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RESUMO
Anestésicos sdo utilizados para anestesiar peixes para facilitar o manejo, evitar
ferimentos e reduzir o estresse desses animais. Sabendo-se que a aplicacdo de eugenol
em peixes resulta em baixos tempos de inducdo anestésica, objetivou-se, avaliar
diferentes concentracdes do farmaco e sua ac@o sucessiva sobre os estigios anestésicos;
testar a eficacia do produto como mitigador dos pardmetros hematoldgicos, em alta
concentracdo (aplicada para anestesia profunda) e em pequenas concentracdes
(aplicadas no transporte de peixes); otimizar e validar um método determinagdo de
residuos de eugenol em musculo, figado e plasma; e avaliar os residuos anestésicos dos
peixes submetidos & concentracdes de anestesia profunda e de transporte, ao longo de
24 horas de depuracdo. Para isso, utilizaram-se exemplares de tildpia do Nilo
Oreochromis niloticus, provenientes do P6lo Regional da APTA do Vale do Ribeira,
municipio de Pariquera-Acu/SP. A concentracdo de eugenol, considerada minima
necessdria para produzir anestesia profunda, foi de 100 mg L. Em relacdo 2 acdo
sucessiva do farmaco, pode-se observar que ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre os estagios anestésicos. O produto aplicado como anestésico nao teve interferéncia
sobre os parimetros hematolégicos de tildpia, em todas concentracdes testadas. Para
avaliar o residuos de eugenol em amostras bioldgicas, a técnica escolhida foi
cromatografia em fase gasosa (CG) utilizando-se coluna capilar e detector de ionizagdo
de chama (DIC). Com esse instrumento, obtiveram-se picos cromatogrificos com
resolucdo apropriada e ampla faixa de linearidade, permitindo quantificar com
seguranca, desde baixas concentracdes até niveis elevados do produto. A partir da
concentragdo de 100 mg L de anestésico, analisou-se residuos em amostras de tilapia
e, apos 24 horas de depuracdo anestésica ndo houve eliminago total do firmaco. Nas

menores concentragdes (5 e 10 mg L, apds o periodo de depuragdo, ocorreu reducio



significativa nos valores residuais de eugenol, nas trés amostras analisadas e nas duas
concentragdes aplicadas. Portanto, a maior concentragdo aplicada pode ser utilizada em
tildpias para anestesia profunda, assim como 5 e 10 mg L', empregadas em transporte
de peixes, sem causarem alteracdes nos pardmetros hematoldgicos. Entretanto, o
periodo de 24 horas de depuragdo ndo é suficiente para eliminar o residuo de eugenol
nas amostras de plasma, figado e musculo de tilapia.

Palavras-chave: cromatografia gasosa, estagios anestésicos, peixe, sangue.

1. Introducio

A anestesia, em estacdes de pisciculturas, é utilizada para facilitar o manejo,
evitar a possibilidade de ferimentos e, possivelmente, reduzir o estresse dos peixes
(Small, 2004; Bolasina, 2006).

Quando os peixes sdo submetidos a situagdes de estresse, alteracdes sdo
verificadas nos parametros hematolégicos (Morgan & Iwana, 1997), dentre outros.
Sabe-se que a imobiliza¢do quimica ajuda o peixe a minimizar os efeitos causados por
procedimentos, como, manejo e transporte.

Dentre os anestésicos comumente utilizados em peixes, o 6leo de cravo, cuja
substancia majoritaria € o eugenol, tem se destacado por apresentar caracteristicas de
anestésico adequado como, baixo custo; facilidade de aquisi¢cdo; alto grau de eficiéncia
e pouco téxico (Ross & Ross, 2008).

Nesta tese, estudou-se o uso do eugenol como anestésico para a espécie
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758). Esta espécie foi escolhida, pois, sabe-se que a
producgdo anual de tildpias cresceu, apontada como a primeira em produtividade na

regido do Médio Paranapanema e a segunda em produgdo no Estado de Sdo Paulo



(Ayrosa et al., 2005). O Brasil estd em sexto lugar na escala mundial dos maiores
produtores de tildpia, responsavel por 3,3% do total da produgdo (FAO, 2007).

O aumento na producio da tildpia se deve as caracteristicas relativas a carne, ao
elevado valor nutricional, excelentes caracteristicas organolépticas, auséncia de
espinhos intermusculares em forma de Y (Souza & Maranhdo, 2001). Os raios duros
que formam a nadadeira dorsal desta espécie facilmente ocasionam ferimentos aos
operadores (Simdes & Gomes, 2009), por isso € importante a aplicacdo de anestésicos
durante o manejo desses animais.

De acordo com Bosworth et al. (2007), o peixe sedado dentro do processo de
captura, antes do abate, evita o estresse que possivelmente ocorreria durante o manejo e
abate, conseqiientemente, melhorando a qualidade da carne. Entretanto, existem
preocupacdes nos residuos anestésicos deixados na carne, que possa alterar as
caracteristicas organolépticas (aroma e sabor) natural do peixe, podendo resultar na

rejeicdo pelos consumidores (Ribas et al., 2007).

2. Revisao bibliografica
2.1 Anestesia
Agentes quimicos sdo usados para a realizacdo de anestesia em peixes, cujas
concentragdes recomendadas variam conforme o agente utilizado, a via de
administracdo, a espécie do peixe e a qualidade da dgua (temperatura, concentracdo de
oxigénio e constitui¢do idnica).
Sabe-se que a resisténcia a atuacdo do anestésico e a tolerancia variam de peixe
para peixe e que mesmo espécies com filogenias préximas podem diferir muito a esse

respeito (Hikasa et al., 1986). Os procedimentos anestésicos sdo utilizados visando a



realizacdo da biometria de peixes, marcagdo, corte de nadadeiras, transporte, exame
fisico e procedimentos cirdrgicos (Hubbell et al., 1989).

Caracterizam-se como agentes farmacoldgicos capazes de conduzir esses peixes a um
estado de perda parcial ou completa da percepco dos estimulos externos, comprometendo a
capacidade de restabelecimento da postura normal (Iwana & Ackerman, 1994).

Apesar da anestesia aparentemente minimizar o impacto de agentes estressores, é
importante a determinacdo de concentracdes seguras de farmacos com caracteristicas
anestésicas para se evitar os efeitos adversos da prética, pois a utilizagdo de quantidade
excessiva de anestésicos pode promover alteracdes metabdlicas detectadas somente horas
apods a exposicao, ou a morte dos peixes (Summerfelt & Smith, 1990; Park et al., 2008).

A concentracio necessdria para indugdo a anestesia varia de acordo com a espécie e
estd relacionada a tolerncia e ao tempo de recuperacdo (Summerfelt & Smith, 1990).
Segundo Park et al. (2008), quanto maior a concentragdo utilizada, menor o tempo para
inducdo a anestesia, havendo também uma relacdo inversa entre esse tempo e a
recuperacdo. O tempo de inducdo a anestesia pode também ser afetado pela temperatura da
dgua (Walsh & Pease, 2002), pelo género e pelo tamanho do peixe (Woody et al., 2002).

A eficiacia e a seguranca de qualquer anestésico variam entre as espécies de
peixes, o estigio de desenvolvimento e as condi¢cdes 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 concentragdes e
apresentar toxicidade em doses muito superiores as efetivas. Sua escolha baseia-se nos
critérios de disponibilidade, custo, facilidade de utilizagdo, natureza do estudo e
seguranga para o usudrio e ambiente, caracteristicas essenciais encontradas no 6leo de

cravo (Iversen ef al., 2003).



2.2 Eugenol

O 6leo de cravo é extraido do caule, das flores e 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 indudstria alimenticia e como agente analgésico,
antibacteriano, antifingico, antiviral e anestésico local na odontologia (Keene et al.,
1998; Ross & Ross, 2008).

