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RESUMO
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ATIVIDADE ANESTESICA EM ROBALOS-PEVA (Centropomus
parallelus) E CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL
DAS FOLHAS DE Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez (Lauraceae)

AUTORA: JULIANA SIMONI MORAES TONDOLO
ORIENTADORA: BERTA MARIA HEINZMANN
COORIENTADOR: BERNARDO BALDISSEROTTO
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 14 de dezembro de 2011

A crescente expansdo da aquicultura, o estresse imposto aos animais nos sistemas de cultivo e
os efeitos adversos causados pelos anestésicos de uso convencional tém levado ao incentivo da
pesquisa por anestésicos de origem natural, eficazes e mais seguros, com menos efeitos colaterais e
menores efeitos residuais. Neste contexto, esta dissertacdo objetivou a avaliacdo do potencial
anestésico do 6leo essencial (OE) das folhas de Nectandra megapotamica em robalos-peva
(Centropomus parallelus) e sua caracterizagcdo quimica. Para a extracdo do OE, as folhas foram
classificadas em jovens (OE-J) e velhas (OE-V) e a anélise de sua composi¢do quimica foi realizada
por CG/EM. Os constituintes majoritarios foram: biciclogermacreno (46.5/34.6%), o-pineno
(26.8/26.2%), B-pineno (7.9/12.3%) e germacreno D (9.6/9.1%). O potencial anestésico do OE foi
avaliado através dos tempos de indugéo e recuperagdo da anestesia e as respostas bioquimicas geradas
pelo manuseio e transporte dos peixes. No primeiro experimento, quatro concentraces de cada OE
foram testadas em robalos-peva aclimatados a duas salinidades (0 e 33 %o) para avaliar os tempos de
inducdo e recuperacdo da anestesia. No segundo experimento, duas concentra¢fes do OE-V foram
testadas em robalos-peva aclimatados as duas salinidades para avaliar os parametros bioguimicos
relacionados ao estresse (niveis plasmaticos de glicose, lactato, Na* e K*) causado pelo manuseio. No
terceiro experimento, os peixes foram transportados em sacos plasticos nos dois tipos de agua e com
duas concentragdes do OE-V, com a finalidade de avaliar a qualidade da &gua e a mortalidade pos-
transporte. Ambos OEs produziram sedacio leve na concentracio de 30 pL L™ e anestesia profunda
com 150 pL L™ O OE-V n#o foi eficaz em evitar o estresse do manuseio, pois os elevados niveis
plasméaticos de glicose e lactato observados nos controles também foram detectados nos grupos
tratados. Os tratamentos ndo modificaram significativamente os niveis séricos de Na* e K* nos peixes
em ambas as salinidades. Durante o experimento de transporte, o uso do OE-V ndo preveniu a
deterioracdo da qualidade da agua nem a mortalidade poés-transporte. Ao contrario, 0 grupo
transportado com a concentragdo mais elevada do OE-V em 4gua salgada apresentou uma mortalidade
significativamente maior em relagcdo aos demais grupos. Concluindo, o OE de N. megapotamica
mostrou-se eficiente para inducdo de sedacédo e anestesia em robalos-peva nas concentragfes testadas,
mas nao foi eficaz em prevenir o estresse gerado pelo manuseio e transporte nessa espécie.

Palavras-chave: o6leo essencial, Nectandra megapotamica, Centropomus parallelus, anestesia,
estresse, terpendides
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The increasing expansion of aquaculture, the stress on the animals in farming systems and the
adverse effects caused by conventional anesthetics has encouraged the search for natural anesthetics,
safer, more effective, with lower side effects and less residual waste. In this context, this work aimed
to evaluate the anesthetic potential of the essential oil (EO) from leaves of Nectandra megapotamica
in fat snook (Centropomus parallelus) and its chemical composition. For extraction of the EO, the
leaves were separated in young (EO-Y) or old (EO-O) and chemical composition analysis was
performed by GC/MS. The major constituents of the Y and O-EOs were: bicyclogermacrene
(46.5/34.6%), a-pinene (26.8/26.2%), B-pinene (7.9/12.3%), and germacrene D (9.6/9.1%). In the first
experiment, four different concentrations of each EO were tested in fat snook acclimated to two
salinities (zero and 33 ppt) to evaluate anesthesia induction and recovery time. In the second
experiment, two concentrations of EO-O were tested in fish acclimated to both salinities for the
evaluation of stress parameters (glucose, lactate, Na* and K* plasma levels) caused by handling. In the
third experiment, the fish were transported in plastic bags, supplied with both water salinities and two
concentrations of EO-O for evaluation of water quality and mortality after transport. Mild sedation
was achieved at 30 uL L™ and deep anesthesia at 150 puL L™ with both EO. The EO-O was not able to
avoid the stress of handling, as evidenced by elevated glucose and lactate plasma levels observed in all
treatments and controls. The treatments did not change significantly the plasma Na* and K* levels in
the fish kept at both salinities. During transportation, the use of EO-O did not improve the water
guality and post-transport mortality. On the contrary, the fish transported with the highest
concentration of EO-O in seawater had significantly higher mortality than the other groups. In
conclusion, the EO of N. megapotamica at the tested concentrations was efficient to induce sedation
and anesthesia in fat snook, but was not effective in preventing the stress generated by handling and
transport of this species.

Keywords: essential oil, Nectandra megapotamica, Centropomus parallelus, anesthesia, stress,
terpenoids.
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1. INTRODUCAO

Por milhares de anos os produtos naturais tém desempenhado um papel importante em
todo o mundo no tratamento e prevencdo de doencas, sendo as plantas superiores as que
apresentam um maior historico de uso (Chin et al., 2006). Estima-se que cerca de 250 mil
espécies de plantas com floracdo ocorrem em todo o mundo, dentre essas, 125 mil sdo
encontradas em florestas tropicais. Elas contribuem fornecendo produtos quimicos naturais
para o desenvolvimento de novos farmacos e representam uma grande fonte de novas
moléculas, visto que apenas 1% tem seu potencial farmacéutico estudado (Jachak e Saklani,
2007).

Com o passar das décadas, o interesse por farmacos originados de plantas superiores,
especialmente as fitoterapéuticas, tem aumentado expressivamente. Calcula-se que cerca de
25% dos medicamentos modernos sdo direta ou indiretamente originados de plantas
superiores (Fabricant e Farnsworth, 2001). Em casos particulares, como o de farmacos
antitumorais, cerca de 60% dos medicamentos disponiveis no mercado e a maioria dos que
estdo na fase final de testes clinicos sdo derivados de produtos naturais, principalmente
plantas superiores (Calixto, 2000; Newman e Cragg, 2007).

A familia Lauraceae € considerada uma das familias mais primitivas pertencentes a
divisdo Magnolyophita. E conhecida por apresentar grande importancia econdmica, seja pelo
uso da madeira, na culinaria e na medicina popular, entre outros. Na industria madeireira o
género Ocotea € o mais utilizado, mas outros géneros, como Aniba e Nectandra, também séo
Uteis para marcenaria e construcdo civil (Marques, 2001). Varias especiarias de uso popular
provém desta familia, por exemplo, louro, canela, canfora e sassafras (Simic et al., 2004).

O uso etnofarmacolégico desta familia é bastante abrangente, tanto em relagdo aos
géneros utilizados quanto a diversidade de uso das espécies. Quanto aos géneros, destacam-se
Ocotea, Aniba, Cinnamomum, Persea, Nectandra e quanto aos usos, variam de estomaquicos,
tbnicos, emenagogos, sudorificos até antifungicos e antibioticos, entre outros (Marques,
2001).

Varios géneros dessa familia sdo produtores de Oleos essenciais, sendo as espécies
mais conhecidas: Cryptocarya moschata Nees (noz-moscada-brasileira), Lindera benzoin (L.)
Blume (produtora do oleo-de-benjoim), Cinnamomum camphora (L.) J. Presl (canfora), e
Aniba roseodora Ducke (pau-rosa), da qual se extrai a esséncia para a fabricacdo do famoso

perfume francés Chanel n°5 (Coe-Teixeira, 1980).
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Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos Vvolateis naturais,
caracterizados por um odor intenso e s&o sintetizados por plantas aroméaticas. Como também
ocorre com outros metabolitos secundarios na natureza, os 0leos volateis desempenham um
importante papel na protecdo das plantas atuando como antibacterianos, antifingicos,
inseticidas e também contra herbivoros (Bakkali et al., 2008).

A aplicacdo dos 6leos essenciais é bastante variada, sendo amplamente utilizados para
producdo de perfumes, cosméticos, produtos alimenticios, farmacéuticos e de higiene, por
apresentarem atividades terapéuticas, como aromatizantes e flavorizantes. Estudos com 06leos
essenciais tém demonstrado uma ampla variedade de atividades: antimicrobiana (Dorman e
Deans, 2000), antifungica (Simic et al., 2004), acaricida (Macchioni et al., 2006), antitumoral
(Edris, 2007), antioxidante (Garcez et al., 2009), antiparasitaria (Silva et al., 2009) entre
outras.

Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez (Fig. 1) é uma espécie arborea pertencente a
familia Lauraceae e que apresenta ampla distribuicdo nas florestas nativas do Rio Grande do
Sul, sendo conhecida popularmente como canela-louro, canela-preta, canela-ferrugem e
canela-fedorenta (Tonini et al., 2003). O uso etnofarmacologico desta espécie da-se,
principalmente, como analgésico, antirreumatico (Da Silva Filho et al., 2008) e calmante
(Alves et al., 2008). O 6leo essencial desta espécie demonstrou atividade antinflamatoria e
antitumoral (Apel et al., 2006).

A costa brasileira tem varias espécies de peixes marinhos com grande potencial para a
aquicultura, incluindo o robalo-peva (Centropomus parallelus). Esta espécie é de grande
interesse para a pesca comercial e esportiva e € utilizada para repovoamento das lagoas
costeiras (Barbosa et al., 2011). Sua producdo em larga escala é limitada pela dificuldade de
produzir grandes quantidades de juvenis, devido a alta taxa de mortalidade nesta fase (Temple
et al., 2004).

O manejo e transporte dos animais nos sistemas de cultivo podem gerar estresse e
afetar tanto a satde quanto a sobrevivéncia dos animais (Ashley, 2007). A sedacgéo e anestesia
dos peixes € um procedimento necessario para minimizar o estresse gerado pelas atividades da
aquicultura, como manuseio e transporte. Pesquisadores tém envidado esforcos para entender
como a melhora do bem-estar animal correlaciona-se com menor estresse e este, por sua vez,
com melhor rendimento e qualidade do produto (Neiffer e Stamper, 2009; Maricchiolo e
Genovese, 2011).
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Figura 1 - A- Nectandra megapotamica, coletada no Morro do Elefante, Santa Maria —
RS; B: galho contendo folhas jovens e velhas.

Existem varios agentes anestésicos aprovados para uso em aquicultura, tais como:
benzocaina, metanossulfonato de tricaina (MS-222), sulfato de quinaldina, 2-fenoxietanol e
isoeugenol (Aqui-S™) (Ross e Ross, 2008). Como 0s agentes anestésicos comumente
empregados apresentam efeitos indesejaveis, estudos com produtos naturais, entre eles os
o0leos essenciais, tém sido conduzidos (Inoue et al., 2003).

A atividade anestésica de Oleos essenciais em diferentes espécies de peixes ja foi
demonstrada para 6leo de cravo, cujo principal constituinte é o eugenol (Inoue et al., 2005;
Kaiser et al., 2006; Vidal et al., 2007; Cunha et al., 2010b), para o 6leo de espécies do género
Mentha e para o seu constituinte majoritario, o mentol (Fagcanha e Gomes, 2005; Goncalves et
al., 2008; Simdes e Gomes, 2009) e também para o 6leo essencial de Lippia alba (Cunha et
al., 2010a) e para o oleo essencial de Melaleuca (Hajek, 2011).

Diante deste contexto, o presente trabalho avaliou: a) o potencial anestésico dos 6leos
essenciais das folhas jovens e velhas de N. megapotamica em robalo-peva, através da
avaliacdo dos tempos de indugédo e recuperacdo da anestesia; b) o efeito sobre parametros

bioquimicos e osmorregulatérios relacionados ao estresse causado pelo manuseio e transporte;
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c) a composi¢do quimica dos Oleos essenciais, comparando-a com outros trabalhos e
relacionando as substancias presentes nestes OEs a atividade anestésica observada.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Familia Lauraceae

A familia Lauraceae compreende 50 géneros e aproximadamente 2.500 a 3.000
espeécies que estao distribuidas em regides tropicais e subtropicais (Van Der Werff e Richter,
1996) de ambos os hemisférios (Fig. 2), concentradas em florestas pluviais, principalmente no
sudeste da Asia e no Brasil (Romoff et al., 2010).

Figura 2- Mapa da distribuicdo da familia Lauraceae, com regides de ocorréncia
sinalizadas em vermelho (Fonte: Villamizar, 2010)

As Lauraceas destacam-se entre as outras familias por sua importancia econémica,
sendo que algumas espécies fornecem madeira de excelente qualidade, outras sdo utilizadas
na culinaria, na medicina popular, na fabricacdo de papel e em industrias quimicas e
farmacéuticas. As espécies aromaticas, produtoras de 6leo essencial, apresentam alto valor
comercial (Marques, 2001).

