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Efeito anestésico do 6leo de cravo em alevinos de lambari

Anesthetic effect of clove oil on lambari

Elyara Maria Pereira-da-Silva™ Ricardo Henrique Franco de Oliveira""
Maria Angélica Rosa Ribeiro"' Milena Pereira Coppola"

RESUMO

Para avaliar o efeito anestésico do 6leo de cravo
em lambaris (Astyanax altiparanae), cinco grupos de 30
alevinos (0,6+0,1g) foram expostos as concentragdes de 50,
75, 100, 125 e 150mg L, medindo-se, respectivamente: tempo
de inducdo a anestesia profunda (caracterizada pela perda de
equilibrio, pela auséncia de natagdo, pela reducdo dos
movimentos operculares e pelas respostas apenas a estimulos
tateis mais intensos), tempo de recuperacdo e taxa de
mortalidade apds a exposi¢do. Em uma segunda etapa (10
peixes/tratamento), registraram-se, para cada concentracgéo,
o0s tempos de inducéo e de recuperacdo apds anestesia cirdrgica
(movimentos operculares lentos e irregulares e perda de reagdes
a estimulos), anotando-se a mortalidade apds seis minutos de
exposi¢do. Observou-se reducéo linear no tempo de indugédo a
anestesia (0,01min mg* de anestésico acrescido) e aumento
quadratico do tempo de recuperacdo com a elevacdo da
concentragdo (resposta maxima estimada em 7,1 minutos). A
anestesia profunda foi alcancada em tempo inferior a 1,5
minuto para todas as concentragdes, com recuperagdo mais
rapida e sem mortalidade para 50mg L. Para indugdo a
anestesia cirdrgica, foram registrados menores tempos nas
concentragdes 75 e 100mg L*; porém, com mortalidade de
80% e 100%, respectivamente. A concentragdo 50mg L*
promoveu anestesia cirdrgica e recuperagdo em 3,29+0,71 e
4,97+0,63 minutos, respectivamente, sem mortalidade.
Concluiu-se que o 6leo de cravo possui efeito anestésico para
alevinos de lambari, sendo 50mg L* a concentracdo eficiente
e segura para inducdo a anestesia profunda em até 1,5 minuto
e de anestesia cirdrgica em até 3,3 minutos de exposicao.

Palavras-chave: eugenol, Astyanax altiparanae, manejo,
anestesia.

ABSTRACT

The anesthetic effect of clove oil on lambari
(Astyanax altiparanae) was evaluated by exposing five groups
of 30 fry (0.6+0.1g) to concentrations of 50, 75, 100, 125 and
150mg L* and measuring the induction time to deep anesthesia
(characterized by loss of equilibrium, absence of swimming,
reduction of opercular movements, and responses only to intense
tactile stimuli), recovery time, and mortality rate after exposure.
Another phase of the experiment (10 fish/treatment) involved
recording the induction time and recovering after surgical
anesthesia (slow irregular opercular movements and loss of
reaction to stimuli), and mortality rates after six minutes of
exposure to each concentration of clove oil. Induction time
decreased linearly (0.01 minute for each mg of additional
anesthetic) and recovery time increased quadratically as the
concentration increased (maximum estimated response in 7.1
minutes). Deep anesthesia occurred in less than 1.5 minute at
all the concentrations, with faster recovery and zero mortality
at 50mg L. The fastest induction to deep anesthesia occurred
at concentrations of 75 and 100mg L?, but resulted in mortality
rates of 80% and 100%, respectively. The 50mg L
concentration resulted in surgical anesthesia in 3.29+0.71
minutes and recovery in 4.97+0.63 minutes, without mortality.
It was concluded that clove oil has an anesthetic effect on
lambari and that 50mg L* is an efficient and safe concentration
for inducing deep anesthesia in up to 1.5 minute and surgical
anesthesia in up to 3,3 minutes of exposure.

Key words: eugenol, Astyanax altiparanae, handling,
anesthesia.
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INTRODUCAO

Os anestésicos sdo produtos importantes
utilizados para facilitar o manejo e, possivelmente,
reduzir o estresse em animais terrestres e aquaticos,
especialmente peixes, tanto na pesquisa, quanto em
praticas rotineiras no campo (SMALL, 2003 e 2004).
Caracterizam-se como agentes farmacolégicos capazes
de conduzir esses animais a um estado de perda parcial
ou completa da percepcdo dos estimulos externos,
comprometendo a capacidade de restabelecimento da
postura normal de nado na coluna de agua
(SUMMERFELT & SMITH, 1990; IWAMA &
ACKERMAN, 1994).

