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RESUMO

A utilizagdo de anestésicos na aquicultura ¢ cada vez mais frequente para minimizar os
danos causados pelo manejo durante o processo de cultivo. Este trabalho verificou a utilizagao
do cunambi, Clibadium surinamense L como anestésico para tambaquis. Para identificar o
tempo de indugdo anestésica, os peixes foram expostos individualmente a diferentes
concentragdes do extrato aquoso da planta em aquarios com capacidade para 3L, durante 10
minutos para a avaliacdo da dose ideal. Apos a inducdo os peixes foram para aquarios livres
do extrato aquoso da planta para avaliar o tempo de recuperagao. Apds a recuperagao ao
anestésico, foi monitorada a mortalidade e a qualidade de 4gua em cada aquario experimental.
Assim como a analise quimica do solo para verificar se houve influéncia entre o solo e o
material botanico em estudo, do mesmo modo que a identificagdo das distintas substancias
contidas nos extratos aquosos das folhas, através da andlise por Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM), onde observou-se que a presenca de duas substancias (o
cunaniol e outra substancia ndo identificada), sendo esta ultima majoritaria na fragcdo. De
acordo com os dados encontrados para o estudo de transporte, ndo houve diferenca
significativa entre as concentracdes para o tempo de inducao, demonstrando que o tempo de
inducdo do extrato aquoso de cunambi ¢ semelhante estatisticamente para todas as
concentragdes testadas, entretanto para o tempo de recuperacdo houve diferenga significativa
entre as concentracdes testadas. Apos a simulacdo do transporte, de acordo com o teste t,
constatou-se que a concentragao de 1ml/l, ¢ significativa para diminuir a mortalidade dos
alevinos de tambaqui durante o transporte de 12 horas de duragdo. Para a realizacdo de
biometria a concentragdo de 0,5 ml/L foi o tratamento que necessitou de maior tempo para
atingir o estagio de indugdo desejado de sedagdo profunda (7,4 minutos), contudo houve
diferenca significativa em relacdao as concentragdes de 1,5 (16,6 min) e 2,5 ml/l. (23.7 min)
Entretanto, a concentragdo de 0,5 ml/L ¢ a ideal para o procedimento de biometria e breve
manejo. Os resultados obtidos sugerem que o cunambi ¢ uma excelente alternativa na indugao
anestésica do tambaqui no transporte e biometria.

Palavra chave: Inducao, anestésico, cunaniol.



ABSTRACT
The use of anesthetics in aquaculture is increasingly used to minimize the damage caused by
handling during the cultivation process. This study investigated the use of cunambi,
Clibadium surinamese L as an anesthetic for tambaqui. To identify the time of induction of
anesthesia, the fish were individually exposed to different concentrations of the aqueous plant
extract in tanks with a capacity of 3L, for 10 minutes to evaluate the optimal dose. After
induction for fish were free of aquarium aqueous plant extract to evaluate the recovery time.
After the anesthetic recovery, mortality was monitored and the water quality in each
experimental aquarium. As well as the chemical analysis of the soil to see if there was
influence between the ground and the plant material under study, the same way that the
identification of different substances contained in the aqueous extracts of the leaves, through
the analysis by Gas Coupled with Mass Spectrometry (GC EM), where it was observed that
the presence of two substances (the cunaniol and other unidentified substance), being this last
the majority fraction. According to the findings for the study of transport, there was no
significant difference between the concentrations for the induction time, demonstrating that
the aqueous extract of cunambi induction time is statistically the same for all concentrations
tested, but for the time recovery was no significant difference between the concentrations
tested. After the simulation of transport, according to the T test, it was found that the
concentration of Iml / 1, is significantly to reduce mortality of the fry tambaqui during
transport of 12 hours duration. For performing biometric concentration of 0.5 ml / L was the
treatment they needed more time to achieve the desired induction stage of deep sedation (7.4
minutes), however there was a significant difference compared to the concentrations of 1, 5
(16.6 min) and 2.5 ml / 1. (23.7 min), however, the concentration of 0.5ml / L is ideal for the
biometric management procedure and brief. The results suggest that cunambi is an excellent

alternative in the anesthetic induction of tambaqui transportation and biometrics.

Keyword: Induction, anesthetic, cunaniol.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura ¢ a producdo de organismos aqudticos em cativeiro com grande
potencial para o Brasil. Segundo dados da Organizagao das Nac¢des Unidas para Alimentacao
e Agricultura (FAO, 2010), a produ¢gdo mundial de pescado tanto da pesca como da
aquicultura, alcangaram o total de 148 milhdes de toneladas em 2010, dos quais 128 milhdes
se destinaram ao consumo humano. E de acordo com dados preliminares alcangou 154
milhdes de toneladas em 2011.

Na ultima década, a produg¢dao de pescado proveniente da pesca vem se mantendo
constante, em torno de 90 milhdes de toneladas. Ja aquicultura vem crescendo muito nas
ultimas décadas com uma taxa anual média de 8,8 %, no entanto, em ritmo mais lento
comparado com as décadas de 80 e 90. Contudo, essa atividade alcangou em 2010 uma
producao recorde de 60 milhdes de toneladas (excluindo as plantas aquaticas e produtos nao
alimentares), com um valor estimado em 119 milhdes de délares (FAO, 2010). A aquicultura
mundial recebe elevada importancia devido a estagnacdo da pesca extrativa, visto que o
consumo de pescado per capita vem aumentando rapidamente nas ultimas décadas (de 9,9 kg
na década de 60 para 18,6 kg em 2010) (FAO, 2010).

Dentre os organismos cultivados, houve um aumento da producdo aquicola de 4gua
doce, de 50% na década de 80 para 62% em 2010, sendo representado principalmente pelo
cultivo de peixes de 4gua doce, demonstrando a importancia da aquicultura de agua doce no
atual cenario mundial. Em 2010, a producdo de pescado no Brasil foi da ordem de 1.264.765
toneladas, das quais 479.397 foram provenientes da aquicultura (Continental — 394.390 t e
Marinha — 85.057 t), o que representa um incremento de 15,3% em relacdo a produgdo em
2009 (MPA, 2010).

Em relacdes a producdo da aquicultura continental por regides, a regido Sul ¢ a que
apresenta a maior producdo de pescado do pais com 133.425,1 t (33,8% da produgdo
nacional), seguida por Nordeste, Sudeste, Centro-Oeste e Norte (78.578,5 t, 70.915,2 t,
69.840,1 t e 41.481,1 t, respectivamente). A regido Norte revela-se como a regido com menor
producdo apesar de todo seu potencial hidrico, sendo os estados Amazonas (8.555,6 t),
Rondénia (6.836,5 t), Tocantins (5.019,1 t) e Para (3.071,2 t) os maiores produtores (MPA,
2010). Entretanto a regido Norte apresenta amplas possibilidades para o aumento da produgao
aquicola continental brasileira, uma vez que detém uma grande diversidade de espécies
dulcicolas que podem ser utilizadas na piscicultura e grandes areas inundadas com elevado

potencial hidrico.
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Assim a producdo aquicola no Brasil surge como uma alternativa para minimizar a
pressdo sob os estoques pesqueiros, assim como aumentar o consumo de proteina animal de
boa qualidade e garantir a seguranca alimentar (MPA, 2010). Contudo algumas préticas, tais
como biometria, transporte, manejo utilizadas na aquicultura ocasionam o estresse desses
peixes e consequentemente a diminui¢do dessa produg¢do em muitas pisciculturas do Pais.
Assim tais praticas, prejudicam o desempenho desses organismos nos cultivos, sendo
necessaria a busca por anestésicos que permitam o manuseio com o minimo de perdas e
consequentemente o gradativo processo de desenvolvimento econdmico para os paises em

desenvolvimento.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais
Avaliar a os efeitos do extrato aquoso de cunambi, Clibadium surinamense L, como
anestésico para tambaquis no transporte e biometria, verificando também a substancia

responsavel por tal efeito anestésico dos peixes.

2.2. Objetivos Especificos

Testar diferentes concentragdes do cunambi, observando quais apresentam melhores
tempos de indugdo e recuperagao anestésica.

Verificar a concentracao ideal do extrato aquoso do cunambi, como anestésico para
tambaquis durante o transporte e manejo.

Avaliar o comportamento anestésico dos peixes submetidos ao extrato aquoso de
cunambi.

Avaliar o numero de peixes mortos apds os tratamentos com o extrato aquoso da
planta.

Identificar a substancia responsavel pelo efeito anestésico nos peixes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A ESPECIE TAMBAQUI, Colossoma macropomum.

Dentre as espécies de peixe produzidas no Brasil, destacam-se os peixes nativos do
género Colossoma, conhecido vulgarmente por tambaqui. E uma espécie pertencente & familia
Characidae. Possui habito alimentar onivoro com tendéncia a herbivoro, filtrador e frutivoro
(NUNES et al., 2006). E um peixe de piracema, tropical das bacias dos rios Amazonas e
Orinoco e estd amplamente distribuido na parte tropical da América do Sul e na Amazdnia
Central (ARAUJO- LIMA ¢ GOLDING, 1998), além de ser considerado o maior
Characiforme da regido. Segundo Silva et al. (2007) ¢ uma espécie rastica bastante apreciada
na regido Norte, principalmente pelo seu sabor, sendo uma das espécies mais cultivadas e de
facil aquisicdo de alevinos com excelente aceitacdo no mercado consumidor, além da
adaptacdo ao confinamento e arragoamento, caracteristicas essenciais para as espécies de
criacdo em cativeiro.

De acordo com Gomes et al.(2010) e Lopera- Barrero et al.( 2011), o tambaqui € o
maior peixe de escama da América do Sul, pois chega a medir 90 cm de comprimento e a
pesar 30 kg. Foi a terceira espécie de peixe mais produzida no pais em 2010, representando
13,7% do total produzido, e a primeira espécie nativa em produgdo no pais, com um aumento
de 28,5% de 2008 até 2010, com um total médio produzido em 2010 de 54.313,1 toneladas
(MPA, 2010).

3.2. ESTRESSE DE PEIXES NA PISCICULTURA

A exposi¢ao dos peixes frequentemente ao estresse sdo inevitdveis em pisciculturas.
Os peixes nessa situagdo estdo constantemente submetidos a uma grande variedade de
alteragdes no meio de cultivo, tanto internos (alteracdes quimicas) quanto externa
(manipulacdo) que ocasionam a redu¢do da imunidade de inumeros individuos, levando o
aparecimento de agentes patdgenos oportunistas e assim a perda de uma grande quantidade de
peixes. Os sucessivos estresses de manejo refletem no bem estar do peixe provocando
involuntariamente traumas, perda de muco e escamas e consequentemente a morte dos
animais. Esses fatores significam a perda de lucros em grande escala nas pisciculturas. De
acordo com Selye (1950) o estresse pode ser classificado como uma serie de respostas
fisiologicas, denominada como Sindrome Geral de Adaptacao, a qual apresenta trés estagios:
(1) reagao de alarme: uma série de alteragdes fisioldgicas, como resposta inicial ao estimulo,

ocorre de forma a compensar o distirbio; (2) resisténcia: respostas fisiologicas de ajuste ou
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compensatdrias para retorno a homeostase; (3) exaustdo: a duragdo ou severidade dos
distirbios causados pela exposicdo ao estressor excede os limites, podendo levar a uma
condigdo patologica ou morte dos individuos. Segundo Wendeelar- Bonga (1997), o estresse
pode ser definido como uma condicdo em que o equilibrio dindmico do organismo, ou
homeostase, ¢ ameacado ou perturbado pela a¢ao de estimulos denominados estressores.
Desta forma, a utilizacdo de anestésicos surge como uma ferramenta importante na
aquicultura para mitigar tais interferéncias causadas pelo manejo, nas fungdes vitais e

fisiologicas dos peixes. Assim como a mortalidade durante tais processos.