Estudos reportam a eficicia do 6leo de cravo e de seus derivados, em espécies de
peixes, incluindo kinguio, Carassius lapides (Endo et al., 1972), rabbitfish, Siganus
lineatus (Soto & Burhanuddin, 1995), truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss (Keene et al.,
1998; Guenette et al., 2007), bagre de canal, Ictalurus punctatus (Waterstrat, 1999),
salmdo vermelho, Oncorhynchus nerka (Woody et al., 2002) e tilapia, Oreochromis
niloticus (Deriggi et al., 2006).

De acordo com Yang et al. (2003), o eugenol provoca depressdo do sistema
nervoso central por meio da interacdo com neurotransmissores envolvidos na sensacio
de dor, com efeito agonista sobre o dcido gama-amino-butirico (GABA) e antagonista
sobre o glutamato, que atua sobre os receptores N-metil-daspartato (NMDA).

De maneira semelhante a benzocaina, o eugenol tem caracteristicas que o
qualificam como um anestésico seguro, de baixo custo, eficicia comprovada, seguranga
ambiental e auséncia de toxicidade para o operador, nas concentracdes utilizadas para
peixes (Keene et al., 1998). Este farmaco é metabolizado e excretado rapidamente no
organismo do animal, ndo requerendo tempo de caréncia (Wagner et al., 2002).

Além disso, o eugenol apresenta curto tempo de inducdo e alto tempo de
recuperacdo anestésica, ideais para procedimentos mais demorados, comparado com o

MS-222 (tricaina metanosulfonato), nas mesmas concentracdes (Keene et al., 1998).
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Sladky et al. (2001) reportaram que o eugenol foi eficaz em 100% dos pacus
anestesiados (Piaractus brachypomus) e a anestesia foi caracterizada por rdpida indugio e
tempo de recuperacdo prolongado, comparado com MS-222. No entanto, 0s peixes
expostos a altas concentracdes (100 ou 200 mg L' de eugenol) devem ser monitorados,
pois pode ocorrer redugdo da ventilacdo das branquias e colapso medular.

2.3 Transporte de peixes

O transporte € um procedimento traumdtico que consiste da sucessdo de
estimulos adversos, incluindo a captura, carregamento das unidades de transporte,
transporte em si, descarregamento e estocagem dos animais nos viveiros (Robertson et
al., 1988).

De acordo com Carneiro & Urbinati (2001), o tempo de transporte de peixes
vivos € variado em fun¢@o do destino, deslocamento entre propriedades, distribui¢cdo a
estabelecimentos voltados a pesca esportiva, abatedouro, devendo ser realizado com
cuidado para que os peixes apresentem as melhores condi¢des fisiologicas possiveis ao
destino. Isso porque este procedimento é considerado traumatico e capaz de gerar claras
respostas de estresse, quer seja em animais adultos, como em jovens (Urbinati et al.,
2004). Ao mesmo tempo, € importante a adequacio da densidade de estocagem durante
a operacao para minimizar os custos (Carneiro & Urbinati, 2002).

Segundo Grottum et al. (1997) & Wedemeyer (1997), o principal fator de
sucesso do transporte € conter a maior densidade de peixes no menor volume de dgua
possivel, sem que haja mortalidade, deterioracdo da qualidade da dgua e estresse. Para
Péadua (2001), elevadas perdas no transporte de peixes reduzem a eficiéncia produtiva e

o rendimento da piscicultura.
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2.4 Aquicultura e Tilapia (Oreochromis niloticus)

A pesca e a aquicultura s@o consideradas pela ONU como atividades estratégicas
para a seguranga alimentar sustentiavel do planeta, pois sdo capazes de fornecer alimento
protéico de alta qualidade e de gerar emprego, tanto em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento (Arana, 1999).

As tildpias sdo origindrias da Africa, sendo que as pesquisas para a criacio desta
espécie tiveram inicio no Congo Belga (atual Zaire), no comego do século XIX. A partir de
1924, sua criacdo foi intensificada no Quénia e sua expansdo para outras partes do mundo
se deu a partir da Maldsia (Campo, 2008). No Brasil foi introduzida em 1971, por
intermédio do Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS) nos acudes do
Nordeste, difundindo-se para todo o pais (Proenca & Bittencourt, 1994; Castagnolli, 1996).

Provavelmente a espécie de tildpia mais conhecida € a tildpia do Nilo
Oreochromis niloticus, que apresenta uma adaptabilidade a condi¢des adversas, tendo
importancia para a aquicultura (Likogwe ef al., 1996). E uma espécie tropical cuja
temperatura ideal para o desenvolvimento varia entre 25 e 30°C, tendo seu crescimento
afetado abaixo de 15°C e ndo resistindo a temperaturas por volta de 9°C (Ono &
Kubitza, 2003; Cyrino & Conte, 2006).

A tildpia é um dos peixes com maior potencial para a aquicultura por
caracteristicas como, rapido crescimento, alimenta-se dos itens basicos da cadeia tréfica e
onivora, respondendo com a mesma eficiéncia a ingestdo de proteinas de origem vegetal e
animal, possui capacidade fisioldgica de adaptar-se em diferentes ambientes e sistemas de
producdo, € resistente a doencas, densidades de estocagem elevadas e baixos teores de
oxigénio dissolvido, apresenta carne saborosa com baixo teor de gordura (0,9 g 100g™ de
carne) e de calorias (117 kcal IOOg'1 de carne), rendimento de filé de 35 a 40% e auséncia

de espinhos em forma de “Y”” (mioceptos), o que a torna apropriada para industrializagéo,
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e possui elevado valor comercial, principalmente nos paises desenvolvidos (Ono &
Kubitza, 2003; Zimmermann & Fitzsimmons, 2004; Cyrino & Conte, 2006).
2.5 Cromatografia gasosa

Na cromatografia gasosa (CG), a amostra é vaporizada e injetada no topo de
uma coluna cromatografica. A eluicdo € feita por fluxo de um gas inerte que atua como
fase mével. Ao contrario da maioria dos outros tipos de cromatografia, a fase movel ndo
interage com as moléculas do analito, sendo sua unica fung@o o transporte do analito
através da coluna (Skoog et al., 1998).

A amostra € introduzida no equipamento através de um injetor sob aquecimento,
favorecendo a vaporizacdo dos compostos, um fluxo de gés continuo carreia a amostra
através da coluna, que se encontra em um forno, onde a temperatura pode se manter
constante, ou aumentar através de uma rampa de aquecimento. Essa programacdo de
temperatura favorece uma melhor separacio dos compostos e diminui o tempo de
andlise. O analito segue até um detector que gera um sinal para um sistema de aquisicio
(Rouessac & Rouessac, 2000).

Detectores podem ser utilizados, como Detector de Condutividade Térmica, que
se baseia na modulacdo da condutividade térmica dos gases de arraste pelos analitos;
Detector de Nitrogé€nio/Fésforo; de Infravermelho por Transformada de Fourier;
Espectrometria de Massas, que ¢é seletivo, sensivel e universal e Detector de Ionizacdo
de Chama (DIC), considerado universal ja que € capaz de detectar qualquer substancia
organica (Collins et al., 1997).

Os detectores de ionizacdo de chama (DIC) sdo usados para quantificacido de
compostos organicos volateis em amostras gasosas (Bought, 1993).

O DIC foi proposto em 1958, por Harley e de McWilliam e Dewar (Bartle &

Myers, 2002). O principio € de que o composto eluido da coluna (analito), misturado
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com hidrogénio e ar sintético seja queimado, produzindo uma chama que tem energia
suficiente para ionizar as moléculas do analito que tenham baixos potenciais de
ionizacdo. As espécies iOnicas produzidas sdo coletadas por eletrodos e a corrente
elétrica resultante € amplificada e enviada para o sistema de registro, conforme ilustra a
figura 1 (Neto & Nunes, 2003).

Um pardmetro de grande influéncia no desempenho do detector de ionizagdo de
chama ¢ a relacdo existente entre os gases envolvidos no processo de combustdo. Na
pratica, a razao mais comumente utilizada € 1:1:10 (g4s de arraste : hidrogénio : ar
sintético), porém os fluxos ideais devem ser determinados experimentalmente, para cada

sistema utilizado.