Apesar da anestesia aparentemente
minimizar o impacto de agentes estressores, é
importante a determinacgdo de concentragBes 6timas
de farmacos com caracteristicas anestésicas para se
evitar os efeitos negativos da pratica, pois a utilizagdo
de quantidade excessiva de anestésicos pode
promover alteracfes metabdlicas detectadas somente
horas apds a exposicao, ou ainda a morte dos peixes
(SUMMERFELT & SMITH, 1990; PARK etal., 2008).

A concentragdo necessaria para inducéo a
anestesia varia de acordo com a espécie e esta
relacionada a tolerancia e ao tempo de recuperacdo
(SUMMERFELT & SMITH, 1990). Segundo PARK et
al. (2008), quanto maior a concentragdo utilizada, menor
0 tempo para inducgdo a anestesia, havendo também
uma relacéo inversa entre esse tempo e a recuperagéo.
O tempo de inducdo a anestesia pode também ser
afetado pela temperatura da agua (WALSH & PEASE,
2002), pelo género e pelo tamanho do peixe (WOODY
etal., 2002).

A eficacia e a seguranca de qualquer
anestésico variam entre as espécies, o0 estagio de
desenvolvimento e as condi¢es ambientais (KING et
al., 2005). De acordo com os critérios de eficiéncia
recomendados por MARKING & MEYER (1985) e
ROSS & ROSS (2008), um anestésico deve ser eficaz
em baixas concentragOes e apresentar toxicidade em
doses muito superiores as efetivas. Sua escolha baseia-
se nos critérios de disponibilidade, custo, facilidade
de utilizacdo, natureza do estudo e seguranga para o
usuario e ambiente, caracteristicas essenciais
encontradas no 6leo de cravo (IVERSEN et al., 2003).

O o6leo de cravo é extraido do caule, das
flores e das folhas das espécies Eugenia
caryophyllata e E. aromatica, e tem como principio
ativo o eugenol (4-alil-2-metoxifenol), considerado
seguro para humanos, animais e ambiente. O eugenol é
utilizado como flavorizante na inddstria alimenticia e
como agente analgésico, antibacteriano, antiflingico,

antiviral e anestésico local na odontologia (KEENE et
al., 1998; GRIFFITHS, 2000; ROSS & ROSS, 2008). De
acordo com YANG et al. (2003), o eugenol provoca
depressdo do sistema nervoso central por meio da
interagdo com neurotransmissores envolvidos na
sensacdo de dor, com efeito agonista sobre o &cido
gama-amino-butirico (GABA) e antagonista sobre 0
glutamato, que atua sobre os receptores N-metil-d-
aspartato (NMDA).

A eficiéncia e seguranga do 6leo de cravo
para anestesia sdo descritas na literatura para varias
espécies de peixes, tanto para 0 manejo nas condi¢Oes
de criagdo intensiva, quanto nas pesquisas em
laboratdrio (DERIGGI et al., 2006; GUENETTE et al.,
2007; RIBAS et al., 2007). Em relagdo aos peixes
tropicais nativos do Brasil, INOUE et al. (2003 e 2005)
verificaram caracteristicas anestésicas do 6leo de cravo
em juvenis de matrinxas (Brycon cephalus). Apesar do
grande nimero de trabalhos relacionados ao emprego
do 6leo de cravo como anestésico para peixes, nenhuma
referéncia é feita aos peixes do género Astyanax, a
exemplo do A.altiparanae (GARUTTI & BRITSKI,
2000), conhecido como “lambari do rabo amarelo”, cuja
distribuicéo abrange a Bacia do Rio Parana.