Os primeiros registros relativos a utilizacdo das espécies dessa familia datam de 2.800
a.C, sendo originarios da Grécia antiga. Isso influenciou o nome de muitos géneros que fazem
uma alusdo aquela época. Por exemplo, o0 género Phoebe tem seu nome relacionado ao deus
Apolo e Laurus L. vem do celta “lauer” que significa verde ou ainda, “laus” que significa
louvor. Alem destes dois géneros, outras especies utilizadas na época eram pertencentes ao

género Cinnamomum Schaeffer, que significa “caneleira” em grego (Coe-Teixeira, 1980).
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As folhas de Laurus nobilis, popularmente conhecida como louro, a canela em po e a
canela em pau, obtidas das cascas do caule de Cinnamomum zeylanicum e C. cassia Sdo
amplamente utilizadas como condimento. Os frutos de Persea americana e P. gratissima,
conhecidos como abacate, sdo mundialmente consumidos para fins alimenticios (Marques,
2001).

Na medicina popular, as espécies da familia Lauraceae apresentam utiliza¢do variada,
tendo seu uso preconizado contra diversas doencas (Tabela 1). O género Ocotea apresenta o
maior numero de espécies medicinais e as espécies aromaticas pertencem, principalmente, aos
géneros Aniba, Nectandra, Ocotea e Licaria (Marques, 2001). Entre as atividades bioldgicas e
farmacoldgicas destacam-se: citotdxica, antinflamatdria, antiflngica, antinociceptiva e

antitumoral (Villamizar, 2010).

Tabela 1 — Espécies da familia Lauraceae utilizadas na medicina popular, relacionando
as partes utilizadas, forma de uso e as suas utilizagdes medicinais (Adaptado de

Marques, 2001)

Nome cientifico

Parte utilizada

Forma de uso

Propriedades medicinais

Aniba canellita

Aniba duckei

Aniba hastmanniana
Aniba riparia
Cinnamomum cassia
Cinnamomum zeylanicum
Cryptocaria moschata
Laurus nobilis

Licaria puchury-major
Nectandra pichurim

Nectandra rodiaei
Ocotea cymbarum
Ocotea guianensis

Ocotea indecora

Ocotea pretiosa
Ocotea pulchella

Ocotea spectabilis
Ocotea teleiandra

Persea americana

Persea cordata
Persea gratissima

Lenho, casca

Lenho, casca

Lenho, casca

Fruto, calices persistentes
Casca, folha

Casca, folha

Fruto

Folha

Casca
Folha, fruto

Lenho
Lenho
Casca, folha

Casca

Lenho
Folha, casca

Raiz, casca
Folha, casca

Folha

Casca
Semente

Extrato (coobacédo)
Extrato (coobacédo)
Extrato (coobacédo)
Extrato hidroalcodlico
Infusdo
Infusdo
Infusdo
Infusdo,
unguento

decoccao,

Extrato (coobacédo)
Infusdo

Tintura, extrato, vinho,
elixir

Extrato (coobacéo)
Infusdo

Infusdo

Extrato (coobacéo)
Infusdo

Infusdo
Infusdo

Infusdo

Extrato hidroalcodlico
Extrato metandlico

Contra o ancilostomideo humano
Contra o ancilostomideo humano
Contra o ancilostomideo humano
Como antibacteriana

Contra gripes

Contra gripes

Contra dores de estbmago

Nos casos de afeccBes gastricas,
reumaticas, flatuléncia, como
anti-espasmadica, sudorifica,
cicatrizante de feridas e Ulceras
(uso externo)

Contra o ancilostomideo humano
Nos casos de cdlicas e problemas
géstricos

Como antipirético e tonico

Contra o ancilostomideo humano
Nos casos de abcessos

Como sudorifica, anti-reumética
e anti-sifilitica

Contra o ancilostomideo humano
Como estomaquico, emenagogo
e tonico uterino

Como tdnico

Nos casos de dores no peito,
como sudorifico

Nos casos de problemas renais,
como diurético e calmante

Como antibacteriana

Como antitumoral

Obs.: as descricOes de usos populares correspondem aos termos utilizados pela populagéo
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No Brasil, a familia Lauraceae € representada por 19 géneros e 390 espécies, sendo
encontradas 30 espécies no estado do Rio Grande do Sul - RS, onde se destacam Aiouea
saligna, Ocotea spp. e Nectandra spp. (Ceolin et al., 2009). Em um estudo fitossociologico,
realizado na regido de Santa Maria (RS), foi observada a presenca de vérias espécies da
familia Lauraceae, representadas principalmente pelos géneros Ocotea e Nectandra (Longhi
et al., 2000).

2.1.1. Género Nectandra Rol. ex Rottb

Nectandra Rol. ex Rotth estd entre os géneros mais representativos da familia
Lauraceae, sendo restrito as Américas Tropical e Subtropical. O género é representado por
114 espécies reconhecidas até o presente e, destas, 43 séo brasileiras, apresentando grande
diversidade nas florestas Amazonica e Atlantica (Baitello et al., 2003). O primeiro centro de
diversidade do género se encontra nas falhas orientais dos Andes e na regido da Amazonia
peruana e o segundo, no sudeste brasileiro (Rohwer, 1993 apud Alves e Sartori, 2009). O
género é composto por arvores monoicas de folhas peninérveas alternas, raras opostas e
subopostas (Baitello et al., 2003). A maioria dos representantes produz frutos relativamente
pequenos que tem grande importancia ecoldgica no sustento de varias espécies de passaros
(Krugel et al., 2006).

As espécies de Nectandra sdo importantes do ponto de vista econémico, pois sua
madeira é usada para construcgdo civil e moveleira, sendo considerada de boa qualidade, com
excecdo daquelas que desprendem odor desagradavel, o que limita seu uso (Rohwer, 1993
apud Zanon et al., 2009).

Quimicamente o género é caracterizado pela presenca de lignoides (Gottlieb, 1972),
alcaloides dos grupos bisbenzilquinolinico (Bohlke et al., 1996), aporfinico e inddlico (Santos
Filho e Gilbert, 1975), lignanas tetraidrofurénicas (Da Silva Filho et al., 2004a), neolignanas
(Aiba et al., 1977), monoterpenos e sesquiterpenos (Gottlieb et al., 1981).

Quanto & composicdo quimica do 6leo essencial, algumas espécies tém sido estudadas:
N. angustifolia (Schrad.) Nees & Mart. ex Nees (Torres et al., 2005), N. coriacea (Sw.)
Griseb. (Marbot et al., 2005 apud Romoff et al. 2010) N. elaiophora Barb. Rodr. (Navis, 1951
apud Romoff et al., 2010) N. salicina C. K. Allen (Cicci6 et al., 2009), N. rigida (Kunt) Nees
(Morais et al., 1972 apud Cicci6 et al., 2009), N. umbrosa (Kunt) Mez (Valley e Scora, 1999)
e N. megapotamica (Spreng.) Mez (Romoff et al., 2010).

Algumas espécies do género Nectandra sdo usadas na medicina popular para

promover cicatrizacdo de lesbes e como preparagdes antirreumaticas, digestivas e diuréticas e
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também como antiflngicas, antidiarreicas e analgésicas (Melo et al., 2006). Estudos tém
demonstrado a atividade biologica de certas espécies, por exemplo, antitumoral do extrato
etanolico de N. rigida (Le Quesne et al., 1980) e N. grandiflora Ness & C. Mart. ex Nees
(Moreno et al., 1993), antimaléarica do extrato metandlico de N. salicifolia (Kunt) Nees
(Bohlke et al., 1996) e do extrato hidroalcodlico de N. cuspidata Nees & Mart. (Mufioz et al.,
2000), bem como antinflamatoria do extrato metandlico de N. falcifolia (sin. N. angustifolia)
(Melo et al., 2006).

2.1.2. Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez

No Brasil, a espécie Nectandra megapotamica ocorre nos estados de Séo Paulo, Mato
Grosso do Sul, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Possui ampla distribuicdo pelas
principais florestas do Rio Grande do Sul, ocorrendo na Floresta do Alto Uruguai, nos sub-
bosques dos pinhais do Planalto, na Floresta da Fralda da Serra Geral, na Floresta Pluvial
Atlantica e no Escudo Sul-Rio-Grandense. E conhecida popularmente como canela-louro,
canela-preta, canela-ferrugem e canela-fedorenta (Tonini et al., 2003).

Como sinénimos botéanicos foram encontrados: N. briquetti Hassl., N. membranacea
(Spreng.) Hassl., N. membranacea fo. floribunda Hassl., N. membranacea var saligna (Nees)
Hassl., N. racemifera Meisn., N. saligna Nees, N. saligna var obscura Meisn., N. tweediei
(Meisn.) Mez, Oreodaphne tweediei Meisn.,, O. tweediei var cymulosa Meisn.,
Strychnodaphne suaveolens Griseb. e Tetranthera megapotamica Spreng. (Tropicos.Org).

E uma espécie perenifdlia de grande porte, apresentando até 30 m de altura e tronco
com até 80 cm de diametro, com frutos ovoides que maturam no verdo e servem de alimento
para espécies de passaros (Krigel et al., 2006). Fornece uma madeira semelhante a imbuia
(Ocotea porosa), adequada para a construcdo civil, esquadrias e tabuados em geral, porém é
pouco utilizada devido ao seu odor desagradavel (Tonini et al., 2003).

Popularmente a casca desta espécie é utilizada para aliviar a dor e como antirreumatica
(Da Silva Filho et al., 2004a). O chéa das folhas é usado como calmante e no tratamento de
tosses e gripes, ja a casca desfiada e aquecida usa-se para o tratamento de abcessos (Alves et
al., 2008).

Estudos fitoquimicos de extratos etanolicos desta espécie mostraram a presenca de
sesquiterpenos, fenilpropanoides e flavonoides nas cascas e folhas (Miguita et al., 2007),
lignanas tetraidrofuranicas nas folhas (Da Silva Filho et al., 2004a) e alcaloides indolicos nas
cascas (Smith, 1977).
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Em relacdo a composi¢édo do 6leo essencial (OE), estudo de Romoff et al. (2010) sobre
variacdo circadiana e sazonal do OE extraido das folhas de N. megapotamica ndo mostrou
diferenca entre as amostras, apresentando como constituinte majoritario a-bisabolol (62-
69%). Em outro estudo, realizado com trés individuos avaliando variacdo sazonal, observou-
se uma variagdo qualitativa no OE das folhas, sendo a-santaleno (17,42%) e B-santaleno
(9,23%) os majoritarios de dois individuos e muurola-4,10-(14),dien-1-B-ol (23,09%) ¢ &—
elemeno (11,16%) do terceiro individuo. Para 0 OE dos galhos foram observadas variacGes
quali e quantitativas, sendo que no individuo 1 os majoritarios foram 5-iso-cedranol (12,07%)
e o—muurolol (11,28%), no individuo 2 o-bisabolol (13,19%) e 5-iso-cedranol (10,3%),
enguanto que no individuo 3 predominou o a—muurolol (43,04%) (Brito, 2009).

Alguns estudos avaliando atividade bioldgica e farmacoldgica desta espécie tem sido
conduzidos. Bero et al.(2009) avaliaram a atividade antimalarica de sete lignanas
tetraidrofuranicas sendo que, dentre essas, o composto calopeptina demonstrou moderada
atividade e ndo apresentou citotoxicidade.

Outro estudo avaliou a atividade leishmanicida e antimalarica do extrato
hidroalcodlico das cascas de N. megapotamica e de substancias isoladas. O extrato apresentou
fraca atividade em ambos os casos, enquanto que, dos componentes isolados, os melhores
resultados foram obtidos para as lignanas machilina G e veranguesina contra Leishmania
donovani e da calopeptina contra Plasmodium falciparum. Também foram testados quanto a
citotoxicidade frente a células Vero, ndo apresentando efeitos citotdxicos (Da Silva Filho et
al., 2008). Em estudo anterior do mesmo grupo, com extrato etanélico de folhas, observou-se
atividade tripanocida para a machilina G, enquanto que o extrato bruto foi inativo (Da Silva
Filho et al., 2004a).

Experimentos testando o extrato hidroalcodlico das cascas e compostos isolados para
avaliar a atividade analgésica e anti-inflamatoria em ratos foram desenvolvidos. Nesse estudo,
a substancia isolada a-asarona foi a mais ativa no teste de constricdo abdominal e 0s
compostos galgravina e veraguensina apresentaram melhores resultados no ensaio de edema
de pata (Da Silva Filho et al., 2004b).

