
variaram de 5 a 100 mg/L (6leos essenciais) ou 0,05 a 300 mg/L (extratos de C.
buxifolia). Em cada aquario foram colocados dois juvenis de jundia (1,50 £ 0,02 g €
7,0 £ 0,1 cm) em jejum de 24 h, para avaliacdo do tempo para indugéo a anestesia

de acordo com Schoettger e Julin (1967) (Tabela 1). A acédo das diferentes
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substancias foi observada por um periodo de até 30 min. Foram utilizados 20 peixes
para cada concentragdo a ser testada de cada substancia e cada juvenil foi utilizado
apenas uma vez.

Ap6s a inducao, foi realizada a biometria dos animais € em seguida os
mesmos foram transferidos para aquarios livres de anestésico para avaliar o tempo
para recuperagao anestésica. Foram também realizados testes utilizando-se apenas

o DMSO e o etanol em separado.

Determinacao de cortisol plasmatico

Juvenis (176,96 + 7,58 g e 26,0 = 0,6 cm) permaneceram em jejum de 24 h
foram divididos em dois tratamentos: extrato de C. buxifolia diluido em DMSO (1:10)
(4 mg/L), (concentracdo estabelecida no experimento de indugdo e recuperacao
anestésica) e controle (sem anestésico), e 3 tempos de coleta de sangue (0, 1 e 4
h), para cada tratamento, sendo utilizados 8 exemplares diferentes para cada tempo.
Foi entdo realizada a indugdo anestésica em aquario contendo 5 L de agua (1-2
min), um peixe por vez, e realizada a biometria (tempo de exposi¢cao ao ar — 1 min) e
coleta de sangue da veia caudal (tempo 0). Os exemplares correspondentes aos
tempos 1 e 4 h também foram submetidos a biometria, mas apds a realizagcao desta
foram colocados em tanques de 250 L. A coleta de sangue destes exemplares foi
efetuada respectivamente 1 e 4 h apds a inducdo anestésica. O sangue coletado foi
armazenado em tubos plastico de 2 mL, e permaneceu em banho-maria a 37°C
durante o tempo decorrido para a coleta de todos os animais. Ap6s o termino da
coleta as amostras de sangue foram centrifugadas para separacao do plasma
sanguineo e posteriormente este foi mantido sob refrigeracdo constante. O cortisol

plasmatico foi determinado por kit EIAgen™ CORTISOL-test (BioChem
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ImmunoSystems). Os animais pertencentes ao grupo 0 hora foram abatidos por
seccao da medula logo ap6s a coleta de sangue para coleta do filé, o qual foi

utilizado posteriormente para a realizagdo de analise sensorial.

Analise sensorial

As amostras de filés dos dois tratamentos foram cozidas em forno microondas
(20 gramas/1 min) e apds, oferecidas aos provadores em pratos plasticos,
codificados com trés algarismos aleatérios. As amostras foram avaliadas quanto aos
atributos de sabor e odor, por 26 julgadores nao treinados. O julgamento das
amostras foi realizado pelo teste de comparagdo mdultipla (ABNT, 1995), onde foi
avaliada a diferenga (melhor, igual ou pior) e o grau de diferenca (leve, moderado ou
grande) das trés amostras-teste em relagdo a amostra-controle (ndo tratada),
segundo um atributo especifico. Foi atribuido valor 1 para muito melhor que o
controle, 2 para moderadamente melhor que o controle, 3 para levemente melhor
que o controle, 4 para igual ao controle, 5 para levemente pior que o controle, 6 para

moderadamente pior que o controle e 7 para grandemente pior que o controle.

Analises estatisticas

Nos testes para inducao e recuperacao anestésica foram realizadas analises
de regressao (concentracdo do extrato metandlico de C. buxifolia x tempo de
inducao da anestesia; concentracao do extrato metandlico de C. buxifolia x tempo de
recuperacao da anestesia;) utilizando o programa “Slide Write Plus” (Advanced
Graphics Software), 1996. Para os testes de avaliacdo de estresse, os dados foram
submetidos ao teste de Levene para verificar a homogeneidade das variancias.

Como as variancias foram homogéneas, a comparagdo estatistica entre os
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diferentes grupos e tempos foi efetuada por analise de variancia (ANOVA) de dois
fatores e teste de Tukey através do programa STATISTICA verséo 5.1., com nivel
minimo de significancia de 95% (P < 0,05). Os resultados obtidos nos testes de
analise sensorial foram avaliados por analise de variancia de uma via e teste de

Tukey.

3. RESULTADOS

Inducao e recuperacao anestésica

Os Oleos essenciais de C. ambrosioide, E. citricola, C. clematidea, S.
terebentifoli, S. leutiscifoliu e L. brasiliense nao apresentaram nenhum efeito
anestésico sobre os jundias durante o periodo de observacao (30 min).