3.3. USO DE ANESTESICOS EM PISCICULTURAS

Substancias anestésicas sao frequentemente utilizadas para diminuir o estresse causado
pelo manejo e manipulagao direta dos animais na piscicultura. No entanto, cada anestésico
exige uma concentracdo diferente para induzir o estagio anestésico desejado, para tanto se faz
necessario testar varias concentracdes antes do tratamento definitivo para ndo causar
mortalidade dos animais expostos ao farmaco.

Pesquisa que buscam a utilizacdo de anestésicos naturais derivados de plantas vem
aumentando consideravelmente nos ultimos anos, a exemplo do dleo de cravo (derivado da
destilacdo de partes da planta) ou eugenol que foram testados como anestésicos em varias
espécies do Brasil tais como tambaqui (ROUBACH et al., 2005), pacu (Piaractus
mesopotamicus) (GONCALVES et al., 2008), matrinxa (Brycon cephalus) (INOUE et al.,
2003) e pirarucu (Arapaima gigas) (HONCZARYK e INOUE, 2009). Assim como o mentol
que foi utilizado por Faganha e Gomes (2005) como anestésico para tambaqui, este mesmo
anestésico foi utilizado por Gongalves et al. (2008) para anestesiar o pacu (Piaractus
mesopotamicus).

A escolha do anestésico para peixes geralmente estd relacionada com a viabilidade
econdmica e consideracdes legais (Iwana & Ackerman, 1994). De acordo com Ross & Ross
(2009), outros fatores também devem ser levados em consideraciao na escolha do anestésico,
dentre eles estdo: 1- ter acdo reversivel; 2- Nao deve ser irritante aos tecidos; 3- Deve ter seu
inicio de a¢do rapido e ter duracdo suficiente a técnica adotada; 4- Deve apresentar grau
reduzido de toxidade; 5- Deve apresentar potencial suficiente para anestesiar; 6- Deve
apresentar biocompatibilidade e boas propriedades de penetracdo aos sitios de agdo; 7- Nao
deve desencadear reacdes alérgicas; 8- Deve ser estavel em solugdes e sofrer
biotransformacao rapida nos organismos ¢ 9- Estar estéril ou capaz de ser esterilizado sem

deteriorizagao.
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A utilizagdo de anestésicos sintéticos sdo amplamente empregados nas pisciculturas,
tais como a tricaina metano sulfonato (MS-222), sulfato de quinaldina, benzocaina e
fenoxietanol, no entanto podem causar perda de muco, irritagao da branquia e danos na cornea
(INOUE et al., 2003). Porém o unico anestésico quimico aprovado pelo FDA (Food and Drug
Administration) para uso em peixes ¢ o MS222, o qual ndo é produzido no Brasil
(FACANHA e GOMES, 2005), haja vista que o alto custo destes produtos e dificuldades de
importagoes dificultam seu uso (ROUBACH et al., 2005). Facanha e Gomes (2005) relatam a
utilizag¢do de substancias anestésicas naturais como uma alternativa viavel, frente ao alto custo
e dificuldade de aquisi¢do de anestésicos para esta finalidade. Desta forma justifica-se a
necessidade de se buscar alternativas seguras a baixo custo de diferentes plantas, a exemplo
do cunambi, Clibadium surinamense L, para procedimentos de anestesia em peixes. Assim,
esse estudo dard subsidios para as autoridades responsaveis, pois no Brasil ndo ha
regulamentacdo para a utilizacdo de anestésicos naturais. Dessa forma, a necessidade da busca

por anestésicos de baixo custo sdo de grande importancia para o setor aquicola.

Figura 1- Espécie vegetal cunambi, C. surinamense L encontrada no municipio do Acara/ Para.

Fonte: valeria santos
O uso de anestésicos no manejo de peixes foi iniciado a partir de observagdes dos
indigenas americanos, que colocavam rotenona, Derris elliptica para sedar e capturar os

peixes na natureza (SEDGEWICK, 1986), estudos estdo sendo realizados com inumeras
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plantas, tais com as do género Derris sp que possui como principal principio ativo a rotenona,
no entanto esses estudos sdo apenas de carater toxicoldgicos, como avaliado por Mascaro et
al. (1998) que determinaram a dose letal do p6 de raizes de Derris spp para trés espécies de

peixes filogeneticamente diferentes € um mamifero roedor (rato).

34, CUNAMBi, Clibadium surinamense L

O C. surinamense L popularmente conhecido como cunambi, ¢ uma planta do género
Clibadium pertencente a familia das Asteraceae encontrada na regido Norte e Nordeste do
Brasil. Devido ao comportamento entorpecente que causa ao peixe, sdo bastante utilizados
pelos ribeirinhos para capturar peixes na pesca extrativista na regido Amazonica. Do mesmo
modo que indigenas empregam as folhas maceradas e misturadas com frutos de Bactris
gasipes, transformadas em pequenas bolas, as quais sdo lancadas a 4gua para envenenar e
apanhar peixes (LE COINTE, 1947). Segundo Quilliam e Stables (1968) esse comportamento
pode ser explicado pelo cunaniol, composto ativo presente na planta. Segundo Correa e
Bernal (1990) e Bohm e Stuessy (1981) o cunambi apresenta os compostos quimicos:
germacrolido, 3,7-diglicosidio de campferol, 3,7 diglicosidio de quercetina, 3-O-glicosidio de
campferol, 3-O-glicosidio de quercetina. Costa et al. (2006), identificaram um alcool Cia,
Cunaiol e Acetato de Cunaniol nas folhas de cunambi.

A utilizacdo de C. surinamense L em peixes ainda ¢ pouco estudada, sendo que
trabalhos relacionados ao transporte e manejo de peixes ndo existem até o momento. O
conhecimento de métodos que permitam intervengdes nas fungdes vitais e fisiologicas dos
peixes ¢ importante para evitar que ocorra mortalidade durante o transporte ou manejo
(OLSEN, et al., 1995; CUNHA, 2007). Para tanto, ¢ importante estabelecer a melhor
dosagem, visto que dosagens inadequadas podem ocasionar resultados contrarios causando até
a morte dos peixes. Por tanto, este estudo podera dar subsidios para que futuramente essa
planta possa ser utilizada para o manejo de peixes.

Segundo Arriagada (1995), este género possui 29 espécies, as quais sdo distribuidas
desde o México a América do Sul, se desenvolvendo ao nivel do mar até altitudes de 3400
metros, com alta concentragao de espécies na Colombia, Costa Rica e Equador.

E um arbusto perene que ocorre em bosque tropical umido e/ou muito umido
(SCHNEE, 1984). O cunambi ¢ tido como tonico e amargo, sendo recomendado para
combater a anemia e clorose. Tém-se informagdes de que as folhas sdo usadas para curar a
erisipela e quaisquer feridas (CORREA, 1984). Correa e Bernal (1990) descreveram que, na

Colombia esta espécie € empregada como sudorifico e nas enfermidades dos pés e pernas. De
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acordo, com os mesmos autores essa espécie ¢ utilizada para curar a sarna dos animais. A
ingestao de folhas de cunambi parecem ser toxicas e pode levar o individuo a morte (Lima et
al. 1995). Segundo Corréa (1984), a maior periculosidade estd na seiva. Ja Duke e Vasquez,
(1994) relatam que nao ser toxico para humanos. No entanto, ndo ha relatos de efeitos em
humanos que consumiram peixe coletados usando o cunambi, e ambos os consumidores tém
consumido peixes coletados desta maneira sem mostrar efeitos imediatos perceptiveis.

De acordo com Duke (1946), ¢ uma erva cultivada com frequéncia na regiao do
estuario paraense € nos rios. O emprego dessa planta como anestésico neste trabalho se deve
principalmente as observagdes empiricas das populagdes ribeirinhas locais que utilizam essa
planta macerada para capturar peixes que apresentam quadro de imobilidade na superficie da
agua em contato com a planta macerada, permitindo sua captura. Deste modo, espera-se que o
comportamento relatado em peixes pela populagdo local possa ocorrer de forma satisfatoria,
para que a espécie vegetal em estudo possa ser uma alternativa como anestésico para peixes a
baixo custo.

Assim, torna-se importante o conhecimento da utilizacdo do cunambi, como anestésico
para tambaquis, a partir da influéncia das concentragdes do anestésico na inducdo e
recuperagdo dos animais e da observacdo de possiveis efeitos adversos apos sua utilizagdo,
buscando dessa forma, determinar uma concentragdo segura de uso pratico no campo para o

manejo dos animais.
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Artigo 1. Caracteristicas do Cunambi, Clibadium surinamense Linn, utilizado como

anestésico para tambaqui.
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RESUMO

O Clibadium surinamense L., estar amplamente distribuido na regido amazodnica,
sendo conhecido popularmente como cunambi. E uma planta que possui substincias
ictiotoxicas, pois provocam comportamento anestésico, embriaguez, paralisia ou até mesmo a
morte dos peixes. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de identificar as distintas
substancias contidas nos extratos aquoso das folhas de cunambi responsaveis pelos provaveis
efeitos entorpecentes em tambaqui. Para tanto, foram realizadas anélises por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), onde observou-se dois picos
principais, com tempo de retenc¢do de 52,66 min para o cunaniol (1) e de 53,79 min para uma
substancia ndo identificada, sendo esta Ultima majoritaria na fragdo. Nao foi observada a
presenca de cunaniol acetato nessa fragdo. Verificou-se por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) o cunaniol (1) com m/z 214 u.m.a (FM Ci4H140>) e outro
pico com tempo de retenc¢do de 53,79 min referente a substancia nao identificada de m/z 234
u.m.a., portanto, diferente do cunaniol acetato que tem m/z 256 u.m.a. e FM CisH1603. De tal
forma foi realizada a analise quimica do solo para verificar se houve uma influencia entre o
solo e o material botanico em estudo, onde foi constatado ndo haver influencia entre ambos. A
presenca do cunaniol nas folhas de cunambi justifica a atividade anestésica produzida nos
peixes durante a realizagdo deste trabalho.