Eletrémetro

Coletor _| | r |

Sinal para
4 ! processador
A Queimador de dados
"
Hy — J-
Efluente e
da coluna

Figura 1: Esquema de funcionamento do detector de ioniza¢do de chama (adaptado por
Neto & Nunes, 2003).

O DIC possui grande aplicabilidade, sendo um detector quase universal na
cromatografia de compostos organicos volateis. Tal universalidade, acoplada a sua
elevada sensibilidade, alta estabilidade e resposta rapida, faz com que seja o detector

mais popular de uso corrente (Ciola, 1985).
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2.6 Validacao analitica
No desenvolvimento de um método analitico, a validacdo é uma etapa
fundamental, para garantir a confiabilidade. Os pardmetros de desempenho analitico dos
métodos mais utilizados sd@o: linearidade, exatiddo (recuperacdo), precisdo, limites de
detec¢do e quantificagdo, sensibilidade, especificidade e robustez (Ribani et al., 2004).
Critérios para se realizar a validacdo de um método sdo discutidos por Brito
(2002) e ANVISA (2004). Os principais critérios definidos:

- Especificidade/Seletividade: seletividade é a capacidade de o método detectar o
analito de interesse na presenga de outros componentes da matriz.

- Linearidade: é a capacidade de um método gerar resultados proporcionais a
concentracdo do analito dentro de uma faixa especifica de concentragdes.

- Intervalo de trabalho: € a faixa do menor ao maior valor de concentracdo que possa
ser determinado com precisdo e exatiddo usando a linearidade do método.

- Sensibilidade: € a capacidade de um método distinguir, com determinado nivel de
confianga, duas concentracdes proximas. A sensibilidade é definida como o coeficiente
angular da curva analitica.

- Robustez: é definido como a capacidade de manter-se inalterado em pequenas
variagOes nos parametros do método.

- Exatiddo: é a concordancia entre o valor real do analito na amostra e o estimado
pelo processo analitico.

- Precisdo: € o pardmetro que avalia a proximidade entre vérias medidas efetuadas

em uma mesma amostra. A precisdo de um procedimento analitico é usualmente

expressa como o desvio padrdo ou coeficiente de variagdo de uma série de medidas.
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Estudos de recuperag@o sao utilizados para avaliar a exatiddo e precisdo de um
método. Neste estudo podem ser empregados materiais de referéncia certificados, ou ensaios
de recuperagio mediante adicio de padrdes a amostra de interesse (The Fitness, 1998).

- Limite de detec¢do (LD): é a menor concentracido do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob as condicdes experimentais
estabelecidas. O LD pode ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual,
método relacdo sinal/ruido (normalmente trés vezes) e o método baseado em parametros
da curva analitica.

- Limite de quantificacdo (LQ): é a menor concentracdo do analito, em uma amostra
que pode ser quantificada com exatiddo e precisdo aceitdvel, sob as condicdes
experimentais estabelecidas. O LQ pode ser calculado de trés maneiras diferentes:
método visual, método relacdo sinal/ruido (normalmente dez vezes) e o método baseado
em parametros da curva analitica.

Entre os critérios descritos acima, a exatiddo e a precisdo s@o os considerados de

maior importincia para o propdsito da validagdo de um método analitico.
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3. Objetivos do estudo

Os objetivos desse trabalho para tildpias do Nilo, Oreochromis niloticus, foram:

o Avaliar diferentes concentracdes e a acdo da administracdo sucessiva de
eugenol sobre os estagios anestésicos;

g Otimizar e validar um método simples, rapido e eficiente para determinacio
de residuos de eugenol em miisculo, figado e plasma;

@ Avaliar os pardmetros hematoldgicos e os residuos do anestésico eugenol (100
mg L") nas amostras dos peixes ao longo de 24 horas de depuragdo anestésica;

o Testar a eficiéncia do eugenol como mitigador dos pardmetros hematol6gicos
durante o transporte, nas concentracdes de 5 e 10 mg L', em sistema fechado;

o Avaliar os residuos do anestésico eugenol submetidos a concentragdes
aplicadas no transporte (5 ¢ 10 mg L") nas amostras dos peixes ao longo de 24 horas de

depuragdo anestésica.
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Capitulo I
Concentracoes anestésicas e administracoes sucessivas de eugenol em estagios
anestésicos de tilapia, Oreochromis niloticus
Marina Carvalho Delbon
Maria José Tavares Ranzani Paiva’
"Doutoranda de pos-graduacdo, CAUNESP, Unesp, Jaboticabal, SP, Brazil.
2 Pesquisadora cientifica, Instituto de Pesca-APTA-SAA, Séo Paulo, SP, Brasil.
Resumo
Objetivou-se avaliar diferentes concentragdes de eugenol em comparacio a benzocaina
e a acdo da administracio sucessiva sobre os estdgios anestésicos (sedagdo, perda de
equilibrio e anestesia) em tildpia revertida. No primeiro experimento os peixes foram
submetidos, individualmente, a cinco concentra¢des de eugenol (40, 60, 80, 100 e 120
mg L") e uma de benzocaina (100 mg L") e no segundo, a trés concentracdes de
eugenol (60, 80 e 100 mg L"). Os resultados obtidos mostraram que todas as
concentragdes testadas foram capazes de induzir os peixes a todos os estigios de
anestesia, e revelaram relagdo inversa entre as concentragdes e os tempos de inducdo. A
concentracdo de eugenol, considerada minima necessdria para produzir anestesia
profunda, foi de 100 mg L. No segundo experimento, avaliando as diferencas nos
parametros analisados entre os dias sucessivos, pode-se observar que ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os estdgios anestésicos nas concentragcdes de
eugenol testadas, sugerindo que o anestésico € eliminado do organismo do peixe em um
periodo inferior a 24 horas.
Palavras-chave: benzocaina, ciclideos, 6leo de cravo, piscicultura, recuperacio

anestésica.
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Introducao

As préticas realizadas na piscicultura, como biometria, andlise patoldgica,
implante hormonal e transporte, frequentemente expdem os peixes a fatores
estressantes, afetando o desempenho (Barton, 2000). De fato, estudos t€m revelado que
os peixes podem sentir dor ¢ medo com influéncias importantes no metabolismo em
geral (Sneddon, 2003; Chandroo et al., 2004; Dunlop & Laming, 2005).

Para auxiliar os manejos, visando amenizar a intensidade do estresse destas
atividades, t€m-se utilizado anestésicos. Os anestésicos podem ser injetados no peixe,
no entanto, a maioria ¢ administrada com diluicio em dgua (Bowser, 2001). Deste
modo, o anestésico, através das branquias e pele, penetra no sistema circulatério do
animal, bloqueando algumas a¢des reflexas (Summerfelt & Smith, 1990).

A anestesia é alcancada quando ocorre uma perda completa ou parcial dos
sentidos corporais devido a diminuicdo das fun¢des nervosas (Iwama & Ackerman,
1994). Biologicamente, o procedimento tem por objetivo anestesiar os peixes sem
causar nenhum problema no crescimento e reproducdo. Do ponto de vista econdmico, a
utilizacdo de uma dose correta do anestésico é fundamental para evitar desperdicios ou a
morte dos peixes pelo excesso de exposicdo ao produto.

O anestésico pode se acumular no organismo dos animais por um determinado
tempo e, para eliminar esses residuos, é necessdrio que o mesmo seja submetido a
depuracdo. O tempo deste processo depende: espécie alvo, tipo da droga utilizada,
concentracdo do anestésico e via de administracdo utilizada, que pode ser de algumas horas
a vdrias semanas (Booth, 1988). Mesmo que os residuos anestésicos presentes nos peixes

ndo sejam prejudiciais ao consumo humano, segundo Stone & Tostin (1999), estes podem

afetar o sabor natural do peixe, quando consumidos.
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Sao conhecidos diversos fairmacos destinados a anestesia de peixes, mas o inico
anestésico aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration, EUA) é o MS-222
(tricaina metanosulfonato) (Gomes ef al., 2001). No Brasil, o anestésico mais utilizado € a
benzocaina. Este anestésico atende a maioria dos critérios estabelecidos por Ross & Ross
(2008) como ideal para peixes, como eficicia e boa margem de seguranca. No entanto, a
benzocaina e o MS-222 sdo derivados do acido p-aminobenzéico (Tytler & Hawkins,
1981) e sdo necessdrios 21 dias para depuracdo dos peixes submetidos a essas drogas,

para posteriormente, serem destinados ao consumo humano (Ross & Ross, 2008).