O extrato metanolico de C. buxifolia causou apenas uma tranquilizagéo leve
(estagio 1) nos animais expostos as concentragoes entre 1 e 120 mg/L. Nas demais
concentragbes testadas nao foi observada qualquer alteracdo no comportamento
dos peixes por um tempo de até 30 min de observagdo. Também observou-se que 0
tempo para a tranquilizacdo aumenta conforme aumenta a concentragcdo do extrato
metandlico a partir de 10 mg/L (Figura 1), sendo que com 4 mg/L parece ser mais
facilmente percebido o estado de tranquilizagdo nos animais testados. O DMSO e as
fracoes de C. buxifolia, nas mesmas concentracbes do extrato, ndo apresentaram
efeito quando testados em separado.

Nao houve diferenga significativa nos niveis de cortisol plasmatico nos jundias
sedados com extrato metandlico de C. buxifolia em relacdo aos animais controles

(Figura 2).
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Os resultados obtidos no teste de comparag¢ao mdultipla indicaram que os filés
de jundias expostos ao extrato metandlico de C. buxifolia por 1-2 min apresentaram

odor e sabor semelhante aos controles.

4. DISCUSSAO

Inducao e recuperacao anestésica

A busca por novas substancias capazes de induzir a anestesia em peixes foi
0 que motivou a realizacdo deste estudo. Anestésicos sao Uteis para reduzir ou
minimizar o estresse ao peixe e a escolha do anestésico geralmente depende de
varias considerac¢des: disponibilidade, custo, facilidade de uso, estado fisico e
seguranga para o usuario (Cho e Heath, 2000).

Diversas substancias e combinagcbes de substancias como Aélcool, éter,
barbituricos, quinaldine, metanosulfonato de tricaina (MS 222), clorbutanol e
benzocaina foram usadas para induzir a anestesia em peixes e apresentaram efeitos
colaterais sistémicos nao desejados e margens de seguranga limitadas, de modo
que o uso destas combinagbes diferentes foi limitado ou rejeitado (Gilderhus e
Marking, 1987).

Neste estudo testaram-se dleos essenciais de varias plantas devido a sua
disponibilidade de coleta na regido e por algumas utilizacbes na medicina popular
destas mesmas plantas, que poderiam sugerir que em sua composicao existissem
substancias capazes de induzir algum efeito anestésico. C. ambrosioide é utilizado
popularmente como inseticida, causando efeitos sobre o sistema nervoso central
(Lagunes & Rodriguez, 1989), e por este motivo suspeitou-se que pudesse ter efeito
sedativo ou até mesmo anestésico. O dleo essencial de eucalipto (E. citricola) foi

testado, pois é utilizado popularmente como relaxante (Chaibi et al., 1997; Oyedeji et
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al.,, 1999). Na regido de existéncia da C. clematidea ela é bastante utilizada como
anti-gripal e no tratamento para o catarro (Flach et al.,, 2002). As plantas S.
terebentifolius S. lentiscifolius e L. brasiliensis, foram testadas pois todas estas
popularmente possuem acao miorrelaxante (Degaspari al., 2005).

Nos testes com diversas concentracées do extrato metandlico de C. buxifolia
nao foi possivel verificar o tempo de recuperacdo uma vez que nao houve efeito
anestésico. Como ocorreu apenas a tranquilizacdo dos animais e nao houve a
inducdo para a anestesia em nenhuma das concentracdes testadas por um tempo
superior a 30 min, sugere-se a utilizagdo deste extrato como tranquilizante e nao
como agente anestésico. Como as demais fracoes de C. buxifolia ndo apresentaram
efeito anestésico quando testadas em separado, conclui-se que a agdo deste extrato
se da através de sinergismo de suas fragcdes. Como os Oleos essenciais de C.
ambrosioide, E. citricola, C. clematidea, S. terebentifolius, S. lentiscifolius e L.
brasiliensis ndo apresentaram nenhum efeito sobre os animais testados, conclui-se

que eles ndo possuem efeito anestésico sobre o jundia.

Avaliacao de cortisol plasmatico

Niveis de cortisol em peixes ndo estressados variam de 5 a 51 ng/mL e,
depois do estresse agudo, de 30 a 309 ng/mL (Barton e lwama, 1991; Davidson et
al., 2000). Portanto, os valores encontrados no nosso experimento nos exemplares
controle (6,16 — 10,21 ng/mL) estdo nos niveis inferiores da faixa determinada por
Barton e lwama (1991), demonstrando que mesmo com o manuseio ndo houve uma
situagdo muito estressante para os jundias. A secrecao do cortisol € dependente da
severidade e do valor do estressor aplicado (Sumpter et al., 1985). Em jundias

cronicamente estressados o pico de cortisol se da 1h ap6s a exposi¢do a um novo
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fator estressante (Barcellos et al., 2006). No nosso estudo esta situagdo nao é
evidente, pois o0s niveis de cortisol plasmatico nos tempos 0, 1 e 4h ap6s 0 manuseio
nao apresentaram diferenca significativa.