Palavra chave: Cunaniol, anestésico, cunambi.
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ABSTRACT
The Clibadium surinamese L., to be widely distributed in the Amazon region and is popularly
known as cunambi. It is a plant that has ictiotdxicas substances which lead anesthetic
behavior, drunkenness, paralysis or even fish death. This work was developed in order to
identify the different substances in aqueous extracts of cunambi leaves likely responsible for
narcotic effects in tambaqui. To do so, analyzes were conducted by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS), where we observed two main peaks, with retention time of 52.66 min
for cunaniol (1) and 53.79 min for one unidentified substance, which is majority in the last
fraction. There cunaniol the presence of acetate was observed in this fraction. It was found by
gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) the cunaniol (1) with m / z 214
one (FM C14H1402) and another peak with retention time 53.79 min unidentified substance
relating to m / z 234 one therefore different from cunaniol acetate having m / z 256 one and
FM C16H1603. Such deals with the chemical analysis of the soil to see if there was an
influence of the soil and plant material under study, where it was found no influence between
them. The presence of cunaniol in cunambi sheets justifies the anesthetic activity produced in
fish during this work.

Keyword: Cunaniol, anesthetic, cunambi.
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1. INTRODUGAO

O Clibadium surinamense, pertencente a familia das Asteraceae ¢ popularmente
conhecido como cunambi sendo amplamente distribuido na regidio Amazonica do Brasil. E
uma planta que possui propriedades entorpecentes sendo dessa forma utilizada pela populagao
ribeirinha para facilitar a capturar dos peixes por causar a paralisia desses organismos.
Entretanto, as caracteristicas das provaveis substancias da planta que ocasionam o
comportamento dos peixes ¢ pouco estudado como anestésico em organismos aquaticos,
sendo que o estudo dessa planta poderdo dar subsidios para que futuramente possa ser
utilizada como anestésico para organismos aquaticos. Dessa forma o objetivo deste estudo foi
identificar a presenga das substancias majoritarias no extrato aquoso das folhas de cunambi
responsaveis pelos provaveis efeitos entorpecentes em tambaqui, utilizados em ensaios

biologicos paralelos a esse estudo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO DE EXTRATOS DAS FOLHAS DE Clibadium surinamense L.

As folhas frescas (10 Kg) foram limpas e secas em estufa com ventilagdo for¢ada em
temperatura de 40 + 5° °C por trés dias, e posteriormente trituradas manualmente em pedacos
menores para a obtencao de 5 kg de folha seca.

As folhas secas de cunambi (5g) foram trituradas manualmente e transferidas para um
frasco de Erlenmayer de 250 ml contendo 100 ml de 4gua destilada. O frasco foi agitado
manualmente por diversas vezes durante 45 min. Apos esse tempo, o material foi filtrado em
papel de filtro e o filtrado foi extraido 2x com acetato de etila (AcOEt), com 40 ml pra cada
extra¢do. Os dois extratos de acetato de etila foram combinados, secados com NaxSO4 anidro
para eliminar tracos de agua, filtrado e concentrado sob pressao reduzida (vacuo) em
evaporador rotativo, fornecendo a Fracdo Acetato de Etila Concentrada. A fase aquosa foi
liofilizada fornecendo a Fragdo Aquosa Liofilizada. O esquema da Figura 3 ilustra o

procedimento.
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Figura 3- Fluxograma da obtengado de extratos de cunambi, Clibadium surinamense L.
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2.2 OBTENCAO DOS ESPECTROS DE MASSAS POR CG-EM

A fracdo acetato de etila concentrada e a fracdo aquosa liofilizada foram analisados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) para identificagdo de
substancias presentes nesses materiais. Foi utilizado um cromatografico modelo HP 5890B
SERIES 11, acoplado a um espectrometro de massas modelo HP-5971 equipado com uma

coluna capilar de silica fundida J & W Scientific DB5 (30 m x 0,25 pm). As temperaturas do
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injetor e detector foram respectivamente 290°C e 285°C. O gas de arraste usado foi hélio com
vazdo de 1 mL/min e o programa de temperatura da coluna foi 40°C (1 minuto) ate 220°C a
4°C/min; 220°C (0 minuto) até¢ 280°C a 20°C/min. Os espectros de massas foram obtidos com

impacto eletronico de 70 e V, 0,84 scan/sec de m/z 40 a 550 u.m.a.

2.3 ANALISE QUIMICA DO SOLO

Para verificar a influéncia entre o solo e o material botanico em estudo foi realizada a
analise quimica do solo. Dessa forma, o solo foi coletado de 0 a 20 cm de profundidade com o
auxilio de um trado segundo Silva (2003), sendo tomadas trés sub- areas, totalizando trés
amostras em torno da 4rea plantada da espécie em estudo. As amostras foram
homogeneizadas e acondicionadas em sacos plasticos para a posterior analise no laboratério
de Quimica do solo da Universidade Federal Rural da Amazodnia.

As determinacdes das propriedades quimicas do solo foram feitas em amostras de
TFSA de acordo com Embrapa (1979), para: pH [(em H2O e em solugdo de KCI 1 mol L"!
(1:2,5)]; matéria organica (MO), método de Walkley-Black, N total (N), pelo método de
Kjeldahl; fésforo disponivel (P), potassio (K) e sddio (Na) trocaveis, usando o extrator
Mehlich 1; e bases trocaveis (Ca, Mg) e aluminio trocavel, usando como extrator o KCI 1 mol
L.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. ANALISE DOS ESPECTROS DE MASSAS OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA
GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-EM)

Quilliam e Stables (1968) estudaram a agdo de extratos das partes aéreas de C.
surinamense L sobre peixes das espécies Carassius auratus (goldfish) e Lebistes reticukates
(guppies) e observaram que os efeitos da planta eram devidos ao cunaniol (1) e ao cunaniol

acetato (2), Figura 9, sendo que a maior atividade foi devida ao cunaniol.

Figura 9- Estruturas quimicas do cunaniol (1) e do acetato de cunaniol (2).
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Foram realizadas andlises por Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) a partir de extratos aquosos das folhas de cunambi para observar a presenga
do cunaniol (1) e do cunaniol acetato (2) nas folhas de cunambi utilizadas neste trabalho.
Deste modo, a fracdo acetato de etila concentrada e a fragdo aquosa liofilizada obtidas da
extragdo das folhas de cunambi (Figura 3) foram analisadas por CG-EM nas condigdes
indicadas no item 2.4.

O cromatograma da fracdo aquosa liofilizada ndo apresentou a presenga das
substancias cunaniol e cunaiol acetato, indicando que essas substancias foram eficientemente
extraidas com acetato de etila para a fracdo acetato de etila, conforme procedimento mostrado
no fluxograma da figura 3.

De acordo com a interpretagao do cromatograma da fragao acetato de etila concentrada
(Figura 9), foram verificados dois picos principais, com tempo de retencao de 52,66 para o
cunaniol (1) e de 53,79 min para uma substincia ndo identificada, sendo esta ultima
majoritaria na fracdo. Nao foi observada a presenga de cunaniol acetato nessa fracdo.
Entretanto nas condi¢des de andlise no extrato Acetato de etila (observadas a partir da
cromatografia da figura 9 e das areas dos picos) apresenta as seguintes porcentagens para os
componentes majoritarios: TR 52,66 (28,71%) referente ao cunaniol (m/z 214) e TR 53,79
(56,18%) referente a substancia nao identificada.

Neste trabalho ndo foi detectada a presenga do cunaniol acetato e isso talvez possa ser
explicado em fungdo da sazonalidade que possa ter influenciado a presenca dessa substancia
nas folhas da planta. Um estudo futuro de sazonalidade com monitoramento da produgao do
cunaniol (1) e do cunaniol acetato (2) nas folhas de C. surinamense L ¢ de grande
importancia.

O espectro de massas da Figura 10 ¢ referente ao pico com tempo de retencao de 52,66
min., que ¢ devido ao cunaniol (1) com m/z 214 u.m.a, ou seja, FM Ci4H140,. O espectro de
massas da Figura 11 ¢ referente ao pico com tempo de retengdo de 53,79 min., que ¢ devido a
uma substancia ndo identificada de m/z 234 u.m.a, portanto, diferente do cunaniol acetato que
tem m/z 256 u.m.a. e FM CisH1605.

A presenca do cunaniol nas folhas de cunambi justifica a atividade anestésica
produzida nos peixes durante a realizagdo deste trabalho. No entanto, sugere- se outros
estudos com o isolamento do principio ativo cunaniol para a comparagdo da atividade
anestésica dos peixes durante o transporte, assim como a elucidagdo estrutural da substancia
ndo identificada, e realizacdo de ensaios bioldgicos com essa substdncia, como forma de

averiguar sua atividade fisioldgica nos organismos testados.
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Figura 9- Cromatograma da fragdo acetato de etila concentrada obtida das folhas da espécie Clibadium

surinamense L.
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Figura 10- Espectro de massas do pico em 52,66 min referente ao cunaniol (m/z 214 u.m.a) presente na frag@o

acetato de etila concentrada da espécie Clibadium surinamense L.
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Figura 11- Espectro de massas do pico 53,79 min. Referente a substancia ndo- identificada (m/z 234 u.m.a)
presente na fragdo acetato de etila concentrada da espécie Clibadium surinamense L.
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3.2. ANALISE QUIMICA DO SOLO

Com relagdo aos resultados encontrados da anélise quimica do solo, apresentados na
Tabela 3 os valores de pH em 4gua variaram de médio a elevado, caracterizando uma acidez
elevada do solo.

Os solos das trés areas apresentaram acidez média a elevada (o que implica para a
planta) (Tomé Jr., 1997) com valor pH minimo de 5,0 e méximo de 5,5. Estes valores sdo
frequentemente verificados em solos de elevado grau de intemperismo, como os solos da
Amazonia, devido a lixiviagdo das bases, mineralogia da argila e altas disponibilidades de
elementos de carater 4cido como o Al e Mn™ no solo. Silva et al. (2006) ao analisarem
amostras de Latossolo Amarelo em Marituba-Pa verificaram valores que variaram 4,4 a 5,7
em diferentes sistemas de uso do solo.

Provavelmente a pratica da queima tenha elevado temporariamente esses valores de
pH. De acordo com Batista et al (1997), o pH do solo ¢ elevado temporariamente dependendo
da quantidade de cinzas liberadas, do pH original do solo, da composi¢ao da cinza. Os valores
de pH em KCIl apresentaram valores baixos, caracterizando solos extremamente

intemperizados.
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TABELA 3- Atributos quimicos de um Latossolo Amarelo sob diferentes tipos de cobertura do vegetal, na

profundidade de 0-20 cm, do municipio de Acara (PA). Média de trés repetigdes.