Dessa forma, procurando anestésicos menos residuais e menos agressivos,
pesquisas com anestésicos de fontes naturais comegaram a ser sugeridas, como por
exemplo, o 6leo de cravo, substincia fendlica obtida da destilacdo das folhas, caule e
flores do cravo-da-india (Eugenia caryophyllata), que apresenta na composicio de 70 a
95% do principio ativo, o eugenol (Mazzafera, 2003), um depressor do sistema nervoso
central (SNC) (Anderson et al., 1997).

Estudos sugerem que o eugenol € uma alternativa efetiva para a sedagdo e
anestesia de peixes e tem baixo custo, elevada disponibilidade e sem propriedades
téxicas aparentes (Inoue et al., 2003). Trata-se de um anestésico seguro, de grande
eficdcia e ampla margem de seguranca para peixes (Keene et al., 1998). De acordo com
Wagner et al. (2002), este farmaco é metabolizado e excretado rapidamente no
organismo do animal, ndo requerendo tempo de caréncia. Porém, Guenette et al. (2007),
sugerem que, com administracdes sucessivas de eugenol, pode ocorrer acimulo deste
produto no organismo dos peixes.

Assim, objetivou-se avaliar concentragdes de eugenol, em comparacdo a

benzocaina, na indugdo e recuperacdo anestésica em juvenis de tildpia e a acdo da

administracdo sucessiva de diferentes concentracdes de eugenol (24 horas apds a
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primeira anestesia) sobre os estdgios anestésicos (sedacdo anestésica, perda de

equilibrio e perda total da reacdo ao estimulo).

Materiais e métodos

Os experimentos foram realizados no Instituto de Pesca, em S@o Paulo/SP. Para
a realizacdo dos experimentos, foram utilizados tildpias, O. niloticus (n = 66; peso
médio = 39,34 + 5,86 g e comprimento total médio = 13,46 + 0,86 cm) provenientes do
P6lo Regional da APTA do Vale do Ribeira, municipio de Pariquera-A¢u/SP. Para
aclimatagdo, os peixes foram mantidos em caixas de polietileno com capacidade para
1.000 L, durante trinta dias, com aeragdo constante. Os peixes foram alimentados com
racdo extrusada, com 28% de proteina bruta até a saciedade aparente, uma vez ao dia.

Foram realizados dois experimentos:

1° experimento: Determinacio das concentracdes anestésicas

Os testes foram conduzidos em 36 aquirios com 5 L de agua, sendo seis
aquérios por tratamento. Os peixes (n = 36; 47,73 £ 8,73 g e 14,23 £ 0,81 cm) foram
individualmente expostos as concentracdes de 40, 60, 80, 100 e 120 mg L™ de eugenol e
100 mg L' de benzocaina.

Como os anestésicos utilizados no experimento sdo hidrofébicos, ou seja, ndo
diluem na 4gua, as respectivas concentragdes foram previamente diluidas em um béquer
com 10 mL de etanol e, adicionadas individualmente, em cada aqudrio. Logo apés a
adicdo do anestésico a dgua, foi colocado um peixe por aquario e, por meio de
visualizagdo comportamental, o tempo para se atingir cada um dos trés estigios de
anestesia foi monitorado com o auxilio de um crondmetro.

Os estagios anestésicos avaliados foram: estigio 1 — sedacdo anestésica,

caracterizada pela diminuicdo do movimento opercular; estigio 2 — perda de equilibrio,
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correspondendo ao movimento natatério de lado sem coordenacdo; estigio 3 —
anestesia, ocorrendo a perda total da reacdo ao estimulo (Woody et al., 2002).

No terceiro estagio, foram realizadas biometrias dos peixes, simulando o manejo
de rotina na piscicultura.

Ap6s a biometria, os peixes foram transferidos e mantidos em aquérios com 10

L de agua livre de anestésico, para avaliacdo do tempo de recuperacdo. O peixe foi
considerado recuperado quando retornava os movimentos, nadando (Gomes et al.,
2001). Apds a recuperacdo, os peixes foram mantidos nos aqudrios, com aeracio
constante e alimenta¢@o didria com ragdo comercial. A taxa de mortalidade foi avaliada
durante 48h ap6s a inducdo anestésica.

2° experimento: Anestesias sucessivas

Os testes foram conduzidos em 30 aqudrios com 5 L de dgua, sendo seis
aqudrios para cada tratamento. Os peixes (n = 30, 38,07 + 5,00 g e 12,7 £ 0,54 cm)
foram, individualmente, expostos as concentracdes de 60, 80 e 100 mg L™ de eugenol
determinadas no experimento 1.

O procedimento e os estidgios anestésicos avaliados foram os mesmos do
experimento anterior.

Ap0s atingirem o terceiro estidgio anestésico — perda total da reacdo ao estimulo,
as tildpias foram transferidas e mantidas, individualmente, em aquarios de 10 L. de 4gua
isenta de anestésico, com aeracdo constante, para monitorar a recuperacdo. Vinte e
quatro horas apds anestesia, 0s peixes, nas mesmas concentracdes, foram novamente
anestesiados e acompanhados quanto as alteracdes nos tempos de estidgios anestésicos
descritos por Woody et al. (2002).

As concentragdes de eugenol testadas foram estabelecidas a partir dos resultados

observados em artigos cientificos (Woody et al., 2002; Delbon, 2006; Vidal et al.,
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2008) e a concentracdo de 100 mg L' de benzocaina foi utilizada como referéncia por
ser considerada ideal na anestesia de juvenis de tildpia (Coyle et al., 2004).

Em cada experimento foi utilizado um grupo-controle, em dgua sem anestésico,
para monitoramento dos sinais clinicos (sedacdo anestésica, perda de equilibrio e perda
total da reacdo ao estimulo), segundo Woody et al., 2002 e possivel mortalidade durante
os procedimentos. O sistema de aeracdo foi constante, mantido por meio de pedra
porosa acoplada a um soprador. Foram monitorados os parimetros de qualidade de
dgua: temperatura (°C), oxigé€nio dissolvido (mg LYe pH.

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste estatistico “ANOVA” e teste
Tukey, comparando-se a diferenga entre as médias dos tratamentos, por tempo e entre as

concentracdes (Zar, 2009).

Resultados e discussao

A sobrevivéncia dos peixes foi de 100%.

Em ambos experimentos, os parametros de qualidade de &4gua avaliados
permaneceram dentro das faixas recomendadas para a espécie (Martins, 2004), evitando
possivel interferéncia no desempenho e satide dos animais (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1: Parametros da qualidade de dgua durante realizagdo do experimento com
diferentes concentra¢des de eugenol e benzocaina em tildpia, O. niloticus.

Temperatura (°C) Oxigénio dissolvido (mg LhH H
Anestésicos P

Inducao Recuperacdo  Inducido Recuperacdao  Inducdo Recuperacio

40 mg L™ Eugenol 23,1+0,3 23,2+40,2 7,5+0,3 7,5+0,1 7,77+0,0  7,71+0,1
60 mg L' Eugenol 23,1£0,2 23,120,6 7,3+0,5 6,9+0,3 7,68+0,1  7,70+0,0
80 mg L' Eugenol 22,8+0,5 22,9+0,3 6,7+0,3 7,120,2 7,71+0,0  7,71+0,1
100 mg L™ Eugenol 23,1+0,1 22,9+0,4 7,3+0,1 7,4+0,4 7,80+0,1  7,78+0,0
120 mg L™ Eugenol 22,7+0,1 22,8+0,2 7,5+0,7 7,3+0,5 7,7120,1  7,7240,1
100 mg L' Benzocafna 232402 23,0+0,7 6,9+0,2 6,9+0,3 7,69+0,0  7,73+0,1
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Tabela 2: Parametros da qualidade de dgua durante realizagdo do experimento com
diferentes concentragdes de eugenol em anestesias sucessivas com tildpia, O. niloticus.