Testes de atividade antioxidante (ensaio com 2,2-difenil-picrilidrazila [DPPH] e B-
caroteno) e antifungica (microdiluicdo) foram realizados utilizando seis substancias de
estrutura aromatica isoladas do extrato etandlico das cascas do caule de N. megapotamica. A
(-)-epicatequina apresentou significativa atividade antioxidante em ambos 0s ensaios e as seis
substancias foram ativas frente as cepas dos géneros Candida e Cryptococcus (Garcez et al.,

2009). Atividade antioxidante também foi observada para os fenilpropandides isolados do
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extrato etandlico das cascas do caule (isoelemicina) e das folhas (2,6-dimetdxi-4[prop-1-
enil]fenil-O-a-L-rhamnopiranosil-(1—6)-p-D-glucopiranosideo) de N. megapotamica no
ensaio com B-caroteno (Miguita et al., 2007).

O oleo essencial das folhas de N. megapotamica apresentou forte e moderada
atividade contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente. Outros
ensaios realizados no mesmo trabalho demonstraram atividade anti-inflamatoria e
antitumoral, com citotoxicidade seletiva para células de cancer de prostata e mieloma multiplo
para o OE (Apel et al., 2006).

Em revisdo bibliografica de trabalhos com os sinénimos botanicos, foram encontrados
artigos desta espécie como Nectandra membranacea (Sw.) Griseb. atualmente denominada N.
membranacea (Spreng.) Hassl. Em um estudo com extrato acetonico da casca foi detectada
atividade antitumoral, contra células HEP G2 e MDA-MB-231 (tumor de figado e mama,
respectivamente) e antimicrobiana contra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e hifas de
Candida albicans. O OE das folhas também foi avaliado e ndo demonstrou atividade
apreciavel, tanto antitumoral quanto antimicrobiana (Wu et al., 2006). Outro estudo, também
utilizando o OE, mostrou uma forte atividade toxica contra Artemia salina, porém da mesma
forma que o trabalho anterior, ndo apresentou atividade antitumoral contra células HEP G2
(Werka et al., 2007). Estudo com extrato hidroalcodlico das raizes de N. membranacea
mostrou atividade antimaldrica em ratos inoculados intraperitonealmente com Plasmodium
berghei (Chinchilla-Carmona et al., 2011).

2.2. Oleos essenciais

Oleos volateis, também chamados de OEs, constituem-se de uma mistura complexa de
substancias volateis, de viscosidade semelhante a dos 6leos, insolUveis em &gua e sollveis em
solventes organicos. Sdo produtos obtidos de matéria-prima vegetal através de destilacdo por
arraste de vapor de agua, bem como expressdo dos pericarpos de frutos citricos (Edris, 2007;
Bakkali et al., 2008).

Quimicamente, a grande maioria dos Oleos volateis é constituida de derivados
fenilpropanoides ou de terpenoides, de acordo com a origem biossintética, sendo que o0s
ultimos preponderam. Os compostos terpénicos sao constituidos de duas ou mais moléculas
de isopreno, sendo mais frequentes nos Oleos volateis os monoterpenos (2 unidades de
isopreno) e os sesquiterpenos (3 unidades de isopreno) e dentre estes, 0S monoterpenos séo

preponderantes. Os fenilpropanoides caracterizam-se por serem derivados benzénicos com
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uma cadeia lateral de trés 4&tomos de carbono originados de &cidos aminados aromaticos que,
por sua vez, se originam do acido chiquimico (Bakkali et al., 2008; De Aradujo et al., 2011)

(Fig. 2).
VY
>J
N\ HsCO
OH

Figura 3 - Unidade de isopreno — Cs (1), monoterpeno — Cyg (2), sesquiterpeno — Cys (3) e
fenilpropandide (4). Adaptado de Baser e Buchbauer, 2010

As substancias componentes dos 6leos essenciais sdo, principalmente, derivadas de
trés vias biossintéticas, a via do mevalonato que forma os sesquiterpenos, a via do
metileritritol (MEP), gerando mono- e diterpenos e a rota do acido chiquimico, levando aos
fenilpropandides (Fig. 3). Deste modo, h4& um ndmero quase incontavel de substancias
individuais e uma enorme variacdo na composicdo quimica dos 6leos volateis (Baser e
Buchbauer, 2010).

A composicdo quimica dos Oleos volateis € determinada por fatores exdgenos
(condicbes de cultivo) e por fatores enddgenos (caracteristicas genéticas, anatbmicas e
fisiologicas). A exposicdo por um longo periodo de tempo aos fatores exdgenos pode afetar
genes responsaveis pela producdo dos volateis e levar a existéncia de quimiotipos ou ragas
quimicas dentro da mesma espécie. Além disso, o estagio de desenvolvimento dos 6rgdos da
planta também pode ser um fator determinante para a composicdo dos volateis (Figueiredo et
al., 2008; Barra, 2009).

Plantas ricas em 06leos volateis sdo abundantes em Angiospermas Dicotiled6neas,
destacando-se as familias Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae,
Myristicaceae, Piperaceae, Rutaceae. Dependendo da familia, os Oleos volateis podem
ocorrer em estruturas secretoras especializadas, como células parenquimaticas diferenciadas
(Lauraceae, Piperarceae, Poaceae), em tricomas glandulares (Lamiaceae), canais oleiferos
(Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae). Eles podem estar

estocados em certos 6rgdos, tais como flores (laranjeira), folhas (eucalipto), cascas dos caules
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(canelas), madeira (pau-rosa), raizes (vetiver), rizomas (cdrcuma), frutos (erva-doce) ou

sementes (noz-moscada) (Sangwan et al., 2001; Figueiredo et al., 2008).

CO2
\L Fotossintese

I METABOLISMO PRIMARIO DO CARBONO I

Eritrose 4-fosfato / \ 3-fosfoglicerato

Fosfoenolpiruvato Piruvato
Ciclo do acido )
Tricarboxilico Acetil-CoA —
4
Aminoacidos alifaticos
v \.
Via do acido Via do dcido Via do 3cido e o
chiguimico maldnico mevaldnico
Aminoacidos aromaticos
Produtos secundarios
contendo nitrogénio
Compostos Terpenos

fendlicos
|METABOLISMO SECUNDARIO DO CARBONO |

Figura 4 - Visdo simplificada das principais rotas de biossintese de metabdlitos
secundarios (Adaptado de Buchanan et al., 2000); MEP = metileritritol

Vaérias técnicas podem ser utilizadas para extrair os OEs das diferentes partes das
plantas aromaticas, dentre elas, hidrodestilacdo, arraste de vapor, extracdo com solventes,
expressao ou prensagem, fluido supercritico. A composicdo quimica dos OE ira diferir ndo s6
no nimero de moléculas, mas também na estereoquimica das moléculas extraidas, de acordo
com o tipo de extracdo empregada e este, por sua vez, é escolhido de acordo com a finalidade
de uso do OE obtido. Por exemplo, OEs para uso na industria farmacéutica ou de alimentos
sdo, preferencialmente, extraidos através de destilacdo por arraste de vapor ou expressao. Para
perfumaria, a preferéncia é pela extracdo por solventes lipofilicos, enfloracdo ou dioxido de
carbono supercritico (Bakkali et al., 2008). Em laboratorio a técnica mais utilizada é a
hidrodestilacdo, realizada com o auxilio de um aparelho do tipo Clevenger (Farmacopéia
Brasileira, 2010).

Na natureza os OEs desempenham um importante papel na protecédo das plantas. Essas
substancias volateis apresentam diversas funcées ecologicas, podendo agir como mensageiros

internos, como substancias de defesa contra herbivoros e patdgenos, como atratores de insetos
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polinizadores e dispersores de sementes, agentes alelopéticos e, ainda, como horménios de
crescimento vegetal (Buchanan et al., 2000).

Os OEs e seus constituintes tém sido amplamente utilizados por apresentarem
inimeras atividades bioldgicas e farmacoldgicas, dentre elas: virucida, bactericida, fungicida,
antiparasitaria, anticancerigena, antioxidante, antidiabética, cardiovascular (Edris, 2007,
Bakkali et al., 2008). Atualmente, cerca de 3000 6leos essenciais sdo conhecidos, 300 dos
quais sdo comercialmente importantes, principalmente para as indastrias farmacéuticas, de
alimentos, agrondmicas, de cosméticos e perfumes. O 6leo essencial como um todo ou alguns
de seus componentes isolados séo utilizados em perfumes, produtos de maquiagem, produtos
odontolégicos e sanitarios, como aditivos e conservantes em alimentos e como medicamentos
naturais (Bakkali et al., 2008).

2.2.1. Oleos essenciais em espécies de Lauraceae

As espécies aromaticas de Lauraceae pertencem, principalmente, aos géneros Aniba,
Nectandra, Ocotea e Licaria e 0s dleos essenciais obtidos dessas espécies alcangam alto valor
no mercado, pois sdo frequentemente usados como fonte de matéria-prima nas industrias.
Muitas espécies pertencentes a familia Lauraceae estdo entre as mais utilizadas pela industria
farmacéutica e de perfumes (Marques, 2001). Na familia Lauraceae, o 6leo essencial é
armazenado em células secretoras que podem ser encontradas nas folhas, na casca e no lenho
(Metcalfe, 1987 apud Marques, 2001).

As espécies do género Aniba Aubl. destacam-se pelo alto valor econémico, devido a
constituicdo do 6leo essencial, encontrado em grande quantidade principalmente no lenho e na
casca. O OE obtido da espécie Aniba rosaeodora Ducke, conhecida popularmente como pau-
rosa € que tem como constituinte majoritario o alcool terpénico linalol, é amplamente
utilizado em fragrancias e perfumes (Marques, 2001). Além disso, tém-se creditado ao linalol
uma serie de propriedades farmacoldgicas, incluindo anticonvulsivante, ansiolitica,
antinflamatéria, antinociceptiva (Kamatou e Viljoen, 2008).

No género Cinnamomum, o0s mais importantes Oleos volateis sdo extraidos das
especies C. zeylanicum Blume, C. cassia (L.) C. Presl. e C. camphora (L.) Presl.. As cascas e
folhas de C. zeylanicum sdo utilizadas como especiarias e para a producdo de 6leo essencial,
sendo 0s constituintes majoritarios, respectivamente, aldeido cinamico e eugenol. Para esses
OEs foram relatadas atividades antioxidantes, antimicrobianas e antidiabéticas (Jayaprakasha
e Rao, 2011).
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Cinnamomum camphora (L.) Presl. e Lindera benzoin (L.) Blume s&o reconhecidas
como algumas das principais espécies produtoras de 6leos essenciais da familia. Da espécie C.
camphora extrai-se a canfora, que é muito utilizada em perfumaria e medicamentos pelo seu
conteddo em linalol. Da espécie L. benzoin (L.) se extrai 0 6leo de benjoin (Marques, 2001).
Estudo realizado com o OE de Lindera neesiana Kurz mostrou significativa atividade
antimicrobiana (Comai et al., 2010) e atividade antibacteriana e citotdxica foi observada para
Lindera strychnifolia (Yan et al., 2009).

A partir das folhas de Laurus nobilis L. extrai-se um OE rico em 1,8-cineol, que €
utilizado como antirreumatico, antisséptico, diaforético, digestivo e diurético. Além disso,
também é utilizado como componente em fragrancias e na industria de cosméticos e alimentos
(Marques, 2001). Testes tém mostrado atividade antibacteriana (Baratta et al., 1998),
anticonvulsivante (Sayyah et al., 2002), analgésica e antinflamatoria (Sayyah et al., 2003)
antifungica (Simic et al., 2004) e acaricida (Macchioni et al., 2006) para este 6leo.

Segundo Marques et al. (2001), dentro da familia Laureceae o género Ocotea é o que
apresenta 0 maior numero de espécies utilizadas na medicina popular. Da espécie Ocotea
pretiosa extrai-se um o6leo volatil rico em safrol, que é amplamente utilizado pela industria
cosmética e que também apresenta comprovada atividade contra ancilostomideos em
humanos. Os OEs obtidos deste género apresentam uma variedade de atividades bioldgicas:
moluscicida (Coutinho et al., 2007), antitromboética (Ballabeni et al., 2007), antioxidante,
antifngica e antibacteriana (Bruni et al., 2004) bem como antitripanossdmica (Setzer et al.,
2007).

Da espécie Sassafras albidum (Nutt.) Nees, arvore tipica da América do Norte, extrai-
se um OE rico em safrol, muito utilizado como aromatizante na industria de bebidas e como
matéria-prima para a sintese de outras moléculas em industrias quimicas (Marques, 2001).
Estudo de Smic et al. (2004) relatou moderada atividade antifungica para este OE.

A atividade bioldgica dos OEs do género Nectandra é pouco estudada. Na literatura
sdo reportados estudos sobre atividade citotoxica contra células tumorais do OE de N.
membranaceae (Sw.) Griseb. (Werka et al., 2007), N. salicina (Cicci6 et al., 2009) e N.

megapotamica que também apresentou atividade antinflamatoria (Apel et al., 2006).

2.3. Anestesia em peixes

Em aquicultura e trabalhos experimentais com peixes, 0S mesmos estdo sujeitos a uma

série de procedimentos como pesagem, marcagdo, transporte, além de outras manipulagdes,
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que podem gerar estresse nos animais. A anestesia pode ser utilizada para minimizar o
estresse fisico ou danos causados por alta densidade de estocagem, captura, manuseio, entre
outros. Além disso, em trabalhos de pesquisa ou na pratica veterinaria, pode haver a
necessidade de tornar os animais inconscientes ou mesmo aliviar a dor, sem interferir com os
processos fisioldgicos (Ross e Ross, 2008).