Area pH MO Pdisp K Ca Mg Al H+A CTCef CTC A%

1 pH7

H, KCL gk mg/dm cmole.dm™ de TFSA % ---

0 g P e --

52 44 40, 2,7 0,1 33 0,7 02 833 4,51 12,61 339 5,1

4 6 6 6 3

50 42 36, 5,9 0,1 25 05 04 7,66 3,70 10,94 30,0 114

5 7 2 9 2

55 4,7 33, 5,0 0,1 29 08 02 7,72 4,18 11,67 33,8 5,5

3 7 4 4 3
Are pH M Pdisp K Ca Mg Al H+A CTCef CTC V m
a 0] 1 pH7
H, KC gk mgd cmolc.dm™ de TFSA % --

O L g m —

1 52 44 40, 2,7 01 33 0,7 02 3833 4,51 12,61 33, 5,1

4 6 6 6 3 9
2 50 42 36, 59 01 25 05 04 7066 3,770 1094 30, 11,
5 7 2 9 2 0 4
3 55 47 33, 50 01 29 08 02 7,772 4,18 11,67 33, 5,5
3 7 4 4 3 8

CTCef: Capacidade de troca de Cations efetiva CTC: Capacidade de troca de Cations; V: Percentagem de

saturacdo por bases; m: Percentagem de Saturagdo por Aluminio.

Os teores de matéria organica encontrados nas amostras de solo apresentaram minimo
de 33,3 e maximo de 40,4 mg dm™, fato que pode estar relacionado a diferenca entre as 4reas,
entretanto, todas foram classificadas como altos, de acordo com Tomé Jr (1997). Um alto
conteudo de matéria organica no solo pode ser importante fonte de nutrientes para as culturas
e um bom indicativo de qualidade microbiolégica (Vasconcelos et al., 2012). Os mesmos
autores encontraram teores médios de 10,9 nas camadas 0-20 cm de profundidade em um
Argissolo Amarelo localizado no nordeste paraense.

Os teores de fosforo apresentaram minimo de 2,7 e maximo de 5,9 mg dm™, sendo

todos classificados baixos por Cravo et al. (2010). Silva et al. (2005) encontraram em um
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Latossolo Amarelo sob floresta teores médios de fosforo extraivel por Melich-1 de 4,3 mg
dm?, semelhantes aos encontrados no presente estudo. Esses baixos teores sio comuns em
solos de elevado grau de intemperismo que apresentam grande capacidade de fixacdo de
fosforo pelos 6xidos e hidroxidos de ferro e aluminio, fator que reduz a disponibilidade para
as plantas (NOVAIS et al., 2007).

Os teores de aluminio trocdvel no solo apresentaram valores minimos de 0,23 e 0,42
cmol. dm™ e foram classificados, respectivamente, como baixo e médio segundo Cravo et al.
(2010). Vasconcelos et al. (2012) encontraram valores médios de 0,35 cmol. dm™ em solos do
nordeste paraense, proximos aos encontrados no presente estudo. Os baixos teores de
aluminio podem estar associados ao alto conteido de matéria organica, que disponibilizam
bases ao solo e bloqueiam os sitios de adsor¢do deste elemento nas arestas das argilas
silicatadas.

A CTC efetiva do solo apresentou valores minimos de 3,7 e maximos de 4,51 cmolc
dm? e a pH7 apresentou valores minimos de 10,94 ¢ 12,61 cmol. dm™. O efeito da matéria
organica no solo ao ser mineralizada fornece cargas negativas ao solo, aumentando a
capacidade de troca de cations. Vasconcelos et al. (2012) encontraram valores de CTC efetiva
de 2,52 cmol. dm™ e CTC pH7 de 8,37 cmol. dm™, menores do que na presente amostra.

A porcentagem de saturacdo por bases no solo apresentaram minimo de 30 e méximo
de 33,9 %, sendo classificados como solos distréficos por EMBRAPA (2006) e Tomé Jr.
(1997), concluindo-se que sdo de baixa fertilidade. Mesmo com o elevado teor de matéria
organica, o fornecimento de cations basicos pela mineralizagdo da matéria organica nao ¢
suficiente para permitir um elevado grau de saturagdo por bases, como por exemplo, acima de
50%, devido principalmente, a elevada acdo dos agentes de intemperismo tipicos na regido
amazonica. A soma de bases nos solos avaliados apresentou teores minimos de 3,28 e
méximos de 4,28 cmol. dm™. Silva et al. (2006) ao estudarem propriedades quimicas de um
Latossolo Amarelo no nordeste paraense, sob pastagem abandonada, encontraram valores de

soma de bases de 3,1 cmol. dm™ semelhantes as presentes areas.

4. CONCLUSOES
e Foram encontradas duas substancia majoritarias (Cunaniol e substancia nao
identificada) a partir da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM), onde provavelmente a presenga do cunaniol justifique a resposta anestésica

dos peixes.
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e A analise quimica do solo demonstrou nao haver influencia entre o solo ¢ o material

botanico em estudo.
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Artigo 2 Eficédcia do cunambi, Clibadium surinamense linn, como anestésico para alevinos de

tambaqui, colossoma macropomum, cuvier1818 (pisces, characidae), durante o transporte.
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RESUMO

Os anestésicos sdo substancias bastante utilizadas na aquicultura para minimizar as
perdas durante o manuseio e transporte de peixes. Este trabalho tem como objetivo avaliar a
eficiéncia do cunambi, clibadium surinamense L como anestésico para alevinos de tambaqui,
Colossoma macropomum durante o transporte. Para tanto, os alevinos foram expostos a teste
experimentais, onde foram submetidos individualmente a diferentes concentragdes (1, 2, 3 e
4 ml/l) do extrato aquoso de cunambi em aquarios com capacidade para 3L, durante 10
minutos para avaliacao da dose ideal para o transporte de 12 horas, dais quais foram retiradas
1 e 2 ml/l para a simulagdo do transporte. A recuperacdo foi conduzida em um aqudrio,
contendo 2 litros de agua livre de anestésico, com aeracdo constante e aferido o tempo de
recuperagdo. Apds a exposicdo ao anestésico foi monitorada a mortalidade e a qualidade de
agua em cada um dos 24 aquarios. De acordo, com os dados encontrados nao houve diferenca
significativa entre as concentragdes para o tempo de inducio, demonstrando que o tempo de
inducdo do extrato aquoso de cunambi ¢ semelhante estatisticamente para todas as
concentracgoes testadas, entretanto para o tempo de recuperacao houve diferenga significativa
entre as concentragdes testadas. Para simular as condi¢des usuais de transporte na piscicultura
comercial foram utilizados sacos plasticos supridos com 10L de dgua preenchidos com gas
oxigénio, onde foram submetidos as concentragdes testes de 1ml/l e 2ml/l de extrato aquoso
da planta. Ap6s a simulacdo do transporte, constatou-se que a concentragdo de lml/l ¢
significativa para diminuir a mortalidade dos alevinos de tambaqui durante o transporte de 12
horas de duragao.

Palavras-chave: Anestesia, estresse, piscicultura.



35

ABSTRACT

The anesthetics are substances widely used in aquaculture to minimize losses during handling
and transportation of fish. This study aims to evaluate the cunambi efficiency, Clibadium
Surinamese L as an anesthetic to fry tambaqui, Colossoma macropomum during transport. To
do so, the fry were exposed to experimental test, which were submitted individually to
different concentrations (1, 2, 3 and 4 ml / 1) of the aqueous extract of cunambi in aquariums
with a capacity of 3L, for 10 minutes to evaluate the optimal dose for the transport of 12
hours, which were removed dais 1 to 2 ml / | to simulate transport. The recovery was
conducted in a tank containing 2 liters of anesthetic free water, measured with constant
aeration and recovery time. After exposure to the anesthetic mortality was monitored and the
water quality in each of 24 aquaria. In accordance with the data found no significant
difference between the concentrations for the induction time, demonstrating that the time of
the aqueous extract of cunambi induction is statistically similar for all tested concentrations,
however to the recovery time was no significant difference between the concentrations tested.
To simulate the usual conditions of transport in commercial fish farming were used plastic
bags supplied with 10L of water filled with oxygen gas, where they underwent the test
concentrations of 1 ml /1 and 2 ml /1 aqueous plant extract. After the simulation of transport,
it was found that the concentration of Iml / | is significant to reduce mortality of the fry

tambaqui during transport of 12 hours duration.

Keywords: Anesthesia, stress, fish farming.
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1- INTRODUCAO

Em piscigranjas, os peixes estdo frequentemente expostos a grandes periodos de
estresses ocasionados pela pratica de manejos, dentre os quais a biometria, € o transporte de
peixes vivos. O transporte de peixes vivos em pisciculturas ¢ hoje uma pratica bastante
empregada. No entanto, essa técnica ¢ apontada como um dos principais fatores que
ocasionam o estresse em peixes, levando a maioria dos peixes a morte, causando assim,
elevados custos aos produtores.

Dentre os peixes cultivados o tambaqui, Colossoma macropomum, ¢ uma das espécies
que mais chama atenc¢do nesse sentido, destaca-se por ser uma espécie bastante utilizada em
cultivos sendo exposta a diferentes técnicas de manejo e transporte. Contudo, durante o
transporte € manejo mostram comportamento bastante agitado, o que provoca ferimentos e
perda de escamas, doengas e mortalidade em decorréncia dessas praticas comuns na
aquicultura (KUBTIZA, 1997). Deste modo, os anestésicos surgem como alternativa para
diminuir os estresses causados por essas praticas.

Atualmente as substancias sintéticas minimizadoras de estresses possuem carater
oneroso a exemplo do MS-222, a quinaldina e o 2-fenoxietanol, o que dificulta sua aquisi¢ao
por pequenos proprietarios. Entretanto apenas o MS-222 ¢ regulamentado para a utilizacdo em
pisciculturas.

O uso de substancias naturais produzidas no Brasil para diminuir esses estresses em
peixes, estad sendo alvo de diversas pesquisas, tais como o 6leo de Cravo e o mentol (Mentha
arvensis L.). Entretanto, dados referentes ao comportamento de alevinos de tambaqui
expostos a anestésico de carater natural com plantas endémicas na regido Norte do Para, sdo
de extrema importancia para o manejo desses animais e o crescimento da piscicultura a nivel
regional e nacional a baixo custo. De acordo com Mello (2010), a escolha de um anestésico
esta relacionada com o preco, disponibilidade no mercado, eficiéncia, finalidade de uso e o
destino do animal apds a aplicagdo da droga.

O Clibadium surinamense L, popularmente conhecido como cunambi, ¢ uma planta
utilizada pela populagdo ribeirinha da regido amazonica na pesca predatoria devido a suas
propriedades ictiotoxicas (COSTA et al. 2006) bem como, facilitando a captura de peixes
(CORREA, 1984). O cunambi surge como uma alternativa eficaz para minimizar o estresse
durante o transporte. No entanto, estudos referentes a esta planta como anestésicos durante o
transporte, sao inexistentes na literatura. Dessa forma, tem como objetivo avaliar a eficacia do

extrato aquoso do cunambi como anestésico para alevinos de tambaqui durante o transporte.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.LOCAL DE EXPERIMENTACAO
O experimento foi conduzido no Laboratorio de Aquicultura Tropical da Universidade

Federal Rural da Amazénia (UFRA), Belém, Par4, no periodo de maio a junho de 2012.