Essa espécie se destaca como uma das mais
resistentes aos impactos ambientais por apresentar
habito onivoro, ovos reduzidos e de rapido
desenvolvimento e éxito na ocupacdo de diferentes
ambientes, sendo ainda um importante elo da cadeia
tréfica por servir de alimento para peixes de maior porte
e também para o consumo humano (LEUZZI et al., 2004;
DIAS etal., 2005). Apresenta, como a maioria dos peixes,
aumento da mobilidade durante praticas como
biometria, raspagens de muco e transporte, tornando-
se desejavel a utilizacdo de anestésicos que auxiliem
na reducdo da ocorréncia de ferimentos que podem
resultar em doengas ou morte pés-manejo (INOUE et
al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
anestésico do 6leo de cravo e a concentragdo eficaz e
segura deste na indugdo a anestesia profunda e
cirdrgica em alevinos de lambaris.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 200 alevinos de lambaris
(Astyanax altiparanae), com massas corporeas
semelhantes (0,59+0,08g) e provenientes de desova
induzida realizada no Centro Nacional de Pesquisas e
Conservagao de Peixes Continentais, CEPTA/ICMBIO,
Pirassununga, Sdo Paulo. Inicialmente os peixes foram
estocados em caixa de fibra de vidro (250L) durante 15
dias, visando a aclimatacdo as condigdes laboratoriais
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em temperatura de 22°C, fotoperiodo de 12 horas e
aeracdo continua. Os parametros indicadores da
qualidade da &gua (temperatura, pH e concentragGes
de aménia, nitrito e oxigénio) foram monitorados
continuamente, e o alimento consistiu em ragédo
comercial farelada contendo 32% de proteina bruta
oferecida a lango duas vezes ao dia, na proporgao de
2% da biomassa.

O 6leo de cravo extraido de folhas de
Eugeniasp. (1000mg L* - VIAFARMA Lote 010742
PM) e obtido em farmacia de manipulagdo foi
primeiramente diluido (1:20) em etanol 100% (Synth -
Lote 111025), de forma a reduzir o seu caréater
hidrofébico. A solugdo estoque alcodlica obtida (50mg
L) foi entdo diluida em 300mL de &gua contidos em
uma unidade de anestesia (cuba de vidro medindo 10 x
7 x 6¢cm), em quantidades necessarias para obtengao
das concentragdes 50, 75, 100, 125 e 150mg L,
estabelecidas em estudos preliminares que revelaram a
ineficacia da concentracéo de 25mg L para indugdo a
anestesia profunda nos alevinos, em até quatro minutos
de exposicdo, ou seja, a dose minima necesséria para
inducdo a anestesia foi de 50mg L.

Os critérios para avaliagdo dos estagios de
inducdo e de recuperacdo apds exposi¢do ao 6leo de
cravo, apresentados na tabela 1, foram modificados de
acordo com ROSS & ROSS (2008), VIDAL etal. (2008)
e PARK etal. (2008).

Apos jejum de 12 horas, os peixes foram
rapidamente capturados no tanque de aclimatagdo e
transferidos individualmente para a unidade de
anestesia. Nesta, foram observados os efeitos do 6leo
de cravo pela avaliacdo do comportamento dos animais,
sendo ainda medido o tempo necessario para

estabelecimento do estagio 3 de inducéo a anestesia,
denominado “anestesia profunda” e caracterizado pela
perda total do equilibrio, pela auséncia de movimento
das nadadeiras e de natacdo, pelos movimentos
operculares reduzidos e pelas respostas apenas aos
estimulos tateis mais intensos (Tabela 1). Enquanto
anestesiado, cada peixe foi rapidamente pesado, medido
e transferido para uma unidade de recuperagdo (um
aquario com capacidade de 10L), contendo agua isenta
do bleo de cravo com aeragdo continua. Na unidade de
recuperacdo, foi registrado o tempo para
estabelecimento do estdgio 4 de recuperacdo a
anestesia profunda (restabelecimento total do
equilibrio, dos movimentos operculares e da natagao).
Durante 96 horas apds os testes, foram registradas as
taxas de mortalidade dos peixes submetidos a cada
concentragdo do anestésico.

Na segunda etapa do trabalho, que teve
como objetivo avaliar a seguranga do 6leo de cravo e a
resisténcia dos alevinos de A. altiparanae ao mesmo
tempo, foi empregada a mesma metodologia. Foram
anotados os tempos de indugdo a anestesia e
recuperacao, bem como a taxa de mortalidade apds
exposi¢do durante seis minutos a todas as
concentracBes (o dobro do tempo registrado para
indugdo a anestesia cirurgica, na primeira etapa,
utilizando-se a menor concentragdo do anestésico), o
que resultou na inducdo ao estagio 4 (anestesia
cirdrgica), caracterizado por movimentos operculares
lentos e irregulares e perda total de reagdo a estimulos
tateis e visuais. Esse tempo também correspondeu ao
dobro do limite ideal de trés minutos preconizado por
MARKING & MEYER (1985), para inducéo a anestesia
cirdrgica.