As respostas fisioldgicas relacionadas ao estresse sdo agrupadas em primarias, que
envolvem uma resposta neuroenddcrina inicial, a qual inclui a liberacdo de catecolaminas a
partir das células cromafins e a estimulacdo do eixo hipotadlamo-pituitaria-interrenal (HPI),
culminando na liberacdo de horménios corticosterdides na circulacdo sanguinea. As respostas
secundarias, por sua vez, incluem alteracdes no metabolismo, equilibrio hidromineral e nas
funcBes cardiovascular, respiratoria e imunoldgica. Algumas vezes, as respostas enddcrinas
sdo diretamente responsaveis pelas reacGes secundarias, resultando em alteracdes nos niveis
plasmaéticos e teciduais de ions e metabdlitos. Respostas terciarias, que se relacionam ao
desenvolvimento do animal como um todo, envolvem alteragbes no crescimento,
comportamento, resisténcia a doencas e sobrevivéncia (Wendelaar Bonga, 1997; Barton,
2002; Gomes et al., 2003).

Para a comercializacdo de peixes, o transporte de alevinos e juvenis é uma das etapas
mais importantes e, durante este procedimento, 0s peixes sdo submetidos a situagoes
estressantes como captura, superpopulacdo, manuseio, variagdes de temperatura e barulho
excessivo (Oliveira et al., 2009). O uso de anestésicos durante o processo de transporte
tenciona, principalmente, minimizar a hipermotilidade dos peixes, que é causadora de injarias
(Gimbo et al., 2008). Além disso, cuidados com a qualidade da agua de transporte também
devem ser observados, uma vez que sua deterioracdo ird afetar a homeostase dos animais
transportados, levando-os a mortalidade durante e apds o transporte (Ross e Ross, 2008).

Os animais, quando em contato com um anestésico, passam por diferentes estagios até
chegar a anestesia propriamente dita. Segundo Stoskopf (1993), observam-se as seguintes
etapas durante a inducéo a anestesia: (i) leve perda de reatividade a estimulos tateis e visuais;
(ii) perda parcial do equilibrio; (iii) perda total do equilibrio; (iv) reducdo de batimentos
operculares; (v) minimo movimento opercular. Para avaliar a recuperacdo, considera-se 0
restabelecimento do equilibrio e retorno ao nado ativo.

Como cada agente anestésico exige uma concentracdo diferente para induzir o estagio
anestésico desejado, faz-se necessario testar varias concentragfes antes do tratamento
definitivo, para ndo causar mortalidade dos animais expostos ao farmaco (Roubach e Gomes,

2001). Ainda, o contetdo de gordura, a massa corporal, idade e sexo, espécie, bem como a
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temperatura e 0 pH do meio influenciam na velocidade de inducdo e também na recuperacao
dos animais (Burka et al., 1997; Gomes et al., 2011).

O anestésico considerado ideal apresenta uma série de caracteristicas, quais sejam:
rapida inducdo da sedacdo e anestesia, preferivelmente em menos de trés minutos e
acompanhada de minima hiperatividade; facil aplicacdo, ndo envolvendo procedimentos
complexos; facil manutencdo dos animais no estdgio anestésico desejado, fornecendo
imobilizacdo adequada e analgesia eficaz; eficacia em baixas concentracdes e alto indice
terapéutico; recuperacdo rapida, substancialmente completa dentro de cinco minutos em agua
limpa e livre de comportamentos indesejaveis, como ataxia; seguranga para 0s operadores nas
doses usuais, ndo sendo irritante nem carcinogénica (Ross e Ross, 2008).

Existem varios produtos quimicos utilizados para anestesiar peixes para 0 manuseio,
transporte e reducdo do trauma em procedimentos invasivos (Pirhonen e Schreck, 2003). O
Unico anestésico aprovado para uso em peixes pela Food and Drug Administration (FDA) é o
metanossulfonato de tricaina (MS-222), que nao é produzido no Brasil e apresenta alto custo e
dificuldade de aquisicdo (Roubach et al., 2005). Além deste, o sulfato de quinaldina, a
benzocaina e o fenoxietanol também sdo utilizados no Brasil, porém, apresentam alguns
efeitos colaterais como perda de muco, irritacdo nas branquias e olhos e a necessidade do uso
de luvas pelos trabalhadores. Devido a problematica apresentada com o uso dos anestésicos
sintéticos mais utilizados, o uso de produtos naturais, principalmente 6leos essenciais, vem
sendo estudado (Inoue et al., 2003) (Tab. 2).

2.3.1. Anestésicos sintéticos mais utilizados

Metanossulfonato de tricaina, também conhecido como MS-222, ¢ classificado como
um anestésico local sintético do tipo éster e € comumente utilizado em industria pesqueira
(Sato et al., 2000). E um p6 cristalino branco, com grande solubilidade em agua (Sigma,
2010). O principal modo de a¢do do MS-222 é pela supressdo do sistema nervoso, através da
qual a entrada de sédio no nervo é inibida, o que limita a excitabilidade da membrana da
célula nervosa (Burka et al., 1997). A inducdo a anestesia € rapida, podendo ocorrer em
apenas 15 segundos e as concentracdes variam de 20 a 350 mg L™, na dependéncia da espécie

de peixe e do estagio anestésico desejado (Ross e Ross, 2008).
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Tabela 2 - Alguns agentes anestésicos sintéticos e naturais e concentragdes testadas para
inducdo de anestesia profunda em diferentes espécies de peixes

Substancia/ OE total Concentragdo Espécie de peixe Referéncia
Mentol 100 mg L™ Colossoma macropomum Facanha e Gomes, 2005
100 mg L™ Piaractus mesopotamicus Goncalves et al., 2008
250 mg L™ Oreochromis niloticus Simdes e Gomes, 2009
Lippia alba 300 mg L™ Rhamdia quelen Cunha et al., 2010a
Melaleuca alternifolia 300 pL L* Cyprinus carpio Hajek, 2011
Eugenol 30mgL* Salmo solar lversen et al., 2003
50 mg L™* Piaractus brachypomus Sladky et al., 2001
50 mg L™ Rhamdia quelen Cunha et al., 2010b
75puL L? Carassius auratus Abdolazizi et al., 2011
Aqui-S™ 30mgL* Salmo solar Iversen et al., 2003
Benzocaina 30mg L™ Salmo solar Iversen et al., 2003
100 mg L* Astyanax altiparanae Gimbo et al., 2008
100 mg L™ Piaractus mesopotamicus Goncalves et al., 2008
Metomidato 2mgL* Salmo solar lversen et al., 2003
4AmgL™* Pimephales promelas Palic et al., 2006
MS-222 100 mg L™ Piaractus brachypomus Sladky et al., 2001
75mg L™ Pimephales promelas Palic et al., 2006

As limitacGes quanto ao uso do MS-222 em peixes para consumo humano incluem um

periodo de 21 dias de espera antes do abate e esta restrito as familias Ictaluridae, Salmonidae,
Esocidae e Percidae (FDA, 2006). Além disso, uma grande lista de efeitos adversos
decorrentes do seu uso foi documentada, incluindo elevacdo do hematdcrito, hiperglicemia,
alteracOes nos niveis sanguineos de eletrdlitos, horménios, colesterol, uréia e lactato (Carter et
al., 2011).

A benzocaina (éster etilico do acido para-aminobenzéico) € um anestésico local, cujo
potencial de acdo é semelhante ao MS-222. No entanto esse anestésico é 250 vezes menos
soltvel em agua, deste modo, qualquer solu¢do com benzocaina tem que ser solubilizada em
etanol, acetona ou propilenoglicol (Burka et al., 1997). Assim como o MS-222, s&o
necessarios 21 dias para depuracdo do anestésico nos peixes a serem comercializados para
consumo humano (Kiessling et al., 2009). Efeitos adversos também sdo relatados para o uso
da benzocaina, como elevacdo dos niveis plasmaticos de glicose e cortisol (Carneiro e
Urbinati, 2001; Gomes et al., 2001).

Quinaldina é um liquido oleoso, de coloragdo marrom-amarelada e com limitada

solubilidade em agua, devendo ser previamente dissolvida em etanol ou acetona (Neiffer e
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Stamper, 2009). Embora seja um anestésico eficaz, € um material desagradavel de manusear
devido ao seu odor, sendo também irritante para os olhos e a pele em humanos; também
existem relatos de danos na cornea de salmonideos apds seu uso (Ross e Ross, 2008). O
sulfato de quinaldina € um pé cristalino, de coloracdo branca a amarelo-palida, com pouco
odor e que ¢ facilmente soltvel em &gua. Ele tem demonstrado ser um anestésico conveniente
e Sseguro para uso em peixes, apresentando anestesia e recuperacao mais rapidas do que com o
uso de quinaldina (Bircan-Yildirim et al., 2010). E mais seguro para manipular que a
quinaldina, mas é mais caro do que a mesma e que 0 MS-222 (Ross e Ross, 2008).

2-Fenoxietanol é um liquido transparente, oleoso, incolor ou amarelo claro, facilmente
solivel em &gua. A solucdo tem sido utilizada como anestésico tdpico, sendo bactericida e
fungicida, o que a torna Gtil durante cirurgias abdominais e laparotomia. Nao apresenta
grandes vantagens em comparagdo aos outros farmacos, mas € relativamente barato. Requer
cuidado com o manuseio, pois é nocivo se ingerido, inalado ou absorvido pela pele e € um
forte irritante para pele e olhos (Ross e Ross, 2008).

Metomidato € um agente hipnotico ndo barbiturico; apresenta-se na forma de po
soltvel em agua, que vem sendo amplamente explorado como anestésico em peixes. Tem
demonstrado alta eficacia, alcancando inducdo da anestesia em 1-2 minutos, sem
hiperatividade dos animais, e recuperacdo mais rapida que a com o MS-222 (Ross e Ross,
2008). Apresenta atividade analgésica questionavel e somente deve ser utilizado em peixes

gue ndo servirdo como alimento (Burka et al., 1997).

2.3.2. Anestésicos de origem natural

O eugenol vem sendo utilizado como anestésico para peixes em diversos paises,
apresentando vantagens econdmicas e aparentemente, sem toxicidade (Sladky et al., 2001;
Kildea et al., 2004). Ele € obtido do 6leo de cravo, que é extraido através da destilacdo das
folhas e flores da arvore Eugenia aromatica (Myrtaceae), sendo seu componente majoritario
(70 a 90%) (Keene et al., 1998). E um liquido marrom escuro, com forte aroma e sabor. As
utilizagGes tradicionais do 6leo de cravo incluem o uso no atendimento odontolégico, como
antisséptico e analgésico; ja em pesquisas cientificas diferentes atividades tém sido relatadas,
entre elas, bactericida, fungicida, inseticida e anestésica (Chaieb et al., 2007). Diversos
trabalhos tém mostrado o eugenol como um anestésico eficaz e seguro para diferentes
especies de peixes (Cho e Heath, 2000; Iversen et al., 2003; Inoue et al., 2005; Kaiser et al.,
2006; Cunha et al., 2010b).
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Devido ao efeito positivo relatado para o uso do eugenol como anestésico em espécies
aquaticas, um novo composto foi desenvolvido na Nova Zelandia e denominado Aqui-S™,
Este agente anestésico é composto por isoeugenol (50%), o qual é o composto ativo, e
polissorbato 80, sendo que estes componentes sdo considerados seguros pelo FDA. Apesar de
eficaz, seguro para peixes e humanos e de custo acessivel, alguns trabalhadores consideram
que a lenta inducdo da anestesia alcancada nas doses recomendadas (15-20 mg L™, inducdo
em menos de 10 minutos) é um fator limitante em alguns procedimentos (Ross e Ross, 2008).

Em estudos de Simdes e Gomes (2009), o mentol exerceu atividade anestésica em
tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), no entanto, houve um aumento da glicose plasmatica
indicando estresse do animal, o que contraindica o seu uso para esta espécie. Para tambaqui
(Colossoma macropomum), observou-se atividade sedativa (100 mg L™) e anestésica (150 mg
L) do mentol sem alteracéo fisiolégica da glicose plasmatica (Facanha e Gomes, 2005). O
mentol € extraido do 6leo essencial de plantas de espécies de Mentha, principalmente de M.
arvensis L., popularmente conhecida como horteld (Gongalves et al., 2008). Apresenta
propriedades anestésicas, anti-espasmadicas, antinflamatdrias, antitlceras e antivirais, sendo
de grande importancia para a industria farmacéutica (Hajlaoui et al., 2009).

Cunha et al. (2010a) demonstraram que o OE de Lippia alba foi capaz de induzir
sedacdo leve (5-20 mg L) e anestesia profunda (100-500 mg L™) em jundia4s (Rhamdia
quelen). Além disso, utilizado na concentracéo de 300 mg L™, este 6leo inibiu a elevacdo de
cortisol plasmético decorrente do manuseio dos animais e ndo afetou o odor e sabor dos filés.