Temperatura (°C) Oxigénio dissolvido (mg Lh

. pH
Anestésico
Indu¢do  Recuperagdo  Inducdo Recuperacdo Inducdo Recuperagio
60 mg L Eugenol  22,8+0,2 22,9+0,1 7,5+0,2 7,5+0,2 7,7+0,0  7,7+0,1
80 mg L' Eugenol  23,1+0,5 23,10,5 6,9+0,5 7,0£0,3 7,7+0,1 7,7+0,1
100 mg L Bugenol ~ 232+0,3 23,0+0,3 7,2+0,4 7,240,2 7,8+0,1 7,7+0,0

Para constatar a acdo anestésica do farmaco, e ndo do diluente, exemplares de
tilipias foram submetidos ao tratamento com etanol, com o intuito de se observar
possiveis modificacdes de comportamento. Os peixes mantidos em solucdo de etanol
ndo apresentaram inducdo anestésica, ou qualquer modificacio aparente no

comportamento, corroborando os resultados apresentados por Mylonas et al. (2005).

1° experimento: Determinacido da concentracido anestésica

Nas concentragdes testadas os peixes foram induzidos ao estigio 3 -anestesia
profunda (Woody et al., 2002) (Tabela 3). As tildpias imersas nas solucdes com
benzocaina, no estidgio anestésico 1, debateram-se violentamente antes de perder o
equilibrio (estagio 2). Em relacfo aos sinais clinicos das tildpias submetidas a anestesia
com eugenol, verificou-se que estas ndo se debateram durante o processo de inducio,

corroborando com as observagdes de Peake (1998).

Tabela 3: Tempo, em segundos (s) de indugdo aos estidgios de anestesia e recuperacio
de juvenis de tilapia, O. niloticus, utilizando diferentes concentragcdes de anestésicos.

Anestesias Estégio 1 (s) Estdgio 2 (s) Estdgio 3 (s) Recuperagio (s)
40 mg L' Eugenol 283+5,6b 70,3+19,3 b 198,8+32,9d 184,2492,8 a
60 mg L! Eugenol 34,7+6,3 b 67,3%x15,4 ab 126,7+21,7 ¢ 214,7432,9 ab
80 mg L' Eugenol 32,2+10,0 b 59,7£11,6 ab 112,8+12,3 be 191,5438,2 ac
100 mg L' Eugenol 15,2442 a 46,2+12,1 ab 74,0+18,0 a 271,7+48,3 ab
120 mg L! Eugenol 11,5%4,5a 39,5+28,1 a 95,3+31,7 ac 300,0+52,5b
100 mg L! Eugenol 17,2439 a 52,8+7,3 ab 70,2+13,4 a 282,6+52,3 bc

Médias com letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).
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De acordo com a Tabela 3, as concentragdes que possibilitaram os peixes a
alcancarem, primeiramente, o estigio 1 foram 100 e 120 mg L' de eugenol e 100 mg L'
de benzocaina. A concentragdo de 120 mg L' de eugenol induziu os animais ao 2°
estagio anestésico mais rapidamente, mas nao apresentaram diferencas significativas das
concentracdes de 60 a 100 mg L™ de eugenol e 100 mg L™ de benzocaina. Para atingir o
estagio 3, as concentragdes ideais, ou seja, que apresentaram menores tempos de inducio
anestésica, foram 100 mg L' de eugenol e de benzocaina, com tempos de 74,00 £ 18,02
segundos e 70,17 £ 13,41 segundos, respectivamente.

No periodo de recuperacdo, os peixes testados na menor concentracdo de
eugenol (40 mg L apresentaram menor tempo de recuperagdo anestésica, diferindo
apenas da maior concentracdo de eugenol (120 mg L") ede 100 mg L' de benzocaina.

De acordo com Marking & Meyer (1985), a indugdo a anestesia profunda deve
apresentar um curto tempo de laténcia (I a 3 minutos) e a recuperacdo ndo deve
ultrapassar 5 min. Neste trabalho, a exposi¢do de juvenis de tildpia ao eugenol nas
concentragdes de 60 a 120 mg L' e de benzocaina a 100 mg L' estdo dentro deste
intervalo proposto por Marking & Meyer (1985), sendo por isso consideradas vélidas
para a aplicacéo de anestesia profunda.

No entanto, objetivando-se avaliar uma concentragdo de eugenol para a
substitui¢do da benzocaina, indica-se a concentracdo de 100 mg L' de eugenol por
apresentar baixos tempos de inducdo e recuperagdo anestésica. As concentragdes
determinadas para a tildpia encontram-se dentro do intervalo de valores ja obtidos para
esta espécie (Delbon, 2006; Vidal et al., 2007) e para outras espécies como European
sea bass, Dicentrarchus labrax; gilthead sea bream, Sparus aurata e alevinos de

lambari, Astyanax sp. (Mylonas et al., 2005; Silva et al., 2009).
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Os modelos encontrados para a inducdo e recuperagido dos peixes anestesiados
com eugenol obedecem as equagdes y = -1,2984x + 2254 e y = 1,4408x + 117,04,
sendo que a primeira representa o tempo necessario para a inducdo (em segundos) e a
segunda, o tempo necessario para recuperacdo (em segundos) e X a concentragdo
utilizada. Para a equacdo de indugdo, o 12 foi 0,7473; na recuperacgdo o 12 foi 0,7995, em

concentragdes que foram de 40 2 120 mg L™ (Figura 1).
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Figura 1 - Curvas de regressdes ajustadas para os tempos de indugdo e recuperagcdo
anestésica de tildpia, Oreochromis niloticus, submetidas a diferentes concentracdes de
eugenol.

A curva de regressao ajustada para o tempo de inducdo a anestesia profunda
(Figura 1) indica reducdo linear no tempo de inducdo anestésica com a elevacdo da
concentracdo. Isto também foi confirmado por Soto & Burhanuddin (1995) que, ao
induzirem exemplares de rabbitfish (Siganus lineatus) a anestesia com 6leo de cravo em
concentragdes de 33, 50, 67 e 100 mg L, relataram que a de 33 mg L' correspondeu ao

maior tempo de inducdo (150 a 190 s). Da mesma forma, Cunha & Rosa (2006),

estudando a acdo do eugenol em diferentes espécies de peixes tropicais marinhos,
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também verificaram que a menor concentracio testada (20 mg L) proporcionou o
maior tempo de inducdo (127,33 s).

Além da reducio linear no tempo de inducéo anestésica, pode-se observar elevacao
do tempo de recuperagdo com os valores de concentracdo. De fato, quanto menor o tempo
de indugdo a anestesia, maior é o tempo de recuperagio dos peixes (Park et al., 2008).

Walsh e Pease (2002), avaliando a eficacia do 6leo de cravo como anestésico em
enguias (Anguilla reinhardtii), também observaram que, o aumento na concentragdo do
6leo de cravo reduziu o tempo de inducdo anestésica.

2° experimento: Anestesias sucessivas

Com a finalizacdo do experimento anterior e determinacio das concentragdes de
eugenol mais indicadas (60, 80 e 100 mg L"), sendo a concentragdo ideal a de 100 mg
L', comparou-se a acdo destas concentracdes anestésicas sob os tempos de sedagio,
inducdo e recuperacdo anestésica em anestesias consecutivas (Tabela 4).

Tabela 4: Tempo, em segundos (s) de sedacdo, indugdo e de recuperagdo anestésica de

juvenis de tilapia, submetidos a diferentes concentracdes de eugenol, em dias
sucessivos.