Tabela 1 - Critérios de inducéo a anestesia e de recuperacéo utilizados para determinagdo da eficécia do dleo de cravo como anestésico em

alevinos de lambari (Astyanax altiparanae).

Estagios de Inducéo

Comportamentos observados

Pré-inducéo Movimentos operculares e de natagdo normais.
1 Aumento pronunciado dos movimentos de natacdo de um lado para outro, sem perda do equilibrio.
2 Perda parcial do equilibrio e natacéo erratica.
3 Anes_tesia profunda: perda tot_al do equilibrio, auséncia de’ movimgntp das_ qadadeiras e de natagdo,
movimentos operculares reduzidos e respostas apenas aos estimulos tateis mais intensos.
4 An_este;ia cirargica: movimentos operculares lentos e irregulares, perda total de reacdo a estimulos tateis
e visuais.
Estégios de recuperacéo
1 Aumento dos movimentos operculares e inicio de movimentac&o de nadadeiras.
2 Inicio de natagdo erratica sem estabelecimento de equilibrio.
3 Recuperagao parcial do equilibrio e dos movimentos de natagao.
4 Recuperagéo total do equilibrio e dos movimentos operculares e de natagéo.

Modificado de PARK et al. (2008), ROSS & ROSS (2008) e VIDAL et al. (2008).
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Todos os dados foram submetidos a analise
de variancia unidirecional, com posterior estudo de
regressdo buscando estabelecer as curvas dos tempos
de inducdo e recuperagdo a anestesia profunda em
funcdo das diferentes concentragdes do dleo de cravo.
Os tempos médios de inducdo e de recuperagdo a
anestesia cirtrgica foram comparados pelo teste de
Tukey, adotando-se um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A 4gua foi mantida em condicdes
semelhantes entre a caixa de aclimatacéo dos peixes, a
unidade de anestesia e a unidade de recuperacdo a
anestesia, registrando-se temperatura média de
22,0+0,3°C, pH de 6,8+0,2, oxigénio dissolvido
4,8+0,4mg Lt e concentragBes de amonia e de nitrito
inferiores a 0,04mg L e 0,1mg L7, intervalos
considerados adequados para a manutencdo de
espécies de peixes tropicais (VINATEA, 2004).

Os tempos de indugdo e de recuperagdo a
anestesia podem ser afetados por varidveis
relacionadas a qualidade da 4gua. PARK et al. (2008)
verificaram que estes foram reduzidos pelo aumento
da temperatura em peixes da espécie Epinephelus
bruneus e, de acordo com HOSKONEN & PIRHONEN
(2004), temperaturas mais elevadas aceleram o
metabolismo, reduzindo o tempo de recuperagdo a
anestesia. Porém, as respostas observadas no presente
trabalho, apds exposicdo dos peixes as diferentes
concentragdes do anestésico, ndo podem ser atribuidas
a essa variavel que foi mantida constante durante todo
experimento.

O ¢leo de cravo provocou alteracBes de
comportamento caracteristicas da inducéo a anestesia
profunda em tempo inferior a 1,5 minuto para as
concentragdes 50, 75 e 100mg L* e inferior a um minuto
para 125 e 150mg L*; porém, com uma taxa de mortalidade
de 15%, paraa maior concentracéo (Tabela 2).

Os tempos de inducéo a anestesia profunda
registrados para as concentragdes de 50 e 75mg L*
foram semelhantes aos obtidos por INOUE et al. (2003)
para juvenis de matrinxd (Brycon amazonicus), com
peso aproximado de 50 gramas. Concentragdes entre
40 e 60mg L* de dleo de cravo promoveram anestesia
profunda em tempo inferior a um minuto em juvenis de
Oncorhynchus mykiss, com aproximadamente 20
gramas (KEENE et al., 1998). A semelhanga entre os
tempos de inducdo a anestesia profunda obtidos no
presente trabalho, cujos peixes apresentavam reduzida
massa corporea (0,6+0,1g), e os registrados para outras
espécies, de maior porte e fase mais tardia do
desenvolvimento, demonstra a interferéncia de fatores
especificos e sugere maior resisténcia dos alevinos de
lambari & indugdo anestésica pelo éleo de cravo.