Efeito sedativo e anestésico também foi observado para diferentes concentracdes do
OE de melaleuca (Melaleuca alternifolia) em carpa comum, sendo a concentracdo de 500 mg
L considerada a ideal (indugdo e recuperacdo em menos de 3 e 10 minutos,
respectivamente). No entanto, exposicdo prolongada (superior a 30 minutos) a este 6leo

provocou mortalidade nos animais (Hajek, 2011).

2.4. Centropomus parallelus (POEY)

O robalo-peva (Fig 4) pertence a familia Centropomidae, sendo encontrado no Oceano
Atlantico a partir do sul da Florida (EUA) até Santa Catarina (Brasil) (Rivas, 1986). Esta €
uma das duas espécies de robalos mais encontradas nas baias, lagoas costeiras e rios da
América do Sul (Alvarez-Lajonchere et al., 2002). As doze espécies do género Centropomus

formam um grupo compacto, homogéneo e muito distinto dos outros dois géneros da familia.
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Todos possuem corpos similares com formas finas, cores prateadas uniformes e uma
conspicua linha lateral escura (Rivas, 1986).

As espécies do género Centropomus sao estenotérmicas e termofilas, habitando
regides tropicais e subtropicais que atingem naturalmente temperaturas entre 15 e 24°C
(Rivas, 1986). Segundo Barroso et al. (2002), os robalos (Centropomus spp.) tém sido
reconhecidos como espécies com grande potencial para a aquicultura, devido a sua resisténcia
a adversidades e ao seu valor comercial. Além disso, eles se adaptam bem ao cativeiro e a

alimentacéo a base de racéo.

Figura 5 — Fotografia do Robalo-peva (C. parallelus). Fonte: Fish Base

O robalo-peva pode atingir até 75 cm de comprimento total e peso em torno de 4 kg.
No Brasil a producdo é variavel, sendo que a pesca comercial chega a 3.000 toneladas por
ano. Devido a baixa producéo, o preco no mercado pode atingir no minimo a marca dos cinco
ddlares americanos o quilograma (Cerqueira e Tsuzuki, 2009). Segundo dados da FAO (Food
and Agriculture Organization) em 2008 a producdo pesqueira de Centropomus spp. atingiu
3.950 toneladas no Brasil. Apesar da excepcional capacidade biologica e potencial
econbmico, sdo escassos 0s incentivos a pesquisa do desenvolvimento do seu cultivo. Os
poucos estudos realizados sdo relativos, principalmente, a fase inicial do ciclo de vida do
robalo (Temple et al., 2004).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial anestésico do 6leo essencial de N. megapotamica para utilizagéo

COmo anestésico em peixes.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar o potencial anestésico do OE de folhas jovens e velhas de N. megapotamica
em peixes da espécie C. parallelus, através da observacdo dos tempos de inducdo e
recuperacdo da anestesia.

- Avaliar o efeito do OE sobre parametros bioquimicos e osmorregulatorios
relacionados ao estresse causado pelo manuseio e transporte.

- Caracterizar a composicdo quimica dos OEs obtidos das folhas jovens e velhas de N.
megapotamica.



32

4. MANUSCRITO

Os resultados que compdem esta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
Manuscrito, o qual estd organizado nas se¢des Resumo, Introducdo, Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas. O manuscrito esta formatado segundo as

normas exigidas pela Revista Cientifica a qual foi submetido (Aquaculture, ISSN 0044-8486).
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Abstract

This study analyzed the anesthetic potential of the essential oil (EO) of Nectandra
megapotamica in fat snook (Centropomus parallelus) by the evaluation of the induction and
recovery time of anesthesia and the stress response from handling and transport. For the
extraction of EO, the leaves were separated in young (EO-Y) or old (EO-O). In the first
experiment, four different concentrations of each EO were tested in fat snook acclimated to

two salinities (zero and 33) to evaluate anesthesia induction and recovery time. In the second
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experiment, two concentrations of EO-O were tested in fish acclimated to both salinities for
the evaluation of stress parameters (glucose, lactate, Na* and K" plasma levels) caused by
handling. In the third experiment, the fish were transported in plastic bags, supplied with both
water salinities and two concentrations of EO-O for evaluation of water quality and mortality.
In addition, the chemical composition of the essential oil was determined by CG/MS. Mild
sedation was achieved at 30 pL L™ and deep anesthesia at 150 pL L™ with both EO. The EO-
O was not able to avoid the stress of handling, as evidenced by elevated glucose and lactate
plasma levels observed in all groups, treatments, and controls. The treatments did not
significantly change the plasma Na" and K" levels in the fish kept at both salinities. During
transportation, the use of EO-O did not improve the water quality and post-transport
mortality. On the contrary, the fish transported with the highest concentration of EO in
seawater had significantly higher mortality than the other groups. The main constituents of the
Y and O-EOs were: bicyclogermacrene (46.5/34.6%), o-pinene (26.8/26.2%), B-pinene
(7.9/12.3%), and germacrene D (9.6/9.1%). In conclusion, the EO of N. megapotamica has

anesthetic activity in fat snook, but is not able to prevent the stress of handling and transport.

Keywords: anesthesia, sedation, stress, terpenoids

1. Introduction

Anesthetics are used in modern aquaculture management to minimize stress or
physical damage caused by the handling, transport, and more invasive procedures that can
cause poor performance, immunosuppression, and increased mortality in fish (Brown, 1988;
Gray et al., 2011; Maule et al., 1989). The choice of anesthetic requires the consideration of
availability, cost-effectiveness, nature of experiment and uses, species of the fish and the
safety/toxicity to fish, humans, and environment (Cho and Heath, 2000). A variety of agents,
such as tricaine methanesulphonate (MS-222), 2-phenoxyethanol, quinaldine, benzocaine, and
metomidate, have been used as anesthetic agents in fish. However, the use of several of these
compounds has been limited or rejected once they have unwanted side effects for fish and
humans (Gilderhus and Marking, 1987; Palic et al., 2006). Alternatively, several studies using
plant derivative compounds, such as essential oils from Eugenia, Mentha, and Lippia species,
have demonstrated that these natural products are effective for fish sedation and may have
benefits over traditional methods, including low cost and safety (Cunha et al., 2010a;
Gongcalves et al., 2008; Iversen, 2003; Palic et al., 2006; Velisek et al., 2011).
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The genus Nectandra Rol. ex Rottb (Lauraceae) includes more than 100 recognized
species of canopy trees mainly distributed from the Amazon to South Brazil, Argentina,
Paraguay, and Uruguay (Alves and Sartori, 2009; Zanon et al.,, 2009). Nectandra
megapotamica (Spreng.) Mez is used in folk medicine as anti-rheumatic, analgesic (Santos
Filho and Gilbert, 1975), and sedative (Alves et al., 2008). Previous pharmacological
investigation showed analgesic and anti-inflammatory activities for the hydroalcoholic extract
of this species (da Silva et al., 2004). Additionally, the ethanolic extract presented antioxidant
and antimicrobial activities (Garcez et al., 2009) while, for the essential oil, the literature
describes anti-inflammatory and antitumor activities (Apel et al., 2006).

The snooks (Centropomus spp) have been recognized as a genus with great potential
for aquaculture due to its resistance to adversity, good growth rate, and its market value
(Barroso et al., 2002). In the process of production, the transport of fingerlings and juveniles
is one of the most important steps in the management and marketing of fish. This practice
inevitably involves stress and may cause large-scale mortality and a loss in product quality.
Several studies have shown the positive effect of anesthetics during the transport of many fish
species (Inoue et al., 2005; lversen et al., 2009; Pramod et al., 2010).

The objectives of the present study were to determine the anesthetic potential of the
essential oil of N. megapotamica by evaluating the induction and recovery times from
anesthesia and the effect on biochemical and osmoregulatory parameters related to the stress
of handling and transport in fat snook, Centropomus parallelus. In addition, the chemical
composition of the essential oil was determined in order to discuss the possible substances

that are responsible for the detected activity.

2. Materials and methods

2.1. Experimental fish

Fat snook juveniles were purchased from Pandini Fish Culture (S8 Mateus, ES,
Brazil) and transported to the Laboratory of Fish Culture at the Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES — Aracruz), where they were acclimated to salinity zero (freshwater) or
33 (seawater salinity in the tanks where fish were raised) for 10 days. They were kept in
continuously aerated tanks of 500 L (small fish) and 1000 L (large fish) and fed commercial
pellets NRD 1.2 (Inve®) three times a day and fasted 24 h before the experiments. Data on

water quality parameters [salinity zero/salinity 33] were: conductivity (mS), 0.183-5.3 / 49.6—
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55.2; salinity (ppt), 0/33.1-35.2; temperature (°C), 23.1-25.1/24.2-27; dissolved oxygen (mg
L), 7.62-7.87/7.15-7.62. Data were measured using a YSI 85 multiparameter instrument.

2.2. Plant material

Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez was collected from the native forests of
Santa Maria, State of Rio Grande do Sul, Southern Brazil. The aerial parts of the plant were
collected in November 2010 and identified by Prof. Dr. Solon Jonas Longhi, Department of
Forestry Engineering, UFSM. A voucher specimen (SMDB n° 13.107) was deposited in the
herbarium of the Department of Biology, UFSM.

2.3. Essential oil extraction

The leaves were classified into young (sample Y) and old (sample O) by researchers
from forestry engineering in accordance with the methodology adapted from Penfold and
Willis (1961), considering the arrangement of leaves on the branches, with nodes and
internodes about different cycles of tree growth as the control. For classification into Y and
O, the size, texture, color, and particle deposition on the upper surface of the sheet were also
considered. The Y and O leaves were submitted separately to hydrodestillation extraction in a
Clevenger apparatus for 3 h. In this method, the distillate is collected in a graduate glass tube
and the aqueous phase is automatically reused into the distillation flask (European
Pharmacopoeia, 2007). The essential oil from the young leaves (EO-Y) and old leaves (EO-O)
were stored at -4°C in amber glass bottles.

2.4. Volatile oil analysis and identification of constituents

The EOs were analyzed by GC/MS, using an Agilent Technologies 6890N gas
chromatograph coupled with an Agilent 5973 mass selective detector operating at 70 eV. The
analyses were performed using a HP-5MS capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
injecting 1.0 pL of a solution at 1.0 uL mL™ of EO in hexane in splitless mode. The carrier
gas flow rate (He) was 1.3 mL min™, and the injector and detector temperatures were set at
250 and 320°C, respectively. The oven temperature was programmed from 40-320°C at 4°C
min. The identification of the individual EO components was accomplished by the
comparison of the Kovats retention index with the data in the literature and by matching the

mass spectral data with those available in the system (Adams, 2001; NIST, 2002). For
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quantitative analysis, the percentage composition of the EO samples was computed by
integrating the peak area of the chromatograms.

2.5. Anesthesia induction and recovery

Fingerlings (0.49+0.03 g and 3.65+0.08 cm) were transferred to glass aquaria that
contained 100 mL of fresh- or seawater and the EOs (Y or O) of N. megapotamica at
concentrations of 30, 150, 300, and 450 pL L™ (equivalent to 24, 120, 240, and 360 mg L™,
respectively, because the density of this EO is approximately 0.80), first diluted in ethanol
(1:10). Control experiments were performed using aquaria that only contained ethanol at
concentrations that were equivalent to the dilutions used for 300 and 450 pL L™ EO (2700 and
4050 pL L™). To evaluate the time required for anesthesia induction, eight fingerlings were
used for each concentration tested, and each fingerling was used only once, according to the
method of Stoskopf (1993). The observation time was 10 min and at the end of this period the

juveniles were transferred to anesthetic-free aquaria to measure the anesthesia recovery time.

2.6. Biochemical and osmoregulatory parameters

Juveniles (37.2+4.03 g and 28.7+3.77 g, for fresh- and seawater adapted fish,
respectively; n=6 for group) where anesthetized with 30 and 300 pL L' EO-O of N.
megapotamica first diluted in ethanol (1:10) in aquaria containing 1 L of fresh- or seawater.
Fish taken directly from the main tank (fresh- or seawater) were considered as the basal
control (BC); fish kept in anesthetic-free aquaria for 10 min (simulating anesthesia procedure)
were considered aquarium control (AC). After anesthesia, blood was collected from the
caudal vein and the glucose levels were determined with the digital Accu-Chek Active
(Roche™), The remaining blood was centrifuged at 3000 rpm for 10 min and then frozen for
future analysis. Plasma Na* and K" levels were determined with a flame photometer Analyser
910 (Analyser, Sdo Paulo, Brazil) and the plasma lactate levels through a biochemical kit
(Bioclin, K084) performed in automatic spectrophotometer Bioplus. Immediately after blood
collection, the fish were euthanized by cervical section to remove the gills and muscle for
tissue hydration determination. After weighing the tissues (wet weight), they were dried for
24 h at 60°C and then weighed again (dry weight). The loss in weight (water) was expressed
as a percentage of the initial wet weight of the sample.
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2.7. Transportation experiment

Fish were removed from the acclimation tanks and placed in 4 L polyethylene bags
with 1 L of fresh- or seawater and load density of 10 fish L™ (16.76+0.59 g L™) for freshwater
and 25 fish L™ (11.16+0.24 g L™) for seawater. The EO-O of N. megapotamica, first diluted
in ethanol (1:10), was added to plastic bags at 15 or 30 pL L™. The control groups only used
water or ethanol at the same concentration that was used for the dilution of 30 pL L™ of EO.
The bags were inflated with pure oxygen and then sealed. The experiment was performed in
triplicate. The transport was carried out on paved and unpaved roads for 10 h. Water quality
parameters (temperature, pH, conductivity, oxygen, and ammonia) were analyzed before and
after transport and mortality was observed at times zero (arrival), 12, 60, and 84 h after
transport. Total ammonia was determined by the indophenol blue method (American Public
Health Association, 1998) and other parameters as previously described in section 2.1.