2.2 MATERIAL BIOLOGICO E ACLIMATACAO

Foram utilizados 696 alevinos de tambaqui com comprimento médio total de 3,2 +
0,91cm, pesando em média 0,71 £ 0,70 g (DP), provenientes da Estacdo de Piscicultura da
SEPA(q (Secretaria de Estado de Pesca e Aquicultura) localizada no municipio de Terra Alta,
no Estado do Para.

Os alevinos foram aclimatados em caixa circulares de fibra (150L) (Figura 2) em um
sistema de circulagdo fechado, com aeragdo constante por um periodo de 72 horas. Durante a
aclimatagdo, os peixes foram alimentados, até a saciedade aparente, em duas refeigdes diarias
com ra¢do comercial de 45% de proteina bruta para peixes onivoros. Vinte e quatro horas
antes do inicio do experimento a alimentagdo foi suspensa, uma vez que a alimentacdo

interfere na a¢ao do farmaco (BROWN, 1993).

Figura 2- Aclimatacdo dos alevinos de tambaqui

Fonte: Valéria Santos
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2.3. COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO
A coleta do material botanico foi realizada na cidade do Acara/Para, em area de terra
firme. A identificagcdo ¢ classificacdo do material botanico foi realizada no Laboratorio de
Botanica- Herbario do Museu Paraense Emilio Goeldi, municipio de Belém/ PA pelo
professor Dr. Elielson Rocha, taxonomista vegetal do Museu Paraense Emilio Goeldi.
Estando uma exsicata depositada no Herbario da instituicdo Museu Paraense Emilio Goeldi,
sob o numero de MG N° 26804, obedecendo ao protocolo de coleta reconhecido

internacionalmente (GREUTER, 1998).

2.4. PREPARO DO EXTRATO AQUOSO DE Clibadium surinamense Linn.

As folhas de Cunambi foram lavadas com agua corrente e em seguida, depositadas em
papel toalha. Posteriormente as folhas foram cortadas com tesoura para a obtencao de pedagos
pequenos e pesadas 5g do material botanico. Em seguida as folhas foram maceradas em
cadinho de porcelana com 10 ml de dgua para cada 5g de folha cortada e apos, filtradas com
filtro de papel comum (Figura 4). O extrato aquoso obtido foi imediatamente utilizado nos
aquarios experimentais com dimensdes de 25 cm de comprimento, 10 cm de largura e 15 cm

de altura, com aeracao constante.

Figura 4- Etapas de preparagdo do extrato aquoso de cunambi, C. surinamense L. A: folhas cortadas; B:
maceracdo das folhas; C: Filtracdo do material botanico; D: extrato aquoso de cumanbi.

Fonte: Valéria Santos
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2.5. TESTE EXPERIMENTAL DA ACAO ANESTESICA DO CUNAMBI (TEMPO DE

INDUCAO E RECUPERACAO)

Na primeira série de testes foi avaliado o efeito do extrato aquoso de cunambi sobre a
inducdo ao efeito anestésica do tambaqui. Os peixes (n=4 para cada concentragdao) foram
individualmente expostos a concentragdes de 1, 2, 3, e 4 ml/l de extrato aquoso de cunambi e
um controle, por dez minutos. Dais quais foram retiradas duas concentragdes (1 e 2ml/l) para
a simulagdo do transporte (Figura 5). Os tratamentos apresentaram seis réplicas cada um.
Durante a exposi¢do foram observados os diferentes estdgios de inducdo a anestesia,

conforme os critérios propostos por Ross & Ross (2008) a seguir:

Figura 5- Teste experimental dos alevinos de tambaqui.

Fonte Valéria Santos

Tabela 1. Estagios de anestesia em peixes.*

Estagios Descrigao Comportamento

0 Normal Reativos a estimulos externos; batimentos

operculares normais; reagdo muscular normal.

1 Sedacéo leve Natagdo Agitada, aumento movimento

Opercular, reativo a est. Externos.

2 Sedagdo profunda Perda parcial equilibrio e tonus muscular,

queda do movimento Opercular

3 Anestesia profunda Perda total equilibrio e tonus muscular,

Batimento. Opercular. Lento

4 Colapso medular Parada da ventilagdo e morte eventual.

* Modificada de Ross & Ross 2008.
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Apos esse periodo, os peixes foram removidos da solu¢do anestésica para aquarios de
mesma medida, contendo 3L de 4gua e aeracdo constante, para o monitoramento da
recuperagdo. Apds a recuperacao, todos os individuos foram monitorados por 96h para
observagcdao do numero de individuos mortos e posterior analise da concentracdo ideal. O
tempo necessario para atingir cada estagio foi aferido com auxilio de um crondémetro digital.
O peixe foi considerado recuperado ao retorno de seu equilibrio normal e com sua natagao

ativa, sendo o tempo necessario para a recuperacao novamente aferido.

2.6. SIMULACAO DO TRANSPORTE

Nesta etapa os peixes foram transportados em sistema fechado (Figura 6) das 8:00 as
20:00 h em sacos plasticos de 50 x 85 cm supridos com 10L de dgua nas concentragdes de 1 e
2 ml/l de extrato aquoso de cunambi. Os sacos plasticos foram preenchidos com gas oxigénio
e lacrados de acordo com os procedimentos usuais do transporte de peixes adotados no Brasil.
A densidade de peixes nas embalagens foi de 50 peixes/L, conforme sugerido por Gomes
(2003). Apos o tempo do transporte os peixes foram transferidos e liberados individualmente
em grupos, de acordo com cada concentracdo em aquarios de 45x30x25, contendo 20L de
agua com aeracdo constante sem a adi¢do de extrato aquoso das folhas em estudo, em sistema
de circulagdo fechada de 4gua para a observacdo do niimero de mortos conforme as
recomendacdes de Nomura (2008). Nesse periodo os alevinos foram normalmente
alimentados duas vezes por dia com racdo comercial com 45% de PB para peixes onivoros. O
oxigénio dissolvido (mg/L), temperatura (°C), pH e condutividade (uS/cm) foram aferidos
antes e apoOs a simulagdo do transporte, com o auxilio da sonda multipardmetros da marca

HANNA modelo HI9828.
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Figura 6- Simulaga
P =

o do Transporte dos alevinos de tambaqui expostos ao anestésico.

Fonte: Valéria Santos

2.7. ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica de cada tratamento (quatro tratamentos e seis repeticdes)
analisado, a média dos tempos de inducdo e recuperagdo encontrados, em cada ensaio, foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA) e quando significativo, foi aplicado o teste de
compara¢do de médias de Tukey a 5% de probabilidade. Para identificacdo da concentragdo
ideal para o transporte, recorreu-se ao teste Student- Newman-Keuls (SNK), para a
comparacao das médias de cada concentracao do extrato aquoso utilizado. Todas as analises

foram realizadas utilizando o programa Past 2.17b.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3. 1 Tempo de indugdo e Recuperagdo dos alevinos de tambaqui
No ensaio experimental observou-se que os alevinos expostos ao extrato aquoso de
cunambi, apresentaram os seguintes comportamentos: quadro de agitagdo caracterizada pela
natacdo agitada contra a parede do aquario, aumento do batimento opercular, perda do
equilibrio com o ventre voltado para o lado, diminui¢ao dos movimentos operculares e longos
eventos de natagdo erratica, caracterizando a perda total do equilibrio. A medida que ocorria
aumento do nivel das concentracdes, as respostas comportamentais eram mais evidentes.
Apenas para o comportamento os resultados foram semelhantes aos encontrados por
Quilliam e Stables (1968), que observaram quadro de agitagdo hiperatividade seguida de

paralisacao e morte durante a exposicdo ao mesmo género Clibadium sylvestre. No entanto,



42

neste referido trabalho, ndo foi observado a morte dos individuos durante a exposi¢do ao
extrato aquoso de cunambi em todas as concentragdes testadas. Segundo os mesmos autores
esse quadro pode estar associado a agdo icitiotoxica do cunaniol, principio ativo presente nas
folhas do cunambi que atua no sistema nervoso central, inibindo o sistema GABA (Acido
Gam - Aminobutirico). De acordo com Iggo & klemm (1996), o sistema GABA ¢ o principal
neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central, pois este causa anestesia e redugao dos
movimentos respiratorios e dos batimentos cardiacos.

Vidal et al. (2006) utilizando o eugenol (6leo de cravo) em juvenis de pintado,
Pseudoplatystoma corruscans também observaram hiperatividade ao primeiro contato com o
anestésico. O mesmo quadro de hiperatividade foi observado em juvenis de piavucu,
Leporinus macrocephalus ao serem submetidos ao 6leo de cravo (Vidal et al., 2007). Assim
como, Grush et al (2004) descreveram o mesmo comportamento em exemplares de Dani rerio
ao primeiro contato com o 6leo de cravo. Segundo Mylonas (2005), esse comportamento esta
diretamente relacionado ao o6leo de cravo, uma vez que exemplares de dourada (Sparus
aurata) e robalo europeu (Dicentrarchus labrax) foram expostos ao solvente etanol contido
na dilui¢ao do anestésico e os mesmos ndo apresentaram reacoes adversas a solugdo de etanol.
Munday e Wilson (1997), realizando estudos comparativos entre o 6leo de cravo (eugenol),
MS-222, quinaldina, benzocaina e 2-fenoxietanol, observaram reagdes menos intensa com a
utilizagdo do eugenol. De acordo com Collins (1985), o primeiro comportamento observado
em peixes submetidos a anestesia geral € a agitagao.

Nao houve diferenca significativa entre as concentragdes para o tempo de indugdo
(tabela 2), demonstrando que o tempo de inducdo do extrato aquoso de cunambi ¢ semelhante
estatisticamente para todas as concentracdes testadas. Faganha e Gomes (2005) estudando a
eficacia do mentol em tambaqui encontraram padrao de influéncia na indugdo anestésica
semelhante ao do cunambi. Do mesmo modo que Inoe et al (2003), relataram ndo haver
diferenca significativa entre o tempo de inducdo e concentragdes a partir de 40mg L' em
estudo com diferentes concentragdes (18, 20, 30, 40 e 60 mg L) de 6leo de cravo para
juvenis de matrixa (Brycon cephalus).

Hisano et al (2008), utilizando o 6leo de cravo (20, 30, 40, 50 e 60 mg L) para
dourado, Salminus brasiliensis verificaram diferenca estatistica entre o tempo de inducdo e as
concentracdes de 20, 30, 40 e 60 mg L-1. Assim como Vidal et al. (2006) e Okamoto et al
(2009) relataram resultados semelhantes entre o aumento da concentracdo e o tempo de
inducgdo ao anestésico. Neste estudo, observou-se que o extrato aquoso de cunambi provocou

perda de equilibrio e diminuicdo dos movimentos operculares dos individuos a partir da
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concentragdo de 3ml/l. Da mesma forma que Facanha e Gomes (2005), relataram
comportamento semelhante em tambaquis expostos ao mentol na concentra¢io de 150 mg L
De acordo com Roubach e Gomes (2001) cada tipo de anestésico exigem concentracdes
distintas para atingir o estagio de anestesia desejado.