A exposicao aérea dos jundias por 1 min provocou um aumento dos niveis
plasmaticos de cortisol, evidenciando uma resposta aguda ao estresse que se
manteve por um tempo superior a 4h, este fato pode ser verificado pelos niveis
elevados de cortisol plasmatico apdés a biometria em comparacdo a estudos
realizados por Cunha et al., (em preparacao) utilizando 6leo de cravo como agente
anestésico, demonstrando assim que o extrato de C. buxifolia ndo evita o aumento

do cortisol plasmatico.

Analise sensorial

A andlise sensorial vem sendo aplicada no desenvolvimento e melhoramento
de produtos, controle de qualidade, estudos sobre armazenamento e
desenvolvimento de processos (Moraes ,1993). Lanzillotti e Lanzillotti, (1999)
descrevem ainda que a andlise sensorial € timidamente empregada em alimentagéo
coletiva na avaliagdo de preparagdes alimentares, como também auxiliando no
desenvolvimento de novos produtos. Nao existem na literatura testes envolvendo
analise sensorial em filés de peixes ap0s a exposicao a agentes anestésicos.

Apoés a realizacao dos testes de analise sensorial verificamos que o extrato C.
buxifolia nao altera o odor e sabor dos filés de jundia, portanto, 0 seu uso pode ser
indicado se houver utilizacdo da carne para alimentacdo.Como ocorreu apenas a
tranquilizacdo dos animais expostos ao extrato de C. buxifolia e ndo houve a
inducdo para a anestesia em nenhuma das concentragdes testadas por um tempo

superior a 30 min, sugere-se a utilizagdo deste extrato como tranquilizante e nao
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como agente anestésico, porem deve-se ter alguns cuidados adicionais com o0s

peixes pois este extrato ndo evita 0 aumento do cortisol sanguineo.
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Tabela 1 - Estagio de anestesia em peixes (Schoettger e Julin, 1967)

Estagio Descrigéo Caracteristicas

1 Sedacao leve Perda parcial da reagdo aos estimulos
externos.

2 Sedacao profunda Perda parcial do equilibrio, nenhuma reagéao
aos estimulos externos.

ch Perda total do equilibrio Os peixes viram, mas retém a
habilidade da natacao.

3b Perda total do equilibrio A habilidade da natacdo para, mas
responde a pressao no pedunculo caudal.

4 Anestesia Perda da atividade reflexa, nenhuma
reacao aos estimulos externos, mesmo aos
fortes.

5 Colapso medular (morte) O movimento respiratério cessa (morte).
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Legenda das figuras

Figura 1 — Tempo de indugdo a sedacao leve em juvenis de jundia com extrato de
49503 ,44

-1,86
X
1+
(936,34) J

y = tempo para anestesia (s)

Condalia buxifolia ¥ = 222,32 + (

r? =0,993

X = concentragao de extrato de C. buxifolia (mg/L)

Figura 2 — Niveis de cortisol plasmatico de jundias expostos ao extrato metandlico de
Condalia buxifolia (4 mg/L) diluido em DMSO (1:10) em diferentes tempos de coleta.
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5. CONCLUSOES

A concentragdo de 50 mg/L de 6leo de cravo na agua € a mais indicada para
ser utilizada na indugéo a anestesia de jundias porque induz rapidamente ao estagio
4 de anestesia (cerca de 111 s) e ndo causa mortalidade durante a indugédo ou
recuperacao da anestesia. Nao foi possivel verificar 0 tempo de recuperagédo nas
diferentes concentragées do extrato metandlico de C. buxifolia uma vez que nao
houve efeito anestésico. Sugere-se a utilizacdo deste extrato como tranquilizante e
nao como agente anestésico. O 6leo essencial das demais plantas testadas néo tem

efeito anestésico nem tranquilizante para o jundia.

O o6leo de cravo reduz o cortisol plasmatico dos jundidas no momento da
exposigao ao ar, diminuindo o estresse do peixe, mas o extrato metandlico de
Condalia buxifolia ndo altera este parametro em relagdo ao controle, demonstrando
que este extrato nao possui eficiéncia como redutor de estresse.

O éleo de cravo piora moderadamente o sabor dos filés de jundia nao sendo,
portanto, indicado o seu uso para anestesia no momento do abate se for haver
utilizag@o da carne para alimentacao. O extrato metandlico de Condalia buxifolia ndo

altera o sabor, de modo que nao ha restricdes a seu uso logo antes do abate.
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