Eugenol Sedacdo (s) Inducdo (s) Recuperagdo (s)
1° dia 2° dia 1° dia 2° dia 1° dia 2° dia
60 38,6+6,6 29,8+6,1 98,4+33,8 126,2+54,7 179,8491,0 284,4+112,8
80 25,423 20,6+3,9 83,4+11,3 145,4£35,9 175,2426,0 297,2+29,6
100 20,4+£3,9 12,8457 71,8+£13.8 114,5+12,5 297,0+24,6 244,2+45,6

NS: néo significativo

Neste trabalho, avaliando-se as diferencas nos parametros analisados entre os
dias sucessivos, pode-se verificar que ndo ocorreram diferencgas significativas (p>0,05)
nas concentracdes testadas (60, 80 e 100 mg L™). Para Inoue et al. (2003) igualmente
ndo verificaram diferencas estatisticas quanto ao tempo de inducdo para concentracdes
acima de 40 mg L', estudando diferentes concentracdes de 6leo de cravo para juvenis

de matrinxa, Brycon cephalus. Tort et al. (2002), por sua vez, mostraram que o tempo

34



de indugdo foi semelhante para as concentragdes de 6leo de cravo testadas em dourada,
Sparus aurata e em truta, Oncorhynchus mykiss. Quanto ao tempo de recuperagio,
Delbon (2006), em estudo para avaliar a concentracdo ideal do dleo de cravo em juvenis
de tilapia do Nilo, também ndo obtiveram diferencas estatisticas entre as concentracdes
de 40 a 100 mg L™

Assim, sugere-se que o anestésico eugenol deva ser completamente eliminado do
organismo do peixe em um periodo de até 24 horas, visto que ndo ocorreu alteragdo,
apds anestesia sucessiva, nos tempos de sedagdo, indugdo e recuperacdo anestésica.
Estes resultados corroboram com os de Cho & Heath (2000), aonde concluiram que o
eugenol é rapidamente metabolizado e excretado, ndo necessitando do processo de

depuragao.

Conclusao

Conclui-se que a concentragdo anestésica que apresentou resultados satisfatorios,
com menores tempos de indugio e recuperacdo anestésica, foi a de 100 mg L de
eugenol. E, apds as anestesias sucessivas ndo ocorreram alteracdes nos tempos de

inducio e recuperacio anestésica.
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Resumo
O eugenol (2-metoxi-4-(2-fenol) propenil) tem sido utilizado por aqiiicultores para
induzir diferentes niveis de anestesia e analgesia. Entretanto, pesquisas sobre as
propriedades anestésicas do eugenol em peixes sdo voltadas principalmente para efeitos
comportamentais e fisiolégicos sem determinar a sua biodisponibilidade. Objetivou-se
desenvolver e validar um método analitico confidvel, pritico e acessivel para
identificacdo do eugenol em amostras de tildpia, Oreochromis niloticus. A técnica
escolhida foi a cromatografia em fase gasosa (CG) utilizando-se coluna capilar e
detector de ionizacdo de chama (DIC). O método analitico apresentou para o analito de
interesse, faixa de linearidade de 0,6 a 5 mg L'l; limite de detec¢do de 0,3 mg L'l; limite
de quantificagdo de 0,6 mg L™, coeficiente de variagio (CV) intra-ensaio (precisdo)
inferior a 7% e os valores de recuperacdo de amostras de plasma, figado e muisculo entre
70 e 120%, com CV inferior a 11%. A obtencdo de picos cromatogrificos com
resolucdo apropriada e ampla faixa de linearidade, que permitiu quantificar com

seguranga, desde baixas concentragdes até niveis elevados de eugenol, revela a utilidade
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e confiabilidade desse método CG/DIC na identificacdo e quantificacdo do eugenol no
plasma sanguineo, figado e musculo de tildpia, O. niloticus.
Palavras-chave: cromatografia gasosa, 6leo de cravo, Oreochromis niloticus, peixe,

residuo anestésico.

Introducao

Substincias anestésicas sdo comumente utilizadas para reduzir a agitacdo dos
peixes, facilitando o trabalho com os animais, além de diminuir o estresse causado pela
manipulag@o dos peixes (Inoue et al., 2003).

As substiancias anestésicas mais utilizadas sdo tricaina metano sulfonato (MS-
222), a quinaldina e o 2-fenoxietanol. No entanto, a utilizacdo destas drogas sisntéticas
revelaram eficiéncia anestésica varidvel e tendem a causar efeitos adversos em peixes,
tais como perda de muco, irritagdo das branquias e danos na cérnea (Marking e Meyer,
1985; Inoue ef al., 2003; Pirhonen e Schreck, 2003). A necessidade de descobrir novos
anestésicos que apresentam um elevado nivel de seguranca e melhores resultados tém
estimulado a investigagc@o de novos farmacos.

A maioria dos anestésicos usados em peixes € absorvida nos tecidos, via
branquias, levando ao acimulo de residuos (Marking e Meyer, 1985). Para eliminar
esses residuos € necessario que o peixe seja submetido ao processo de depuracdo. O tempo
deste processo depende do tipo da droga utilizada, espécie alvo, concentracio e da via de
administracdo, que pode ser de algumas horas a vérias semanas (Booth, 1988). Mesmo que
os residuos anestésicos presentes nos peixes nio sejam prejudiciais ao consumo humano,
segundo Stone & Tostin (1999), estes podem afetar o sabor do peixe, quando consumidos.

O tnico anestésico aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration, EUA) € o

MS-222. Sdo necessdrios 21 dias de depuragdo para peixes submetidos ao MS-222 e
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destinados ao consumo humano (Nochetto et al., 2009). Portanto, a aqiiicultura demanda
a necessidade de um anestésico e/ou sedativo com um reduzido tempo de depuracio.

Os primeiros estudos de residuo anestésico em peixes foram realizados com o
MS-222 por métodos colorimétricos (Allen et al., 1970). Estes métodos apresentavam
baixa seletividade e ndo distinguiam os metabdlitos da tricaina. Com métodos de
extragcdo mais seletivos, residuos do anestésico MS-222 foram investigados em espécies
de peixes, como trutas, Oncorhynchus mykiss (Law, 1994), bagre do canal (Ictalurus
punctatus), striped bass (Morone saxatilis), bluegill (Lepomis macrochirus), largemouth
bass (Micropteru salmoides), e mostraram que a quantidade de metabdlitos formada é
dependente da espécie de peixe estudada (Luhning, 1973). Além disso, o autor mostrou
que o 4cido 3-aminobenzdico, um dos metabdlitos do MS-222, poderia ser formado
durante o armazenamento de tecido com residuos tricaina, mesmo a -12 ° C.

No Brasil, o anestésico mais utilizado € a benzocaina, um composto quimico
com propriedades fisicas semelhantes as da tricaina. Residuos deste anestésico foram
detectados em tecidos e fluidos de bagre-do-canal (Ictalurus punctatus) em uma
concentracdo de 1-2 ppm (Szoke et al., 1997) e em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) a 24 ppb (Meinertz et al., 1999), utilizando cromatografia liquida com detec¢do
na regido do ultravioleta (HPLC-UV).

O eugenol, derivado do 6leo de cravo (Eugenia aromatica), é um anestésico
alternativo para peixes bastante divulgado nos ultimos tempos por ser um produto
natural, apresentando poucos riscos ao ambiente e aos animais (Cho & Heath, 2000;
Inoue et al., 2003; Iversen et al., 2003; Tort et al., 2002). Trabalhos com a aplicac¢do do
eugenol t€m demonstrado sua eficidcia como anestésico por apresentar concentracdes

eficientes e seguras para os peixes e possuir boa capacidade em reduzir respostas
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metabdlicas do estresse (Munday & Wilson, 1997; Sladky et al. 2001; Pirhonen e
Schreck, 2003; Small, 2003).

De acordo com Guenete et al. (2007), estudando os pardmetros farmacocinéticos
do eugenol em truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, mostraram que a meia-vida do
eugenol € de 12,14 horas. O desempenho anestésico do eugenol é melhor que o de
outras substancias ja utilizadas (Wagner et al., 2003) e ndo demonstra efeitos deletérios
aparentes nos peixes apos sua utilizacdo (Woody et al., 2002).

A FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo)
(2007) prescreve como aceitdvel ingestdo didria (IDA) de 2,5 mg eugenol kg'1 para
humanos. Em peixes anestesiados com 450 mg L' de 6leo de cravo e depurados por
uma semana antes de serem abatidos para consumo, ocorreu retengdo em seus tecidos
de apenas 0,32 mg kg1 de eugenol (Kildea et al., 2004).