O tempo de recuperagdo ap6s indugdo a
anestesia profunda foi inferior a 10 minutos para todas
as concentragdes (Tabela 2), limite maximo considerado
por GILDERHUS & MARKING (1987), SON etal. (2001)
e PARK etal. (2003). O menor tempo de recuperagdo a
anestesia profunda foi observado para as
concentragOes de 50mg Lt e 75mg L.

As curvas de regressdo ajustadas para o
tempo de inducdo a anestesia profunda e recuperagéo
(Figura 1) indicam reducéo linear no tempo de inducéo
(0,01 minuto por mg de anestésico acrescido) e aumento
quadratico do tempo de recuperagdo com a elevacao
da concentragdo (resposta estimada em 7,1 minutos).
De fato, quanto menor o tempo de inducéo a anestesia,
maior é o tempo de recuperacgdo dos peixes (PARK et
al., 2008).

Os dados relacionados ao tempo de inducao
e recuperacdo a anestesia cirlrgica e as taxas de
mortalidade apds seis minutos de exposicdo as
diferentes concentracOes de 6leo de cravo sdo, também,
expressos na tabela 2. Os menores tempos de inducéo
(<2 minutos) foram registrados para as concentragdes

Tabela 2 - Tempos de indugéo a anestesia e de recuperagdo (minutos) e taxas de mortalidade (TM) observados em alevinos de lambaris
(Astyanax altiparanae) submetidos a diferentes concentragdes de 6leo de cravo, para indugdo ao estagio de anestesia profunda e

cirargica (exposicéo de seis minutos).

------------------- Anestesia Profunda:

Anestesia Cirargica-------------------

Conc. mg L™

Inducéo Recuperacéo T™ (%) Inducéo Recuperacéo T™ (%)
50 1,46 +0,37° 4,59 +0,84° 0 3,29 +0,71° 4,97 +0,63° 0
75 1,14 £0,18° 531+1,34% 0 1,89 +0,64° 750 +1,19° 80
100 1,0140,17™ 6,48+ 1,09 0 1,71+0,58° - 100
125 0,63+0,09% 6,13+0,87° 0 * * *
150 057+0,1¢ 6,59 +1,13° 15 * * *

Médias seguidas por letras diferentes, nas colunas, indicam diferenca significativa pelo Teste de Tukey (P<0,05).
* Ensaios néo realizados devido & mortalidade de 100% observada apds exposigao a concentragdo de 100mg L™,

Ciéncia Rural, v.39, n.6, set, 2009.
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Figura 1 - Curvas de regressdo ajustadas para o tempo de indugdo e de recuperacéo ao estégio de
anestesia profunda em alevinos de lambaris (Astyanax altiparanae) submetidos a
diferentes concentracdes de dleo de cravo.

de 75 e 100mg L%; porém, com mortalidade de 80% e
100%, respectivamente. Os testes referentes as
concentracOes de 125 e 150mg L* ndo foram realizados
devido a taxa de mortalidade de 100% observada no
ensaio para a concentragdo de 100mg L (Tabela 2).

A menor concentragdo testada (50mg L%)
induziu os peixes a anestesia cirtrgica em 3,2940,71
minutos, sem mortalidade ap6s seis minutos de
exposicdo e com recuperacgao apds 4,97+0,63 minutos.
Esse tempo de recuperacéo foi semelhante ao registrado
para a anestesia profunda na primeira etapa do trabalho,
em que o tempo de exposi¢ao ao anestésico foi menor.

PARK et al. (2008) registraram para essa
mesma concentragao de 6leo de cravo um menor tempo
de inducdo (1,06 minuto) e de recuperacdo (0,31
minuto); porém, para uma outra espécie (Epinephelus
bruneus) e utilizando exemplares de maior peso (100g).
Os maiores tempos de indugéo a anestesia cirdrgica
registrados no presente trabalho, cujos peixes
apresentavam reduzida massa corporea (0,6+0,19), e
o0s tempos de recuperacdo semelhantes aos obtidos na
inducdo ao estagio de anestesia profunda, cujo tempo
de exposicdo foi menor, também sugerem maior
resisténcia do lambari, na fase de desenvolvimento
estudada, por meio de mecanismos ndo elucidados
neste estudo.

CONCLUSOES

O dleo de cravo possui efeito anestésico
para o lambari, na fase de alevino, sendo a concentragéo
50mg L considerada eficiente e segura para indugéo a
anestesia profunda em até 1,5 minuto e de anestesia
cirdrgica em até 3,3 minutos de exposicao.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da Universidade de Sao Paulo
(Protocolo 070308).
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