Para o tempo de recuperagdo houve diferenca significativa entre as concentragdes,
onde se verificou que aumentando a concentracdo anestésica, aumenta-se o tempo de
recuperagdo. De acordo com Gomes et al (2001), o tempo de recuperagdo dos juvenis de
tambaqui ¢ influenciado pelo tempo de exposicdo ao anestésico. Segundo Massone (1999) e
Ross e Ross (2009), o aumento do tempo de exposi¢do ao fArmaco ou uma maior quantidade
dos elementos a ser metabolizados, leva a um aumento do tempo de recuperacdo dos
individuos. Assim como ao observado neste trabalho, peixes que algcaram os maiores estagios
de anestesia apresentaram os maiores tempos de recuperacao, indicando uma relagdo direta
entre o tempo de exposi¢cdo e o tempo de recuperagdo. Resultados semelhantes ao deste
trabalho foi observado por Park et al. (2009) para anestesiar Oplegnathus fasciatus, com 6leo
de cravo, onde observaram diferenga estatistica para o tempo de recuperacdo em todas as
concentragoes testadas.

Diferente desses resultados Faganha e Gomes (2005), acompanhando a agdo anestésica
do Mentol para tambaquis, verificaram que a recuperagao foi significativamente mais demorada
para as menores concentragdes testadas. Vidal et al. (2007) avaliando a influéncia do peso de
matrinxad e tambaqui expostos a acdo anestésica do eugenol constataram nao haver diferenca
significativa tanto para a indu¢do quanto para a recupera¢do. Com relacdo a mortalidade,
pode-se observar um aumento gradativo do numero de peixes mortos com o aumento da
concentracdo do extrato aquoso de cunambi. No controle ndo foi registrada nenhuma morte
durante a toda fase experimental.

Os alevinos de tambaqui ndo alcangaram todos os estdgios propostos na tabela 1. Os
dados mostram que as concentracdes 1 ml/l e 2ml/l obtiveram os menores tempos de
recuperagao em relacdo as demais concentragdes. Provavelmente, esse fato ocorreu devido os
peixes alcangarem somente o estdgio 1 nas concentracdes 1ml/l e 2ml/l. Nas maiores
concentragdes 3ml/l e 4ml/l os peixes alcancaram os maiores tempos de recuperagdao devido
0s mesmo atingirem os estagios 2 e 3, respectivamente. Observou-se que quanto menor a
concentracdo do anestésico maior sera o tempo de inducdo e menores serdo os tempos de
recuperagdo e os estagios alcancados pelos peixes. Os estdgios mencionados encontram-se na
tabela 1. Os dados médios referentes ao tempo de indugdo e recuperacdo e mortalidade estdo

na tabela 2 a seguir:
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Tabela 2 Média dos tempos de indugdo, recuperacdo anestésica e mortalidade dos alevinos de tambaqui durante
o ensaio experimental. Letras distintas nas colunas indicam diferengas estatisticamente significativas entre os
tempos de amostragem pelo teste de Tukey (p > 0,05).

TI TR N° de Individuos mortos

Concentracoes (ml/l)

(minuto) (minuto) | 24hrs | 48hrs | 72hrs | 96hrs
1 6,18 3,37a 0 0 1 1
2 7,03% 5,19b 0 0 1 2
3 7,32% 9,05¢ 0 0 1 1
4 6,92% 9,25d 2 1 3 0

*TT tempo de inducdo; TR tempo de indugao.

Durante o transporte nao foi observado mudanca de coloracdo nos alevinos de
tambaqui submetidos ao extrato aquoso de cunambi, resultado contrario foi verificado por
Bizarro (2011), que observou coloracdo mais escura em Tildpias do Nilo submetidas ao
transporte em contato com o eugenol. Esses resultados indicam que o extrato aquoso de
cunambi ndo interfere na coloragdo natural dos peixes.

De acordo com a Figura 7 abaixo, foi observada a morte dos individuos em diferentes
periodos em todas as concentragdes testadas, apos a inducdo anestésica do extrato aquoso de
cunambi no periodo experimental. A taxa de mortalidade foi 0% nas concentracdes 1, 2 e 3
ml/l, nas primeiras 48 horas. Entretanto, na concentragdo 4ml/l observou-se a ocorréncia da
mortalidade nos periodos de 24 a 72 horas, porém nao foi observado a morte dos peixes no
periodo de 96 horas. Verificou-se um maior percentual de mortalidade na maior concentragao.
Waterstrat (1999), utilizando outro anestésico em bagre do canal, Ictalurus punctatus,
também descreveu mortalidade de 50% dos individuos na concentragdo mais alta de eugenol
(300 mg/L!") e apenas 16,7% de mortalidade na menor concentragdo (100 mg L). Vidal et
al., 2006 utilizando diferentes concentragdes (25, 50, 75 e 100 mg/L") de eugenol em pintado,
Pseudoplatystoma corruscans observaram sobrevivéncia de 83,3% dos individuos expostos
ao anestésico.

Para o tempo de 72 horas foi observado similar porcentagem de mortalidade dos
alevinos de tambaqui em todas as concentragdes testes, provavelmente nesse periodo ocorra
um valor critico de estresse, a partir do qual ocorre a morte dos individuos. De acordo com
King, et al. (2005), a resisténcia e tolerancia aos anestésicos variam de individuo para
individuo, podendo diferentes espécies diferirem muito quanto a utilizagdo de determinado

anestésico.
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Figura 7 Percentual de mortalidade durante o periodo experimental de alevinos de tambaqui.

Cl(ml/L) C2 (ml/L) C3 (ml/L) C4 (ml/L)
24 horas 0% 0% 0% 20%
48 horas 0% 0% 0% 10%
72 horas 10% 10% 10% 30%
96 horas 20% 0% 10% 0%

3.2 SIMULACAO DE TRANSPORTE DOS ALEVINOS DE TAMBAQUI SUBMETIDOS
AO EXTRATO AQUOSO DE CUNAMBI

Nao houve mortalidade imediata durante o periodo de transporte em ambos os
tratamentos avaliados. Entretanto, apds o transporte, a mortalidade foi maior (7,16 = 4,95
individuos) na concentragdo 2 ml/l do que na concentragao 1ml/l (2,83 + 2,32 individuos)

(Figura 8).

Figura 8 Numero de individuos mortos apds o transporte de doze (12) horas com extrato aquoso de cunambi.

N° de individuos mortos
Q

O extrato aquoso de cunambi mostrou-se eficaz de acordo com o teste t, para a
anestesia de tambaqui, sendo a concentracdo de 1m/l suficiente para a indugdo anestésica de
alevinos para o transporte com tempo de 12 horas de duragdo. Uma vez que induz a uma leva
sedacdo, marcada por movimentos lentos aos estimulos externos € uma menor taxa de
individuos mortos.

De acordo com Kubitza (1997), ao longo do transporte os anestésicos devem ser

usados em doses sedativas moderadas, ou seja, doses que nao fagam o peixe perder por
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completo o equilibrio, mas proporcione apenas uma leve redu¢do no batimento opercular e
faga com que os peixes apresentem pouca reacdo ao toque ou a estimulos visuais. Dessa
forma, os dados mostram que na concentragao 1ml/l, do extrato aquoso de cunambi ¢ eficaz
para minimizar a mortalidade de alevinos de tambaqui durante o transporte, de forma viavel e
segura. Contudo, ¢ necessario mais estudos para verificar a anestesia de peixes de diferentes
maturidades de forma segura, e sua eficicia em diversas concentragdes, assim como a dose
letal (DL) para varios niveis de toxidade acima do recomendado nesse trabalho. Esses dados
fornecem informacgdes para outros estudos relacionados ao cunambi, objetivando melhorar as
condig¢des de transporte dos alevinos de tambaqui.

Os mecanismos fisiologicos envolvidos na agdo anestésica do extrato aquoso de
cunambi na inducdo anestésica do tambaqui ainda ndo foram completamente entendidos,
assim como os efeitos toxicos resultantes da exposi¢ao € manuseio por periodos prolongados
ao cunambi. De acordo com Mascaro et al. (1998), peixes submetidos ao contato com o
principio ativo dessa planta por indios e caboclos brasileiros se apresenta apta ao consumo,
sem que sua carne ofereca risco algum de intoxi¢ao alimentar ao consumidor.

Os valores médios dos parametros fisico-quimicos da agua obtidos durante a
simulag¢do do transporte encontram-se na tabela 2. Os parametros de pH e temperatura estao
de acordo com os recomendados por Gomes (2003) para o transporte de tambaqui. No
entanto, o oxigénio dissolvido ndo estd de acordo com os recomendados pelo autor,
provavelmente os valores baixos podem estar relacionados a dgua, oriunda de poco artesiano.
Contudo Wurts (1995) observou algumas das vantagens da utilizacdo dos anestésicos, tais
como a redu¢do do metabolismo dos peixes, do estimulo visual, do consumo de oxigénio e
excrecdo de amodnia. Portanto, os baixos niveis de oxigénio dissolvido encontrados neste
trabalho provavelmente nao interferiram nos resultados obtidos.

Dentre os parametros de qualidade da agua, verificou-se que ao final do transporte a
variavel oxigénio dissolvido e pH foram significativamente alterados, apresentando leve
aumento em ambos 0s tratamentos em compara¢do ao controle, possivelmente o aumento do
pH tenha sido ocasionado pelo maior tempo em que o animal permanecia nessa agua sem
renovacao e assim o aumento de gas carbonico, quanto ao oxigénio o aumento poder estar
relacionado a influéncia do movimento mecanico durante o transporte. As demais varidveis
temperatura e condutividade ndo foram significativamente alteradas apds o transporte em
ambos os tratamentos avaliados.

De acordo com Vieira (2003), para espécies tropicais a dgua utilizada para o transporte

deve proporcionar a sobrevivéncia dos peixes transportados, estar de acordo com a densidade
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de animais transportados, ter o pH e temperatura adequadas livres de substancia quimicas
nocivas aos peixes. Segundo Pedrazinne et al. (2007), alguns fatores limitantes podem
influenciar antes, durante e ap6s transporte dos peixes, tais como tempo de deslocamento,
tipo de embalagem, captura, espera pelo transporte e o controle da qualidade da agua.
Verificou-se que a condutividade aumentou com o aumento da concentracdo do anestésico,
indicando a presenca de sais no extrato aquoso da planta em estudo. O resultado dos
parametros sugerem que o principal responsavel pela indugdo e sobrevivéncia dos alevinos de

tambaqui ¢ o extrato aquoso de cunambi.

Tabela 3 Valores médias do oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade e pH inicial e final das
concentragdes utilizadas no transporte. Letras distintas nas colunas indicam diferengas estatisticamente
significativas entre os tempos de amostragem pelo teste t student (p>0,05).