Além disso, o eugenol apresenta curto tempo de inducdo e longo tempo de
recuperacdo anestésica, ideais para procedimentos mais demorados, comparado com o
MS-222, nas mesmas concentracdes (Keene et al., 1998).

Como a determinagdo de eugenol é essencial para avaliar o residuo deste
anestésico, o objetivo deste estudo foi otimizar e validar um método analitico rapido e
de baixo custo para a determina¢do de eugenol em amostras (plasma sanguineo, figado e
musculo) de tilapia, Oreochromis niloticus a partir da injecao por headspace no sistema
cromatografico gasoso com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC).

O headspace é uma técnica utilizada para analisar compostos volateis e semi-
voldteis em baixas concentracdes (Wasfi, 2004; Ventorin, 2004). Nesta técnica, a
principal caracteristica € a possibilidade da determinacdo de componentes volateis da
amostra a ser estudada de forma direta. Além disso, o headspace possibilita a introducio

da amostra sem pré-tratamento no cromatégrafo a gas (Gobato & Langas, 2001).
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Materiais e métodos
Animais para experimentacao

O estudo foi conduzido no laboratério do Instituto de Quimica da UNESP, em
Araraquara/SP. Foram utilizados 80 tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus revertidos
sexualmente, com peso médio de 58,34 £ 5,16 g e 16,55 £ 0,67 cm, mantidas em um
tanque circular com volume de 500 litros.

Foram coletadas 100 pL de plasma, 5 g de musculo e 5 g de figado de todos os
peixes. Para as amostras do plasma, o sangue foi coletado com auxilio de seringas e
agulhas heparinizadas. Uma aliquota do sangue foi centrifugada para obtencdo de 100
uL plasma. Posteriormente, as tildpias foram sacrificadas por pungdo cerebral para a
retirada de 5 g de musculo (sem a pele) e 5 g de figado.

Padraes e solventes

Padrdes de alta pureza (> 99%) de eugenol e mentol, utilizados como padrio
analitico e padrdo interno, respectivamente, foram obtidos da Sigma-Aldrich
(Steinheim, Alemanha). As solucdes estoque de eugenol e mentol foram preparadas em
metanol na concentragdo de 100 mg L' e armazenadas a —20 °C. Posteriormente, por
dilui¢des sucessivas das solucdes estoque foram obtidas as solu¢des padrao de eugenol
de diferentes concentracdes e entdo injetadas no CG/DIC, em triplicata.

Metanol, grau HPLC, foi adquirido da Tedia Company (Fairfield, EUA).
Condic¢oes cromatograficas

Foi utilizado equipamento de cromatografia em fase gasosa equipado com
detector de ionizacdo de chama (DIC), Varian 3800 (Walnut Creek, EUA) nas seguintes
condicdes: injecdo splitless; coluna capilar DB-5 — 5% fenil, 95% metilpolissiloxano
(J&W Scientific, Folsom, EUA) com 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro

interno e 0,25 um de espessura do filme. As temperaturas do injetor e detector foram
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250 °C e 300 °C, respectivamente; a temperatura do forno foi programada a partir de 80
°C e aquecida a uma razdo de 3 °C/min até 140 °C e novamente aquecida a 20 °C/min
até 250 °C, permanecendo por 5 minutos nesta ultima temperatura. O gis de arraste
utilizado foi nitrogénio a uma vazdo constante de 1 mL/min. As vazdes dos gases do
detector DIC foram de 40 mL min™' para nitrogénio, 25 mL min™ para hidrogénio e 325
mL min™ para ar sintético.

O equipamento foi operado pelo software Varian, Galaxie, programa responsavel
pela aquisicdo e processamento dos dados. As injecdes de 100 uL do headspace (vapor
em equilibrio com a solucéo padrdo, ou com a amostra), foram feitas manualmente.
Avaliacao da linearidade e construcio da curva analitica

Ap6s otimizar as condicdes cromatogrificas, a linearidade foi avaliada pela
andlise de solu¢des padrdo de eugenol (em metanol) nas concentragdes: 0,30; 0,60;
1,00; 1,25; 2,00; 2,50; 3,00; 4,00 e 5,00 mg L'l, adicionadas a 100 mg L' de mentol
(padr@o interno).

As solugdes padrio, totalizando volume de 20 mL, foram adicionadas a vials de
40 mL com tampa de rosca e septo de silicone faceado em Teflon™®, préprios para
headspace. O headspace de cada uma das solugdes foi analisado em sextuplicata. Essas
solugdes foram analisadas em ordem crescente de concentracdo e seguindo as condigdes
preconizadas no item Condi¢des cromatograficas.

Com os resultados obtidos construiu-se o grafico de linearidade
(Area/concentracio vs concentracio), de acordo com o recomendado por Ribani et al.
(2004). Os pontos inseridos dentro do intervalo de linearidade foram utilizados para

construcdo da curva analitica (4rea vs concentragdo).
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Precisao

Para a determinacdo da precisdo foram utilizadas solucdes padrio nas
concentragdes: 1,00; 2,00 e 4,00 mg L' de eugenol em metanol, adicionadas a 100 mg
L' de mentol (padrdo interno), analisadas em sextuplicada, da mesma maneira descrita
para a construgdo da curva analitica. Estes valores foram selecionados por possuirem
concentragdes dentro da faixa linear utilizada. A precisdo foi estimada através dos
coeficientes de variacdo (CV).

Limite de deteccido (D) e limite de quantificacao (L.Q)

Para a determinagdo dos limites de detec¢dao e quantificacdo do método foram
preparadas solugdes em triplicata de eugenol nas seguintes concentragdes 0,10; 0,20;
0,30; 0,60 e 1,00 mg L' em metanol. As solucdes foram injetadas em ordem
decrescente de concentracao.

Para as determinacdes de LD e LQ foram calculadas a partir da curva de
linearidade, também conhecida como grificos de residuos ou Teste de Huber. Neste
caso o limite de detec¢éo é o ponto mais préximo ao limite inferior do intervalo linear, e
que ndo pertenca a linearidade. J4, o limite de quantificacdo, € o limite inferior do
intervalo de linearidade.

Recuperacao

Para a avaliagdo da recuperagdo do método foram empregadas amostras de
plasma, figado e musculo de tildpias controle que ndo foram expostos ao anestésico
utilizado no experimento.

As amostras (100 pL de plasma e 5 g de misculo ou figado) foram transferidas
para vials de 40 mL com tampa de rosca e septo de silicone faceado em Teflon™,
proprios para headspace. Posteriormente, foram adicionadas as solugdes padrdes em

concentragdes equivalentes a 3,00; 6,00; 9,00; 12,00 e 15,00 pg g'1 de musculo e figado
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e 0,60; 0,70; 0,80; 0,90 e 1,00 uL mL" de plasma, totalizando volume de 20 mL.
Também foi adicionado 100 mg L' de mentol como padrio interno em uma
concentragdo de 25 mg L. O vial foi vedado e agitado com o auxilio de vortex por 2
minutos para homogeneizagao da solugdo.

As amostras fortificadas desta maneira foram mantidas em frascos
hermeticamente fechados (40 mL, especial para headspace) e deixadas em repouso por:
30, 60, 90 e 120 min, para avaliacdo do melhor tempo de contato. Apés este periodo, as
amostras foram aquecidas a 35°C esta temperatura foi escolhida para evitar que nestas
condicdes ndo deverd ocorrer deterioracdo das amostras e eliminar compostos que
poderiam interferir na andlise. Avaliou-se a recuperacdo obtida quando empregado o
aquecimento por: 15, 30, 45 e 60 min. Os ensaios foram efetuados em sextuplicata
seguindo o procedimento descrito para as solugdes padrdo.

Resultados e discussao

Apds a corrida cromatografica dos padrdes de eugenol e mentol, ambos na

concentragio de 100 mg L™ (Figura 1), os tempos de retencio apresentados foram de

10,73 e 17,52 minutos, respectivamente.