Ammonia excretion was calculated according to Gonzales et al. (1998).

2.8. Statistical analyses

All the data are represented as mean £ SEM and were subjected to Levene’s test to
check the homogeneity of variances. Data from the time of anesthesia induction and recovery
were subjected to logarithmic transformation to obtain homogeneity between groups and two-
way ANOVA followed by the Tukey’s test were performed to test for the difference between
groups. Data expressed in percentages (mortality) were subjected to arcsine transformation
and analyzed by two-way ANOVA followed by Tukey’s test. The relationship between the
anesthetic concentration and time to reach each anesthetic stage or recovery were assessed
using Sigma Plot 11.0 software. A significant difference was established at P < 0.05.

3. Results

3.1. Anesthesia induction and recovery

The increasing concentration of EOs proportionally decreased the time required for
sedation and anesthesia induction in most stages, but increased recovery time (Table 1). All
the fish recovered from anesthesia within 30 minutes and no mortality was registered in the
course of the experiment. For anesthesia induction, 30 uL L™ EO-O was effective in inducing
stages 1-4, but stages 3 and 4 in freshwater and stage 4 in seawater were only reached by 25,
37.5, and 25% of the fish, respectively. Fat snooks acclimated to the seawater and when

exposed to the same concentration of EO-Y they did not reach stage 3 and the fish recovered
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before the end of the exposure to this EQ. From the 150 pL L™ EO-Y, all the fish reached
stage 4 (reduced opercular movement) and minimal opercular movement (stage 5) was
reached only by fish exposed to 450 uL L™, in both types of water (Fig. 1).

There was no significant difference in the time to reach the different stages of
anesthesia in freshwater-adapted fat snook exposed to 30 and 300 pL L™ EO-Y and EO-O.
The induction times to stage 3 at 150 puL L™ EO-Y and stage 1 at 450 puL L™ EO-Y were
significantly higher than those using EO-O at the same concentrations in freshwater. The tests
in seawater showed no significant difference between the induction time for the different
stages with EO-Y or EO-O at 30 pL L™, while the time to reach stage 1 at 150, 300, and 450
uL L™ EO-Y and the time to reach stage 2 at 300 uL L™ EO-Y was significantly faster than
using EO-O. The induction time to stage 3 was significantly greater at 450 pL L™ EO-Y than
with EO-O in seawater. The recovery time was significantly lower at 150 and 450 uL L™ EO-
Y in seawater and at 450 pL L™ EO-Y in freshwater (Fig. 1).

The time to reach the different anesthesia stages at 30 and 150 pL L™ EO-Y was not
affected by fresh or seawater adaptation. In freshwater, the induction times to reach stage 3
were significantly lower than in seawater at 300 and 450 pL L™ EO-Y, but the time to reach
stage 1 at 450 pL L™ EO-Y had a significantly greater induction time. Fat snooks exposed to
150 pL L™ EO-O presented significantly faster induction times to stages 1, 2, and 3 in
freshwater than in seawater. The recovery time was significantly lower at 150, 300 and 450
uL L™t EO-O and at 300 and 450 pL L™ EO-Y in freshwater than in seawater. All fish (fresh-
or seawater adapted) exposed to 2700 pL L™ ethanol alone reached stage 1 within 30 s, but
87.5% showed full recovery even in ethanol after 2 min. Fat snooks exposed to 4050 uL L™
ethanol reached stage 1 within 10 s. Half of the fish reached stage 3 in 20 s, but after 2 min
only 25% of the total remained in this stage up to the end of the observation (10 min).

Recovery was immediate in aquaria containing water only.

3.2. Biochemical and osmoregulatory parameters

Fish subjected to the simulation of anesthesia (AC) and exposed to 30 and 300 pL L™
EO-O in seawater showed significantly higher plasma glucose and lactate levels compared to
the basal control (BC), but did not differ between them. Both parameters were significantly
highest in freshwater-adapted fat snooks anesthetized with 300 uL L™ EO-O. The plasma
glucose levels were significantly higher in seawater fish subjected to AC and exposed to 30

and 300 pL L™ EO-O than in freshwater fish subjected to the same treatments. Seawater-
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adapted fat snooks subjected to AC also presented significantly higher lactate levels than
freshwater ones submitted to the same treatment (Fig. 2A and 2B).

The treatments did not change the plasma Na* and K" levels significantly in fish kept
at both salinities. Plasma Na* levels of fish from BC, AC, and 30 pL L™ groups maintained in
seawater were significantly higher than those of the same groups kept in freshwater. No
significant differences were observed for the plasma K™ levels between fat snooks from both
salinities (Fig. 2C and D). The overall muscle and gill water content was ~ 80% and 68-74%,
respectively, for all groups and was not affected significantly by treatments or salinity (Table
2).

3.3. Transportation experiment

Following 10 h transportation, in freshwater-acclimated groups there was no death on
arrival. Post-transported mortality was low up the end of 84h and showed no significant
difference between groups (Fig 3A). In seawater-acclimated fat snooks mortality ranged from
2.6-12.0% and increase up to 12h, differing statistically from arrival. Post-transport mortality
was significantly highest in fish transported with 30 uL L™* EO-O (Fig. 3B). Water quality
parameters at the end of transportation and ammonia excretion did not show any statistical
differences between the treatments for both water types. Water temperature, conductivity, and
pH at the end of transportation also did not present any statistical differences compared with
water before transportation (24/29°C, 0.134/52.7 mS, 7.04/7.64, respectively for fresh-
/seawater). The dissolved oxygen level before transportation was 7.75/7.77 mg L™ for fresh-
/seawater, respectively, and at the end of the transportation was supersaturated (higher than
200%) for all groups in both salinities. Total ammonia levels increased significantly for all
groups at the end transportation compared to before transport (0.03/0.04 mg L™ fresh-
/seawater) (Table 3).

3.4. Volatile oil analysis and identification of constituents

A total of 23 and 21 compounds were identified in the EO-Y and EO-O, accounting
for 99.86 - 99.81% of their total composition, respectively. These EOs of N. megapotamica
were largely composed of monoterpene and sesquiterpene hydrocarbons. The main
constituents of the Y and O-EOs were: bicyclogermacrene (46.5/34.6%), a-pinene
(26.8/26.2%), B-pinene (7.9/12.3%), germacrene D (9.6/9.1%) and limonene (2.3/4.6%)
(Table 4).
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4. Discussion

The concentration of both EOs of N. megapotamica that is required to induce mild
sedation in fat snook adapted to both salinities is 30 pL L™. At concentrations of 150 pL L™
or higher, the induction of deep anesthesia (stage 4) was achieved in 5.6-8.0 min. The
recovery time of anesthesia induced for this concentration varied between 5.5-11.0 min.
Studies with the EOs of different plant species have shown variations in efficacy and safety,
depending on the chemical composition and the fish species tested. Menthol, the main
component of the EO of plants from genus Mentha, can induce deep anesthesia in Colossoma
macropomum at 100 mg L™ in 4.39 min, whereas recovery occurred in 5.04 min (Faganha and
Gomes, 2005) and for the same concentration in Piaractus mesopotamicus the induction and
recovery time were less than 2 min (Goncalves et al., 2008). The EO of Lippia alba was
effective to induce stage 4 in silver catfish (Rhamdia quelen) at 300 mg L™ in 3.8 min and
recovery in 6.4 min (Cunha et al., 2010a). The same stage of anesthesia was achieved in 3.8
min and recovery in 6.0 min using 300 pL L™ of tea tree oil (Melaleuca alternifolia) in
common carp, Cyprinus carpio (Hajek, 2011). The effect of eugenol (major component of
clove oil), varies according to the species of fish, but 30-50 mg L™ induced deep anesthesia
within 2-8 min in red pacu, Piaractus brachypomus (Sladky et al., 2001), matrinxa, Brycon
amazonicus (Inoue et al., 2003), Atlantic salmon, Salmo solar (Iversen, 2003), silver catfish,
Rhamdia quelen (Cunha et al., 2010b) and goldfish, Carassius auratus (Abdolazizi et al.,
2011). The recovery time range was 1-10 min.

The efficacy of anesthetic agents can be affected by biological (species, age, size and
sex) and environmental (salinity, pH, oxygen level, and water temperature) factors (Ross and
Ross, 2008). In this study, we compare the anesthetic activity of EO of N. megapotamica at
different salinities through the times of induction and recovery of anesthesia and, in general
terms, there was a shorter induction and recovery times in freshwater adapted fat snook.
Ghazilou et al. (2010) observed that Caspian salmon (Salmo trutta caspius K.) exposed to
clove oil at different salinity levels showed an increase in induction time with increasing
salinity. According Ross & Ross (2008), due to the buffering capacity of seawater and its
ionic constituents the effects of some drugs may be modified in seawater, even in the same
species.

Analysis of the major constituents of the EO-Y and EO-O of N. megapotamica

indicated almost the same qualitative composition. Both EO presented bicyclogermacrene, o-
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and B-pinene and germacrene D as the major compounds, but the concentration of the
substances varies according to the development stage of the leaves. For the EO of the same
species growing in Séo Paulo state (Brazil), the literature describes a-bisabolol as a major
constituent (Romoff et al., 2010). Different factors affect the chemical composition of EQ,
such as exogenous (cultivation conditions) and endogenous factors (genetical, anatomical, and
physiological characteristics). The exogenous factors, over a long period, might affect some
of the genes responsible for volatiles formation and lead to ecotypes or chemotypes in the
same plant species (Barra, 2009; Figueiredo et al., 2008).

The major compounds can play an important role in the observed pharmacological
effect. Both a- and B-pinene have been reported as sedatives (Mercier et al., 2009) and
analgesics (Erazo et al., 2006). Kasanen et al. (1998) also reported that all pinenes induced
sedation followed by signs of anesthesia in mice. Moreover, a-pinene is reported as a positive
modulator of GABAAa receptors (Aoshima and Hamamoto, 1999). These receptors are
recognized as important targets for modulation by sedative, anxiolytic, and general anesthetic
agents (Franks and Lieb, 1994). Del-Vechio-Vieira et al. (2009) described the analgesic
activity of EO from the leaves of Ageratum fastigiatum in mice, whose main component was
germacrene D. Studies regarding this activity related to bicyclogermacrene were not found.

Anesthetic agents are widely used in aquaculture for minimizing stress and to prevent
the possibility of physical injuries during husbandry practices (lversen et al., 2009). Some
anesthetics can inhibit stress by acting on the hypothalamo-pituitary-interrenal (HPI) axis
reducing or blocking its activity. Failure to suppress the activation of the HPI axis during
stress results in the rapid release of catecholamines and consequent increase in circulating
levels of glucose and lactate (Barton, 2002; Rotllant et al., 2001).

The results observed in the present study showed that the EO-O of N. megapotamica
did not minimize the effects of handling in seawater-adapted fat snooks. In addition, in those
maintained in freshwater, the exposure to the highest concentration tested of this EO
apparently induced stress because plasma glucose and lactate levels were significantly higher
than in fish from other treatments. Elevated levels of glucose were also observed after the
induction of anesthesia with eugenol in rainbow trout, Oncorhynchus mykiis (Holloway et al.,
2004), common carp (Velisek et al., 2005), and rock bream, Oplegnathus fasciatus (Park et
al., 2009). The same occurred with eugenol and MS-222 in red pacu and it was hypothesized
that, similarly to what occurs in mammals, this increase of glucose levels was due to
catecholamine-induced gluconeogenesis (Sladky et al., 2001). Rise of the plasma lactate

concentration was also reported with the use of eugenol in Nile tilapia, Oreochromis niloticus
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(Deriggi et al., 2006). Increase of plasma glucose and lactate levels in common dentex
(Dentex dentex) as consequence of handling, resulted of hepatic glycogen catabolism and
muscle glycogen hydrolysis, respectively (Morales et al., 2005).

Among the secondary responses to stress, osmoregulatory disturbances could be
observed, as evidenced by changes in the water content of tissues and plasma ions. The
muscle and gills water content can be used as a physiological index to evaluate the balance of
the water content in fish (Lee et al., 2009). Our results showed no significant change in the
water content of fat snook muscle and gills as well as the Na* and K* plasma levels between
the anesthetized fish and the controls in the same salinity, but seawater-adapted fish showed
higher Na* plasma levels than freshwater-adapted fish. This was expected because the
adaptation to freshwater or seawater can change the osmoregulatory parameters in some
species. For example, seawater acclimation increased osmolality in Mozambique tilapia
(Oreochromis mossambicus) (Fiess et al., 2007) and plasma Na" and CI” in European flounder
(Platichthys flesus) (Lundgreen et al., 2008) compared to freshwater-adapted specimens.