Concentra ODI ODF TF Cond. I Cond.F

ses @L) | @) | mgn | OO | coy | @sem) | usiemy | PHT | PHT

2,3+ | 2,75+0, | 25,62+ 26,38+ 0,019+0,0 | 5,22+ | 531+

1 ml 4862 | 054a 0a 032a | 0:017%0a 0la 0a | 0.16b
2.03+ | 28400 | 2562+ | 26,51+ 0024001 | 522+ | 538+

2 ml 4862 | 52a 0a 021a | 0:017%0a a 0a | 0.18b
Controle 2.3a 1,8b 27,6a 25,52b 0,17a 0,02* 522 a 4,8

* ODI: Oxigénio dissolvido inicial; ODF: Oxigénio dissolvido Final; TI:Temperatura Inicial; TF: Temperatura
Final; Cond. I: Condutividade Inicial; Cond.F: condutividade Final; pHI: ph inicial; pHF: pH Final.

4, CONCLUSAO

. A concentracdo de 1 ml/l de extrato aquoso de cunambi ¢ eficiente para diminuir a
maioria das respostas fisiologicas do estresse e mortalidade em tambaquis durante o
transporte de doze horas em sistema fechado. Sendo a imersao de 10 minutos foi suficiente
para sedar os peixes.

. Os parametros fisico- quimicos nao influenciaram no comportamento anestésico dos
peixes. Nao houve alteraciao consideravel dos pardmetros apos o transporte com a adi¢do do

extrato aquoso de cunambi na agua.
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Artigo 3 Indugao anestésica do extrato aquoso de cunambi, Clibadium surinamense linn para

a realizacdo de biometrias em tambaquis, colossoma macropomum
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RESUMO

Foi avaliada a eficiéncia do cunambi, Clibadium surinamense como anestésico durante
a biometria em juvenis de tambaqui. Para tanto foram avaliadas trés concentracdes de extrato
aquoso da planta (0,5, 1,5 e 2,5 ml/L). Foram expostos individualmente 3 peixes (17,24g +
14,01 e 9,18 £ 0,91cm) para cada tratamento e observados o tempo de indugdo e recuperagdo
anestésica. Apos o tempo de anestesia os peixes foram pesados em uma balanga analitica e
colocados aquarios livres da solugdao anestésica até retornarem a posicao normal de natagdo.
ApoOs a recuperagdo, todos os individuos foram monitorados por 96h para observacao do
nimero de individuos mortos e posterior analise da concentracdo ideal. A concentracdo de 0,5
ml/L foi o tratamento que necessitou de maior tempo para atingir o estagio de inducdo
desejado de sedacdo profunda (7,4 minutos), contudo houve diferenca significativa em relagao
as concentragoes de 1,5 e 2,5 ml/L. Entretanto, a concentracao de 0,5 ml/L ¢ a ideal para o
procedimento de biometria e breve manejo, pois apesar da demora em induzir o peixe aos
diferentes estagios de anestesia, provoca uma rapida recuperacao (8,62 minutos) em relagdo a
outros tratamentos 1,5 ml/L (16,6 minutos) e 2,5 ml/L (23,7 min). Os resultados obtidos
sugerem que a concentracdo ideal de extrato aquoso de cunambi para realizacdo de uma
biometria é de 0,5 ml/L.

Palavra chave: Cunaniol, estresse, manejo.
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ABSTRAT
The cunambi efficiency was evaluated Clibadium surinamese as an anesthetic for biometrics
in tambaqui juveniles. Therefore, we evaluated three aqueous plant extract concentrations
(0.5, 1.5 and 2.5 ml / L). Individually they were exposed 3 fish (17,24g + 9.18 and 14.01 +
0,91cm) for each treatment and observed the induction time, and anesthetic recovery. After
the anesthesia time the fish were weighed on an analytical balance and placed aquariums free
of the anesthetic to return to normal swimming position. After recovery, all individuals were
monitored for 96 hours for observation of the number of dead individuals and subsequent
analysis of the ideal concentration. The concentration of 0.5ml / L the treatment has been
required more time to reach the desired induction stage of deep sedation (7.4 minutes), but
there was significant difference compared to 1.5 and 2.5 concentrations of mL / L. However,
the concentration of 0.5ml / L is ideal for the biometric management procedure and brief,
because in spite of the delay in inducing fish to the different stages of anesthesia, causes a
rapid recovery (8.62 minutes) in relation to other treatments 1.5 ml / L (16.6 minutes) and 2.5
ml / L (23.7 min). The results suggest that the optimal concentration of aqueous extract of
cunambi to perform a biometrics is 0.5 ml / L.

Keyword: Cunaniol, stress management.
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1. INTRODUCAO

Na piscicultura o uso de anestésicos ¢ indispensavel para a realizagdo de biometrias.
Esse procedimento pode causar danos, como ferimentos, perda de escamas, estresse ¢ até a
morte dos peixes utilizados nesse processo, de acordo com Vidal et al. 2008 praticas intensas
de manejo provocam uma serie de fatores estressantes aos peixes. Assim, a utilizagdo de
substancias anestésicas sao frequentemente utilizadas para reduzir a agita¢do dos peixes, € por
consequéncia facilitar o trabalho com os animais durante o manejo, além de diminuir o
estresse causado pela manipulagdo dos peixes (INOUE et al. 2005).

As substancias quimicas mais utilizadas para as praticas de manejo sdo MS-222, o 2-
fenoxietanol e a quinaldina, no entanto sdo substancias caras e dificultam a aquisicdo por
pequenos produtores. Além disso, apenas a MS-222 ¢ aprovado pelo FDA (Food and Drug
Administration). Deste modo, a busca por anestésicos de origem natural vem aumentando a
exemplo do cunambi, C. surinamense L, que surge como uma alternativa a baixo custo para
minimizar o estresse e mortalidade durante a biometria. Assim, estudos que visem a utilizagao
de substancias anestésicas naturais servirdo de subsidio para as autoridades responsaveis
utilizarem como suporte para a regulamentagdo do uso de substancias naturais no Brasil.

O cunambi ¢ uma planta arborea bastante encontrada na regido Norte e muito utilizada
pela populacdo ribeirinha por facilitar a pesca em rios e igarapés. Costa et al. (2006)
relataram ainda que o cunaniol, ¢ o principal composto ativo presente nas folhas de cunambi.

Dessa forma, esse sera o primeiro estudo referente a utiliza¢ao de planta endémica no
manejo de tambaqui na regido Norte do Pard e tem como objetivo avaliar a eficacia do extrato
aquoso do cunambi como substancia anestésica durante a realizagdo de biometria em juvenis

de tambaqui.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Aquicultura Tropical da
Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA), Belém, Pard, no periodo de setembro de
2012. Para tanto, foram utilizados 27 juvenis de tambaqui com peso médio de 17,24g + 14,01
e comprimento médio de 9,18 + 0,91cm provenientes da Estacdo de Piscicultura da SEPAq
(Secretaria de Estado de Pesca e Aquicultura) localizada no municipio de Terra Alta, no
Estado do Para.

Os animais foram mantidos até a fase de juvenil em caixas de polietileno com

capacidade para 150L e alimentados duas vezes ao dia com rag¢do comercial (45% PB) para a
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posterior fase experimental. A alimentagdo foi suspensa vinte e quatro horas antes do inicio
do experimento.

Para o preparo do extrato aquoso as folhas frescas de cunambi foram lavadas com
agua corrente, secas em papel toalha e cortadas com tesoura em pedacos pequenos para a
obten¢do 5g do material botanico. Em seguida as folhas foram maceradas com 10 ml de agua
para cada 5g de folhas cortadas, e filtradas com filtro de papel comum. O material botanico
foi imediatamente utilizado em aquarios com volume de 30L, sendo utilizado 20L de agua.

Visando determinar a influéncia das diferentes concentragdes do extrato aquoso de
cunambi na indugdo anestésica e posterior recuperacdo, foram utilizados 3 juvenis de
tambaqui (n= 3 para cada repeti¢cdo) expostos individualmente em concentracgdes de 0,5, 1,5, e
2,5 ml/L de extrato aquoso de cunambi por dez minutos. Durante a exposicao a solugdo
anestésica, foram observados os diferentes estdgios de anestesia conforme os critérios
propostos por Ross & Ross (2008). Apoés o tempo de anestesia os peixes foram pesados em
uma balanca analitica e depois da pesagem colocados no aqudrio de recuperagdo até
retornarem a posi¢do normal de natagdo para o monitoramento da recuperagdo. Apos a
recuperagao, todos os individuos foram monitorados por 96h para observacao do nimero de
individuos mortos e posterior analise da concentragdo ideal. O tempo necessario para atingir
cada estagio foi aferido com auxilio de um cronémetro digital. A descri¢cao de cada estagio
encontra-se na tabela 1.

Para a andlise estatistica de cada tratamento (trés tratamentos e trés repeticdes) foram
analisadas, as médias dos tempos de inducdo e recuperacdo encontradas, em cada
concentragdo. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (fator inico - ANOVA) e
quando significativo, foi aplicado o teste de comparacdo de médias de Tukey a 5% de
probabilidade. Para identificagdo da concentracdo ideal para a biometria, recorreu-se ao teste
Student- Newman-Keuls (SNK), para a comparagdo das médias de cada concentragdo do

extrato aquoso utilizado.
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Tabela 1 Estagios de anestesia em peixes.

Estagios Descrigao Comportamento

0 Normal Reativos a estimulos externos; batimentos
operculares normais; reagdo muscular normal.
1 Sedagdo leve Natagdo Agitada, aumento movimento
Opercular, reativo a est. Externos.
2 Sedacdo profunda Perda parcial equilibrio e tonus muscular,
queda do movimento. Opercular
3 Anestesia profunda Perda total equilibrio e tonus muscular,
Batimento. Opercular. Lento

4 Colapso medular Parada da ventilagdo e morte eventual.

* Modificada de Ross & Ross 2008.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Indugao e recuperagdo anestésica dos juvenis de tambaqui

Durante a inducdo anestésica foram observados os seguintes comportamentos ao
primeiro contato com o anestésico: hiperatividade, natagao agitada contra a parede do aquario,
aumento dos movimentos operculares, natagao rapida em curto periodo, diminui¢do do ritmo,
perda de equilibrio com o ventre voltado para o lado, e rea¢do a estimulos externos com
batimento opercular lento. Nao foi registrada nenhuma morte durante o periodo experimental.
Assim como Facanha & Gomes (2005) utilizando outro anestésico obsevaram resultados
semelhantes ao deste trabalho, em que verificaram que nao ocorreu mortalidade nas
concentracgoes testadas (50, 100, 150, 200 e 250 mg/LL de mentol). Assim como Inoue et al.
(2003) nao observaram mortalidade dos juvenis de matrinxa, Brycon cephalus expostos as
diferentes concentracdes de oleo de cravo (18, 20, 30, 40, 50, 60, 70 mg/L). Dessa forma, o
cunambi apresenta boa margem de seguranca para os juvenis de tambaqui durante um breve
manejo, a exemplo da biometria.

Os dados referentes ao tempo de indugdo anestésica e de recuperagdo dos juvenis de
tambaqui expostos a diferentes concentragdes de extrato aquoso de cunambi encontram-se na
Tabela 2.