During the transportation process, fish are subjected to various stress factors, among
them are handling, mechanical shock, noise, and poor water quality that may cause
physiological changes and post-transport mortality. Control of water quality and fish sedation
during transportation can be useful tools to minimize this problem (Ross and Ross, 2008). In
the present study, the water quality at the end of transport was within the acceptable values for
snooks (Alvarez-Lajonchere and Tsuzuki, 2008). However, EO-O did not reduce ammonia
excretion, and consequently did not improve the water quality. In addition, mortality was not
lower with the use of EO-O, on the contrary, fish transported with the highest concentration of
EO in seawater had significantly higher mortality than the other groups.

5. Conclusion

The essential oil of N. megapatomica is effective at inducing mild sedation and deep
anesthesia in C. parallelus. However, it does not prevent the stress caused by the handling and
transport of fish and is not, therefore, an ideal anesthetic agent for use in fat snooks. Future
studies aiming at the isolation of the substances with anesthetic potential and activity tests

with different fish species will better elucidate the anesthetic activity of this essential oil.
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Table 1 - Regression equations relating the time required for the induction and recovery from
anesthesia using the essential oils of Nectandra megapotamica in fat snook fingerlings. Stages
according to Stoskospf (1993). Where y = time to reach the stage (s) and x = concentration of
the essential oils (UL L™) - indicates that there is no significant relationship. N = 8 for each
concentration tested. Stages of anesthesia: S1, slight loss of reactivity to visual and tactile
stimuli; S2, partial loss of equilibrium; S3, total loss of equilibrium; S4, reduced opercular
movement; S5, minimal opercular movement; REC, recovery of equilibrium and swimming
actively.

Stages Freshwater Seawater
Essential oil-Y Essential oil-O Essential oil-Y Essential oil-O
s1 - Iny=2.86+5.01" Iny=3.27-0.04x"° -
r’=0.769 r’=0.985
S2 Iny=4.46-0.002x Iny=3.32+58.19/x Iny=4.89-0.003x Iny=4.87-0.003x
r’=0.908 r’=0.994 r’=0.969 r’=0.996
s3 - Iny=5.93-167.8/x Iny=5.65+5.2/x"° -
r’=0.999 r’=0.999
s4 - - - Iny=5.98+3705.8/x*
r’=0.998
S5 - - - -
REC  Iny=5.88-1374.4/x*  Iny=10.55-23.82/In x Iny=5.5+0.002x Iny=8.07-20.72/x"°
r’=0.982 r’=0.988 r’=0.999 r’=0.993

Table 2-Tissue water content (%) in fat snook Centropomus parallelus, under control
conditions (AC — aquarium control; BC — basal control) or submitted to the essential 0il-O of
Nectandra megapotamica (30 and 300 pL L™?). Data presented as means + SEM (n = 6). No
significant difference between groups was observed (P > 0.05).

tissue water content %

Groups Freshwater Seawater
gills muscle gills muscle
BC 73.30+0.82 79.94+0.53 70.40+2.86 76.55+0.75
AC 72.25+0.63 79.48+0.31 72.33+0.96 77.65+0.73
30 74.05+1.60 80.77+0.42 70.70+1.94 78.60+0.61
300 73.00+1.18 80.17+0.84 68.50+0.80 76.3610.60
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Table 3 - Water parameters after the transport of fat snook Centropomus parallelus in plastic
bags with the essential 0il-O of Nectandra megapotamica (15 or 30 pL L™) or ethanol (E)
added to the water. W — control with only water in fresh- or seawater. Data presented as
means = SEM (n = 3). No significant difference between the groups was observed (P > 0.05)

Groups Temperature  Conductivity Salinity pH Ammonia  Ammonia excretion
(°C) (mS) (ppt) (units) (mg L) (mg kg™ h?)
Freshwater
w 2497+0.07 0.116+0.01 0.07+0.03 6.47+0.06 3.28+0.50 18.58 £ 2.74
E 2523+0.09 0.119+0.00 0.03+0.03 6.52+0.09 240%£0.35 13.92 £ 2.55
15 2520+0.12 0.117+0.00 0.10+0.00 6.63+0.12 2.18+0.23 14.37 £1.17
30 2513+0.12 0.120+0.00 0.10+0.00 6.67+0.11 3.08+0.16 19.48 £ 0.92
Seawater

w 28.66 £0.03 55.10+0.24 33.80+0.12 6.67+0.03 3.14+0.31 27.81+2.28
E 28.86 £0.05 55.66+0.10 34.03+0.03 6.66+0.02 292+0.11 25.78 £ 0.57
15 2770049 5430+0.62 33.93+0.07 6.69+0.02 3.06+0.22 26.30 £1.61
30 27.80+045 5450+041 33.90+0.00 6.95+0.03 2.85+0.18 25.70 £ 0.54
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Table 4 - Constituents of the young (EO-Y) and old leaves (EO-O) essential oil of Nectandra
megapotamica. Where: RIlit = retention index from literature; Rlexp = experimental retention
index; NI = not identified; a = Adams (2001); b = databank NIST (2002)

c q EO-Y EO-O
ompotn Rl % Rlog % Rlogs
a-pinene 931b 26.82 933 26.19 930

camphene 943 b 0.23 944 0.67 943
B-pinene 973 b 7.95 973 12.30 972

B-myrcene 991 a 1.38 991 2.39 990
limonene 1026 b 2.31 1026 4.61 1026

1,8-cineole 1029 b 0.27 1028 0.56 1028

B-cis-ocimene 1037 a 0.06 1037 - -
B-trans-ocimene 1050 a 0.43 1048 0.74 1049
terpinolene 1086 b 0.07 1086 - -

linalool 1097 a 0.28 1099 0.71 1100
6-elemene 1338 a 0.22 1337 1.13 1338
a-copaene 1377 a 0.50 1376 0.46 1377

NI - - - 0.18 1386
B-cubebene 1390 b 0.11 1390 0.15 1391
B-elemene 1393 b 0.11 1392 0.52 1393
B-caryophyllene 1420 b 1.48 1420 2.39 1421
a-caryophyllene 1455 a 0.37 1454 0.52 1455
germacrene D 1485 a 9.61 1484 9.20 1483
a-selinene 1490 b 0.25 1487 0.34 1488
bicyclogermacrene 1500 a 46.47 1501 34.56 1499

6-cadinene 1523 b 0.63 1524 0.70 1525

trans-nerolidol 1563 a 0.14 1564 - -

spathulenol 1578 a - - 1.06 1580
globulol 1585 a 0.17 1585 0.62 1587

NI - 0.14 1593 - -
Total identified 99.85 99.82

Yield 0.30 0.20
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Figure 1 - Time (in seconds) required for the induction and recovery from anesthesia using the
essential oil of Nectandra megapotamica in fat snook. Stages are according to Stoskopf
(1993). Maximum observation time was 10 min. N=8 for each concentration tested. REC =
recovery. A and B, seawater; C and D, freshwater. Different letters indicate a significant
difference between the different concentrations of the same condition test; §, number of
observations lower than 3 (data not used for statistical comparison); *, significantly different
from EO-O in the same salinity; #, significantly different from seawater with the same
essential oil.
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Figure 2 - Plasma glucose (A), lactate (B), Nat+ (C) and K+ (D) levels in fat snook
Centropomus parallelus acclimated to fresh- or seawater and exposed for 10 min to the
essential 0il-O of Nectandra megapotamica (30 and 300 pL L™). AC - aquarium control; BC -
basal control. Data presented as means + SEM (n = 6). Different lower case letters indicate a
significant difference between the groups in the same salinity, while capital letters indicate a
significant difference between the salinities in the same group. * No significant difference
between groups or salinities.
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Figure 3 - Mortality after the transport of fat snook Centropomus parallelus in plastic bags
with essential 0il-O of Nectandra megapotamica (15 or 30 pL L™) or ethanol (E) added to the
water. W — control with only water. A, freshwater; B, seawater. Data presented as means *
SEM (n = 3). Values with different superscripts are significantly different (P < 0.05). #

Significant difference from arrival (0 h). * No significant difference between the groups or
times.
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5. DISCUSSAO GERAL

A anélise da composicdo quimica do 6leo essencial das folhas jovens (OE-J) e das
folhas velhas (OE-V) de N. megapotamica mostrou a mesma composi¢cdo qualitativa. Os
constituintes majoritarios foram biciclogermacreno, a- e B-pineno e germacreno D em ambos
os OEs, mas a concentracdo das substancias apresentou varia¢do de acordo com o estagio de
desenvolvimento das folhas. Romoff et al. (2010) encontraram o0 a-bisabolol como
constituinte majoritario do OE desta espécie, coletada no estado de S&o Paulo em dois
periodos distintos, verdo e inverno. Outro estudo mostrou variagdo qualitativa para o OE das
folhas, onde dois exemplares apresentaram a- € B-santaleno como substancias majoritarias e,
para o terceiro exemplar, muurola-4,10-(14)-dien-1-B-ol ¢ 6—elemeno. Neste mesmo estudo,
observou-se uma variacao quali e quantitativa para o OE dos galhos, sendo que no individuo 1
0s majoritarios foram 5-iso-cedranol e o—muurolol, no individuo 2 o—bisabolol e 5-iso-
cedranol, enquanto que no individuo 3 predominou a—muurolol (Brito, 2009).

A variabilidade na producdo e teor dos 6leos essenciais é conhecida por ser afetada por
fatores ambientais tais como luz, disponibilidade de nutrientes, estacdo do ano, periodo do
dia, ciclo e parte da planta (Carvalho Filho et al., 2006; Blank et al., 2007; Abdelmageed et
al., 2011; Blank et al., 2011), como também por fatores genéticos (Tavares et al., 2005;
Zhang et al., 2009; Lamien Meda et al., 2010). Os fatores ambientais, ap6s um longo periodo,
podem afetar genes responsaveis pela formacdo dos metabodlitos secundéarios, originando
ecotipos ou quimiotipos na mesma espécie vegetal (Figueiredo et al., 2008). Barazani et al.
(2002), consideram que um quimiotipo é uma entidade taxondmica, semelhante a um ecotipo,
que difere do resto da populacdo pela composicdo de seus metabdlitos secundarios. Desta
forma, quimiotipos, também denominados racas quimicas, podem ser considerados como uma
populacdo da mesma espécie que se adaptou ao local, sendo que tais populacBes podem
mostrar alteracdes na morfologia, fisiologia ou fitoquimica da planta e que estdo relacionadas
ao habitat e séo geneticamente induzidas.

Em nosso estudo, observamos que o rendimento do OE em folhas velhas foi inferior
ao das folhas jovens. Variagdes no rendimento e na composicdo do OE com o
desenvolvimento dos érgdos vegetais sdo comuns para muitas espécies de plantas aromaticas.
Estas variacbes podem ser parcialmente explicadas pelos diferentes tipos de estruturas
secretoras dos OEs. Plantas com estruturas secretoras mais externas podem liberar seu

conteddo com a maturacdo do 6rgdo, devido ao rompimento da cuticula dos tricomas,
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enquanto plantas com estruturas mais internas frequentemente mantém um rendimento e
composi¢do mais estavel (Figueiredo et al., 2008). Além disso, outra caracteristica importante
¢ a dependéncia ao estagio de desenvolvimento do 6rgéo, ou seja, a origem das folhas a partir
dos tecidos primordiais, sua expansdo até a maturidade plena e, finalmente, a perda pela
senescéncia, que também afetam a producdo e acumulacdo do OE (Sangwan et al., 2001). O
proprio papel do OE na defesa da planta também ird influenciar sua produgdo e acumulacéo.
Os volateis vegetais sdo produzidos em maior quantidade quando as plantas sofrem ataques de
insetos fitdfagos, como forma de deter os herbivoros (atuando como repelente ou intoxicante)
e atrair seus predadores naturais (Dudareva et al., 2006; Unsicker et al., 2009). Estudos
mostram certa preferéncia, por parte dos herbivoros, por folhas jovens, o que de certa forma
poderia explicar a diferenca no rendimento dos OEs obtidos neste trabalho (Coley, 1980;
Barton e Koricheva, 2010).