Nas maiores concentracoes (1,5 € 2,5 ml), a velocidade das respostas comportamentais
foram mais evidentes. Comportamentos semelhantes foram observados por Quilliam &

Stables (1968), peixes que tiveram contato com a isca de folhas de Cunambi apresentam
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quadro de agitacdo e hiperatividade seguida de paralisagdo e morte. De acordo com os
mesmos autores, a acdo icitiotoxica do cunaniol ¢ a principal substancia causadora do
comportamento anestésico dos peixes, pois atua de forma inibitoria do Sistema GABA (Acido
Gam - Aminobutirico) o sistema GABA ¢ o principal neurotransmissor inibitorio do sistema
nervoso central, pois este causa anestesia e redu¢do dos movimentos respiratorios e dos

batimentos cardiacos. (IGGO & KLEMM (1996)).

Tabela 2 Tempo médio dos estidgios de anestesia e recuperacdo (em minuto) dos alevinos de tambaqui
expostos a diferentes concentragdes de extrato aquoso de cunambi. Médias seguidas pela mesma letra em coluna
diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Concentragao
Estagio 1 Estagio2 Estagio3 Estagio4  Recuperagdo
(ml/L)
0,5 ml S5,la+2,25 74a£l,67 * * 8,62a+0,43
1,5 ml 22b+0,59 3,5b+1,2 6,3b*1,16 * 16,6b+0,97
2,5 ml 1,2b+1,68  4,0b+1,01 7,8b*1,13 * 23,7¢+2,72

* Estagio nao alcangado

Os peixes expostos as trés concentracdes de extrato aquoso de cunambi nao
alcangaram todos os estagios de anestesia durante o tempo estimado de 10 minutos. Segundo
King et al. (2005), a resisténcia e tolerancia aos anestésicos variam de individuo para
individuo, podendo espécies afins diferir muito quanto a utilizagdo de determinado anestésico.
No entanto, para o que se pretende ndo houve a necessidade do aumento das concentragdes,
pois para a etapa de manejo o estagio 2 (sedagdo profunda) ¢ o mais adequado, uma vez que o
peixe fica imovel devido a perda parcial de equilibrio e tonus muscular, facilitando seu
manuseio durante todo o processo.

A concentracdo de 0,5 ml/L ¢ a ideal para o procedimento de biometria e breve
manejo, pois apesar da demora em induzir o peixe aos diferentes estagios de anestesia,
provoca uma rapida recuperacdo (8,62 minutos) em relagdo a outros tratamentos, além de
induzir o peixe ao estagio de sedacdo profunda, caracterizada pela perda parcial de equilibrio
e tonus muscular.

A concentragdo de 0,5 ml/L foi o tratamento que necessitou de maior tempo para
atingir o estagio de inducdo desejado de sedagdo profunda (Média de 7,4 minutos). Contudo,
houve diferenga significativa em relagdo as concentragdes de 1,5 e 2,5 ml/L. De acordo com

Park et al. (2008) quanto maior a concentragdo utilizada, menor serd o tempo para indugdo
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anestesia, ocorrendo uma relacdo inversa entre esse tempo e a recuperagdo. Moreira et al.
(2010), utilizando o eugenol em diferentes concentragdes de 30, 60, 120, 180, 240 e 300
mg/L) anestesiaram adultos de tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, em 3,43 minutos.
Faganha & Gomes (2005), avaliando a eficacia do mentol (50, 100, 150, 200 e 250 mg/L)
como anestésico para tambaquis observaram haver semelhanga entre 50 e 100 mg/L para este
estagio. No entanto, de acordo com os autores a concentracdo de 100mg/L ¢ a ideal para
biometrias, ja que promove uma recuperagao rapida (Sminutos).

Peixes submetidos as concentragdes de 1,5 e 2,5 ml alcangaram até o estagio 3
(anestesia profunda), no entanto o tempo de recuperacao foi maior. Contudo, isto pode ser
atribuido ao fato de que, quanto maior a concentracdo, maior o tempo necessario a
recuperagao dos peixes. Esse fato foi observado na concentracdo minima (0,5 ml/L) que
resultou em um menor tempo necessario a recuperagao, ou seja, quanto maior a concentragao
do farmaco, maior serd o tempo necessario para metabolizar os elementos presentes no
anestésico, assim o tempo de recuperagao dos peixes serd maior. Fato contrario foi observado
por Massone (1999) e Ross & Ross (2009), em que verificaram que quanto maior o tempo de
exposicao ao farmaco, maior sera a quantidade dos elementos a ser metabolizado, com isso o
tempo de recuperagdo dos individuos é maior.

Segundo Park et al. (2009), o tempo ideal para levar o peixe a anestesia deve ser
menor ou igual a 3 minutos e permitir uma recuperagao em um intervalo de tempo maximo de
10 minutos para reduzir os inumeros impactos ocasionados pelo manejo. No presente
trabalho, os resultados encontrados estdo acima dos recomendados para a indugdo anestésica,
no entanto a recuperagdo encontra-se no intervalo sugerido pelos autores citados.

Quanto ao tempo de recuperagdo os resultados sdo significativos e diferentes entre si.
Os peixes anestesiados na concentragao de 0,5 ml/L retornaram mais rapido 4 posi¢ao normal.
Resultados semelhantes foram encontrados por Park et al. (2009), avaliando o efeito do 6leo
de cravo em rock bream, Oplegnathus fasciatus (139,5 = 39,24 g; 14,8 £ 1,66 cm), onde
observaram diferenga estatistica para o tempo de recupera¢do nas concentragdes de 50, 75,
100, 125 e 150 mg L!, ocorrendo diferenca entre todas as concentragdes testadas.

Nos tratamentos de 1,5 e 2,5 ml/L, verificou-se que em peixes menores, 0 tempo
necessario a indugdo e recuperagdo foram maiores. Roubach et al. (2002) utilizando eugenol
constataram que em peixes menores a inducdo anestésica ¢ mais rapida, levando a um maior
tempo necessario a recuperacdo. Olsen et al. (1995), também observaram que a eficacia do

anestésico geralmente diminui com o tamanho do peixe, assim em individuos menores a
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inducdo anestésica ¢ mais lenta do que nos peixes maiores. O tempo de indugdo e recuperacao

encontra-se na Figura 2 abaixo.

Figura 2 Tempo de inducdo e recuperacdo anestésica dos juvenis de tambaqui expostos ao extrato

aquoso de cunambi.
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Embora o cunaniol seja proveniente de uma planta bastante utilizada pela populacao
ribeirinha na Amazonia, ainda nao se sabe sobre a existéncia de residuos na carcaga e
alteracdo do sabor da carne dos peixes, assim como as alteragdes fisiologicas dos peixes
submetidos ao extrato aquoso de cunambi. Sendo assim, outras pesquisas devem ser
realizadas para avaliar o efeito acumulativo ou ndo do cunaniol. Entretanto, Duke ¢ Vasquez,
(1994) relatam que esse principio ativo € toxico para humanos. Do mesmo modo, que ndo ha
relatos de efeitos toxicos em humanos que consumiram peixe coletados usando o cunambi, e
ambos os consumidores tém consumido peixes coletados desta maneira sem mostrar efeitos
imediatos perceptiveis.

Os mecanismos fisiologicos envolvidos na acdo anestésica do extrato aquoso de
cunambi na inducgdo anestésica do tambaqui ainda ndo foram completamente entendidos,
assim como os efeitos toxicos resultantes da exposi¢do e manuseio por periodos prolongados
ao cunambi.

O extrato aquoso de cunambi mostrou-se eficaz de acordo com o teste t, para a
anestesia de tambaqui, sendo a concentracao de 0,5 m/L suficiente para a inducao anestésica

de juvenis durante a biometria.
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Os parametros fisico-quimicos oxigénio dissolvido, condutividade e pH foram
significativamente alterados em relagdo as concentracdes testadas, a exce¢do da temperatura
que ndo houve variacao durante o periodo experimental, mantendo-se dentro da faixa indicada
para a espécie.

Entretanto, a estreita variagdo dos niveis de oxigénio pode ser explicada pela
utilizacdo de bastdo de vidro para homogeneizacdo da substancia na agua dos aquarios
durante a fase experimental. Contudo, o oxigé€nio dissolvido estdo abaixo do recomendado por
Boyd (1990) para o tambaqui, provavelmente esses valores podem estar relacionados a agua
oriunda de pogo artesiano.

O pH variou de 4,6 a 6,1 ao longo do estudo, podendo ser aceito como adequado ao
cultivo de peixes. Entretanto, as recomendagdes para a variacao deste pardmetro nao chegam
a um consenso entre os autores. Para Ceccarelli et al. (2000) o pH 6timo para as espécies
tropicais esta entre o intervalo de 7 a 8, outros autores recomendam um intervalo mais amplo
de 6 a 9,5 (KUBITZA, 2003). Porém, peixes cultivados em pH variando de 4,9 a 8,3
alcancaram bons resultados de acordo, com Merola e Souza (1988), Resende et al. (1985) e
Graef et al. (1987), sugerindo que estes sdo capazes de suportar certa variagao no pH da agua
com a adi¢do do anestésico.

Nao foram registradas mortalidades dos individuos pelos baixos niveis de oxigé€nio e
pH, o que confirma que provavelmente os pardmetros ndo influenciaram no comportamento
dos peixes durante a exposi¢do ao anestésico. Os valores médios dos parametros fisico-

quimicos da agua obtidos durante o periodo experimental encontram-se na tabela 3.

Tabela 3 Valores médios do oxigénio dissolvido, temperatura, condutividade e pH inicial e final das
concentragdes utilizadas na biometria. Letras distintas nas linhas indicam diferengas estatisticamente
significativas entre os tempos de amostragem pelo teste t student (p>0,05).

Concentragoes ODI ODF Cond. i Cond. f
TI(CC) TF (°C) pH i pH f
(g/L) (gM (mg/l) (uS/em)  (pS/cm)
0,5 ml 1,9% 2,6b 28,6% 28,5b 0,021a 0,041b 4,6a 5,1b
1,5 ml 1,7% 2,7b 28,6% 28,6b 0,022a 0,081b 4,6a 5,7b
2,5 ml 1,9 3,7b 28,0a 29,0b 0,022a 0,110b 4,5° 6,1b

* ODI: Oxigénio dissolvido inicial; ODF: Oxigénio dissolvido Final; TI:Temperatura Inicial; TF: Temperatura
Final; Cond. I: Condutividade Inicial; Cond.F: condutividade Final; pHI: ph inicial; pHF: pH Final.
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4, CONCLUSAO

O extrato aquoso de cunambi ¢ um eficiente anestésico para juvenis de tambaqui, sendo a
concentracdo de 0,5 ml/L considerada ideal para a realiza¢do de biometria, pois favorece uma

rapida recuperacdo dos animais apds 0 manuseio em relacdo aos outras concentragdes.
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4.CONCLUSOES GERAIS
O extrato aquoso de cunambi ¢ considerado um anestésico natural, bastante utilizado
pela populagdo ribeirinha, podendo ser utilizado com seguranga para minimizar as taxas de

mortalidades durante o transporte e biometrias, pois oferece uma rapida recuperagao.