A comparagdo da composicdo mostrou diferengas quantitativas entre 0s componentes
do OE-J e OE-V, sendo que alguns diminuiram com a maturacdo da planta (por exemplo,
biciclogermacreno e a-pineno), enquanto compostos como B-pineno, B-mirceno, limoneno,
entre outros, aumentaram. Observagdo semelhante foi feita por Dudai et al. (2001) para o0 OE
de folhas jovens e velhas de Micromeria fruticosa (L.) Druce (Lamiaceae), onde foi sugerido
que estas variacBes podem estar relacionadas ao papel ecoldgico desempenhado pelo OE
durante os diferentes estagios de crescimento. Em estudo realizado com folhas de Ocimum
basilicum L. (Lamiaceae) também foi observada variacdo quantitativa entre os OEs das folhas
jovens e velhas, sendo que os autores propuseram que as diferencas devem-se mais a posicao
das folhas sobre os galhos do que propriamente a idade da folha. Uma vez que a posi¢do da
folha esta relacionada com o desenvolvimento da planta, a idade fisioldgica da mesma no
momento da formacdo da folha a partir do tecido primordial é o fator que afeta a composi¢édo
do OE (Fischer et al., 2011). Em outro estudo com Ocimum sanctum (Lamiaceae), observou-
se gque a quantidade relativa de eugenol e metileugenol diminuiu com o desenvolvimento das
folhas que, de acordo com os autores, poderia ser explicado pelo uso dessas substancias na
sintese de lignina e/ou por outras oxida¢des de compostos fendlicos, catalisadas pelo aumento
da atividade da polifenoloxidase e da peroxidase (Dey e Choudhuri, 1983 apud Figueiredo et
al.,2008).

Conforme citado no item 2.3 da revisdo bibliografica, os estigios de inducdo a
anestesia em peixes, segundo Stoskopf (1993), variam desde leve perda de reatividade a
estimulos tateis e visuais até a perda total de reatividade com minimo movimento opercular.

Os estagios iniciais caracterizam a sedacdo dos animais e 0s mais avancados a anestesia
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propriamente dita. Frequentemente a sedacdo e a anestesia podem resultar da acdo de
farmacos sobre um mesmo receptor, diferindo apenas no nimero de receptores ocupados
(Hemmings Jr et al., 2005).

Os resultados dos testes de atividade anestésica do OE-J e OE-V em alevinos de
robalo-peva mostraram que a concentragdo de 30 pL L™ foi eficaz em induzir sedacéo leve
nos peixes adaptados a ambas salinidades. Com concentracdes de 150 pL L™ ou maiores a
inducdo de anestesia profunda foi atingida entre 5,6-8,0 min. O tempo para recuperacdo da
anestesia induzida por estas concentracfes variou entre 5,5-11,0 min. Estudos com OEs de
diferentes espécies de plantas tém mostrado resultados variados com relacdo a eficécia e
seguranca, na dependéncia da composi¢do quimica do OE, do tamanho do animal e da espécie
de peixe testada.

O mentol é o constituinte majoritario dos OEs obtidos de espécies do género Mentha
e, quando testado em Colossoma macropomum na concentracdo de 100 mg L™, induziu &
anestesia profunda (estagio 4) em 4,39 min e a recuperacdo ocorreu em 5,04 min (Facanha e
Gomes, 2005). Para a mesma concentracdo, testada em Piaractus mesopotamicus, o tempo de
inducdo e recuperacdo da anestesia foi inferior a 2 min (Gongalves et al., 2008). J& Simdes e
Gomes (2009), em testes com tilapia do Nilo, encontraram a concentragdo de 250 mg L™
como ideal para induzir anestesia profunda, com média de tempo de inducdo e recuperacao de
9 min. Testes com OE de Lippia alba mostraram que 0 mesmo estagio de anestesia em
jundias (Rhamdia quelen), foi alcancado em 3,8 min na concentracdo de 300 mg L™ e a
recuperacdo ocorreu em 6,4 min (Cunha et al., 2010a). O estagio 4 também foi observado em
carpa comum (Cyprinus carpio) dentro de 3,8 min, com recuperacdo em 6,0 min com o uso de
300 pL L™ do OE de melaleuca (Melaleuca aternifolia) (Hajek, 2011). O efeito do eugenol,
principal componente do 6leo de cravo, varia de acordo com a espécie de peixe, mas
concentraces entre 30-50 mg L™ geralmente séo suficientes para induzir anestesia profunda
dentro de 2-8 min em pacu vermelho (Piaractus brachypomus) (Sladky et al., 2001), matrinxa
(Brycon amazonicus) (Inoue et al., 2003), salmé&o do atlantico (Salmo solar) (lversen, 2003),
jundia (Cunha et al., 2010b) e douradinho (Carassius auratus) (Abdolazizi et al., 2011). O
tempo de recuperagdo com o0 uso de eugenol varia de 1 a 10 min.

A eficacia dos agentes anesteésicos pode ser afetada por fatores biologicos e
ambientais. Os fatores biologicos estdo relacionados a espécie, tamanho, idade e sexo, peso e
condicGes fisiologicas, enquanto que, dentre os fatores ambientais encontram-se a salinidade,
o0 pH, nivel de oxigénio e temperatura da agua (Ross e Ross, 2008). Neste estudo nds

comparamos a atividade anestésica do OE de N. megapotamica em diferentes salinidades
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através da avaliagdo dos tempos de inducéo e recuperacdo da anestesia e, em termos gerais,
observou-se uma reducdo no tempo de inducdo e recuperacdo em peixes adaptados a dgua
doce. De forma semelhante, Ghazilou et al. (2010) observaram que a exposi¢do do salméo do
Céspio (Salmo trutta caspius K.) ao 6leo de cravo em diferentes salinidades ocasionou um
aumento do tempo de indugdo a anestesia conforme aumentava a salinidade. De acordo com
Ross e Ross (2008), devido a capacidade de tamponamento da agua salgada e aos seus
constituintes ibnicos, o efeito de alguns farmacos em agua salgada pode ser modificado,
inclusive para a mesma espécie de peixe.

Biciclogermacreno, a- e B-pineno e germacreno D sdo 0s componentes principais do
OE testado e estes compostos podem estar relacionados ao efeito farmacologico observado.
Na literatura, tanto o a- quanto o B-pineno tém sido relatados como sedativos (Mercier et al.,
2009) e analgésicos (Erazo et al., 2006). Kasanen et al. (1998) também relataram que todos 0s
pinenos induzem sedacdo seguida por sinais de anestesia em camundongos. Além disso, 0 a-
pineno € reportado como um modulador positivo dos receptores gabaérgicos do subtipo A
(GABA,) (Aoshima e Hamamoto, 1999). Estes receptores sdo reconhecidos como alvos
importantes para a modulagdo por agentes sedativos, ansioliticos e anestésicos gerais (Frank e
Lieb, 1994). Estudo comparativo da acdo do mentol sobre os receptores GABAA com
anestésicos sedativos (benzodiazepinicos) e intravenosos (barbituricos, esteroides, etomidato
e propofol), concluiu que o mentol exerce sua atividade em sitios distintos daqueles dos
benzodiazepinicos, barbitlricos e esteroides, ainda, que o mesmo compartilha a agdo
anestésica com o propofol, possivelmente sobre os mesmos sitios do receptor GABAA (Watt
et al., 2008). Del-Vechio-Vieira et al. (2009) descreveram a atividade analgésica do OE das
folhas de Ageratum fastigiatum em camundongos, o qual continha germacreno D como
constituinte majoritario. Na busca em base cientifica ndo foram encontrados artigos
relacionando atividade anestésica ao biciclogermacreno.

Os agentes anestésicos sdo amplamente utilizados em aquicultura para minimizar o
estresse e prevenir possiveis injarias fisicas durante as praticas de manuseio e transporte
(Iversen et al., 2009). Em relacdo ao mecanismo de acdo de alguns anestésicos utilizados
convencionalmente em aquicultura, relatos da literatura informam que eles atuam inibindo o
estresse através da redugdo ou bloqueio da atividade do eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal
(HPI). Falhas na supresséo da atividade deste eixo durante o estresse resultam em liberagéo
rapida de catecolaminas e consequente aumento nos niveis circulantes de glicose e lactato
(Rotllant et al., 2001; Barton, 2002).
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Os resultados observados no presente estudo mostram que o OE-V de N.
megapotamica ndo minimizou os efeitos do manuseio em robalos-peva adaptados & agua
salgada. Além disso, nos animais mantidos em agua doce e expostos & maior concentracao
testada deste OE, aparentemente houve inducdo de estresse, uma vez que 0S niveis
plasméticos de glicose e lactato foram significativamente maiores nestes peixes do que
naqueles de outros tratamentos. Niveis elevados de glicose também foram observados apds
inducdo da anestesia com eugenol em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiis) (Holloway et al.,
2004), carpa comum (Velisek et al., 2005) e “rock bream” (Oplegnathus fasciatus) (Park et
al., 2009). O mesmo ocorreu com eugenol e MS-222 em pacu vermelho e o0s autores
sugeriram que, de maneira semelhante ao que ocorre com mamiferos, este aumento nos niveis
de glicose seria devido a gliconeogénese induzida por catecolaminas (Sladky et al., 2001). A
elevacdo da concentracdo plasmaética de lactato também foi reportada com o uso de eugenol
em tilapia do Nilo (Deriggi et al., 2006). Morales et al. (2005) relataram aumento dos niveis
plasmaéticos de glicose e lactato em dentex comum (Dentex dentex) como consequéncia do
manuseio e relacionaram o mesmo ao catabolismo do glicogénio hepatico e a hidrélise do
glicogénio muscular, respectivamente. O uso do mentol em tildpia do Nilo também causou
um aumento significativo da glicose plasmatica, indicando estresse do animal (Simdes e
Gomes, 2009).

Entre as respostas secundarias ao estresse podem ser observados distarbios
osmorregulatdrios, que sdo evidenciados através das alteracdes no conteudo de agua nos
tecidos e nos niveis plasmaticos de ions. O conteudo de agua dos musculos e branquias pode
ser utilizado como um indice fisiologico para avaliar o equilibrio do contelido de dgua em
peixes (Lee et al., 2009). Nossos resultados ndo mostraram diferenca significativa no
conteddo de agua do mausculo e das branquias do robalo-peva, bem como o0s niveis
plasméticos de Na® e K* entre peixes anestesiados e controles na mesma salinidade. No
entanto, robalos-peva adaptados a agua salgada mostraram niveis plasmaticos mais elevados
de Na" que os adaptados a agua doce. Isto é esperado, porque a adaptacdo a agua doce ou
salgada pode alterar os parametros osmorregulatérios em algumas espécies. Por exemplo, a
aclimatacdo a 4gua salgada aumentou a osmolalidade em tilapia mogambicana (Oreochromis
mossambicus) (Fiess et al., 2007) e os niveis plasmaticos de Na* e CI" no linguado europeu
(Platichthys flesus) (Lundgreen et al., 2008), comparado as mesmas espécies adaptadas em
agua doce.

Durante o processo de transporte 0s peixes sdo submetidos a uma série de fatores

estressantes, entre eles o manuseio, choques mecénicos, excesso de barulho e baixa qualidade
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da agua, que pode resultar em alteracdes fisiologicas e mortalidade pos-transporte. Controle
da qualidade da &gua e sedagdo dos peixes durante o transporte podem ser ferramentas Uteis
para minimizar este problema (Ross e Ross, 2008). Em nosso estudo, a qualidade da agua ao
fim do periodo de transporte foi mantida dentro dos valores aceitaveis para robalos (Alvarez-
Lajonchere e Tsuzuki, 2008). No entanto, a adi¢do do OE-V a &gua de transporte ndo reduziu
a excrecao de amonia e, consequentemente, ndo preveniu a deterioragdo da agua. Além disso,
a mortalidade ndo foi menor com o uso do OE-V, ao contrario, 0s peixes transportados com a
concentracdo mais elevada do OE em A&gua salgada tiveram uma taxa de mortalidade

significativamente maior que a dos outros grupos.
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6. CONCLUSOES

* O OE de Nectandra megapotamica, nas concentracOes testadas, mostrou-se eficaz
para inducédo de sedacdo e anestesia em Centropomus parallelus.

* A concentracdo de OE necesséria para inducéo de sedacdo leve é de 30 pL L™ e para
anestesia profunda de 150 pL L™ ou superior.

* A atividade anestésica dos OEs, de maneira geral, foi semelhante, tendo se destacado
0 OE-J em &gua doce.

* O OE-V de Nectandra megapotamica, nas concentracdes testadas, ndo preveniu o
estresse gerado pelo manuseio e transporte dos animais ndo sendo, portanto, um anestésico
ideal para essa espécie.

* A andlise quimica do OE-J e OE-V de Nectandra megapotamica mostrou a mesma
constituicdo qualitativa, sendo 0os componentes majoritarios: biciclogermacreno, a- e f-pineno
e germacreno D e diferindo da composicao previamente relatada para o OE desta espécie.

* A composicdo quantitativa mostrou variagdo, com decréscimo dos componentes

biciclogermacreno e a-pineno e incremento de B-pineno, B-mirceno e limoneno no OE-V.
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7. PERSPECTIVAS

* |solamento dos componentes do OE de N. megapotamica com potencial anestésico
devem ser conduzidos.

* Testes da atividade anestésica das substancias isoladas em diferentes espécies de
peixes devem ser realizados, a fim de melhor elucidar a atividade anestésica apresentada por
este OE.
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9. ANEXOS

9.1. Cromatograma do 0leo essencial das folhas jovens de Nectandra megapotamica obtido através de CG/MS
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9.2. Cromatograma do 0leo essencial das folhas velhas de Nectandra megapotamica obtido através de CG/MS
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