EOGENLL
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0 k L

i:%

RT [min]
g =] 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 1: Cromatograma das solug¢des padrdes de eugenol e mentol injetados na

concentracdo de 100 mg L.
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Verifica-se pelo cromatograma que os picos cromatogrificos referentes ao

eugenol e mentol estdo bem definidos e separados.

A partir das concentra¢des de 0,30 a 5,00 mg L' de eugenol (em metanol),

obteve-se o grafico da linearidade (Figura 2).
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Figura 2: Representacio da linearidade correlacionando Area/Concentragio vs

Concentracao.

Valores superiores a 1956,22 e inferiores a 3,04 foram rejeitados a partir do teste

de Huber, com k=2. Ou seja, a concentracdo de 0,30 mg L' de eugenol foi excluida

para a curva de calibragdo.

A tabela 1 contém os resultados obtidos no cdlculo de linearidade para os pontos

da curva analitica, a equagcdo da curva utilizada para quantificacdo do eugenol e o

coeficiente de correlagao (rz) da curva analitica.
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Tabela 1: Resultados referentes ao estudo da linearidade tendo como base a
concentracdo de eugenol e a drea média obtida apds as injecdes no sistema
cromatografico (n =6).

Concentracio (mg mL'l) Area média CV (%)

0,60 1363,80 3
1,00 1433,18 7
1,25 1565,03 6
2,00 1665,10 3
2,50 2046,00 9
3,00 1944.,07 14
4,00 2418,13 2
5,00 3043,87 10

Equacido da curva analitica para eugenol: y= 362,67x + 1057,70;
Coeficiente de correlagio r’= 0,95

A curva de calibragcdo foi linear nas faixas de concentragdo estudadas para o
fiarmaco analisado: eugenol (0,60 a 5,00 mg L™). A equagdo de regressdo linear ¢ o
coeficiente de correlagdo foi y= 362,67x + 1057,70, com = 0,95, onde y representa a
area do pico produzido pelo analito e x corresponde a concentracdo do analito. Na
figura 3 estd representada a curva analitica para o eugenol.

O padrao interno, mentol, foi adicionado a amostra antes do processamento para
avaliacdo da eficiéncia (recupera¢do) do método. A area média da recuperacdo do

mentol, para os pontos da curva analitica, foi de 1331,09 + 24,50.

T
1

o = ‘)3//4;/
=] - _ ‘){/‘r h

1500,00 ./’—*/

1000,00 v 3GE7.67x1 1057.7

500,00 - rR: G,9513

0,00
o] 1 2 2 4 5 o

Concenlragao {mg L)

Figura 3: Curva analitica do eugenol na faixa de concentracio de 0,60 a 5,00 mg L™
A curva analitica obtida para o eugenol foi linear, apresentando coeficiente de
correlacdo (r) superior a 0,95 (Tabela 1), sendo que o Instituto Nacional de Metrologia,

Normatizacido e Qualidade Industrial recomenda um coeficiente de correlagdo acima de
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0,90 (INMETRO, 2003). Este coeficiente de correlacio foi satisfatério, o que demonstra
que a resposta do detector foi linear no intervalo de concentracdo empregado nesse
estudo (Ribani et al., 2004).

Neste estudo a precisio do método foi avaliada referente ao nivel de
repetibilidade. A repetibilidade apresenta a concordancia entre os resultados de medidas
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes que sdo
chamadas condi¢des de repetibilidade: mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo
equipamento usado sob as mesmas condi¢des, mesmo local, repeticdes em curto
intervalo de tempo (Ribani et al., 2004).

A International Conference on Harmonization (ICH, 1995) e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA, 2003), sugerem que a repetitividade seja verificada a partir
de um minimo de nove determinagdes cobrindo o limite especificado no procedimento
empregado, tr€s niveis, trés repeticdes para cada um, ou a partir de um minimo de seis
determinacdes a uma concentracio similar ao valor esperado (Ribani et al., 2004).

A precis@o do procedimento de preparacdo de solucdes padrio foi avaliada
através do coeficiente de variacdo (CV) dos resultados obtidos (n=6), ao nivel de
repetitividade, portanto, feita em um curto intervalo de tempo (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados do estudo da precisdo do método para determinacdo do eugenol
(n=06).

Concentracao adicionada Concentracao média

Composto (mg L'l) obtida (mg L'l) CV (%)
1,00 1,03 3
Eugenol 2,00 1,91 7
4,00 4,11 4

Para o estudo da precisdo, os intervalos dos coeficientes de variacdo sdo
considerados aceitdveis, estando dentro do limite aceito para validacio de métodos
cromatograficos que deve ser menor que 15% (Prestes et al., 2007), dependendo da

complexidade da amostra. Para este método, os intervalos dos coeficientes de variacdo
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variaram de 3 a 7% (Tabela 2) e inferiores aos valores obtidos por Ribani et al. (2004),
sendo, portanto, considerado preciso e dentro da faixa aceitdvel para a validacdo dos
métodos analiticos. Os resultados deste trabalho corroboram com os apresentados por
Meinertz et al. (2008), que avaliaram a precisdo do método em cromatografia liquida
para isoeugenol em dez espécies de peixes de dgua doce.

O limite de detec¢do (LD) pode ser definido como a menor concentragdo do
analito detectado em uma amostra, mas nio necessariamente quantificada, enquanto que
o limite de quantificacdo (LQ) representa a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser quantificado com precisdo e exatiddo aceitdveis, ambos sob as
condicdes experimentais previamente estabelecidas (ANVISA, 2003). Os valores dos
LOD e LOQ foram 0,30 e 0,60 mg L', respectivamente.

Corroborando com os resultados deste estudo, Li et al. (2004), durante validacao
de um método por cromatografia liquida, obtiveram um limite de deteccdo (LOD) para
eugenol de 0,51 mg L.

Para extracdes das amostras de plasma, apds a agitacdo, o tempo de
fortificagdo ideal (com maior recuperagdo) foi de 90 min, e posteriormente 45 min
de aquecimento a 35 °C. As amostras de figado, apdés homogeneizagio,
permaneceram 30 min em contato com o anestésico e 45 min na estufa a 35 °C. Em
relacdo as amostras de musculo, o tempo necessdrio para fortificacdo foi de 60 min
e, em seguida, 45 min de aquecimento a 35 °C.

A exatidao e precisdo do procedimento proposto foram avaliadas mediante
andlises de recuperacdo com amsotras fortificadas.

As porcentagens de recuperacdes do eugenol em plasma sanguineo, figado e

musculo de exemplares de tildpia, Oreochromis niloticus, para os cinco niveis de
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fortificacdo estudados foram de 0,60; 0,70; 0,80; 0,90 e 1,00 pg mL"' de plasma
sanguineo e 3,00; 6,00; 9,00; 12,00 e 15,00 ug g’1 de musculo e figado (Tabela 3).

Tabela 3: Porcentagens de recuperacdo de eugenol em amostras de plasma sanguineo,
figado e musculo de tilapia, Oreochromis niloticus (n = 6).

Concentracio da Concentraciao Recuperacio Cv
Amostra Fortificacio encontrada (%) (%)
Plasma

sanguineo 0,60 0,54 94 4
(ug mL™) 0,70 0,72 103 5
0,80 0,76 91 10
0,90 0,84 78 5
1,00 0,94 71 9
Figado 3,00 3,60 120 5
(nggh 6,00 6,78 113 2
9,00 9,99 111 4
12,00 11,40 95 5
15,00 14,10 94 9
Miisculo 3,00 3,33 111 2
(nggh 6,00 6,18 103 1
9,00 8,55 95 6
12,00 11,52 96 2
15,00 11,10 74 3

Os valores de recuperacio encontram-se entre 70 e 120%, com CV< 11%, o que esta
de acordo com o aceitdvel para amostras complexas (ANVISA, 2003; Ribani et al., 2004).

Na comparacdo entre as amostras (Figura 2), nota-se que, praticamente, as
recuperagdes decrescem com o aumento da concentragdo adicionada, sendo
principalmente significativo este decréscimo para as amostras de muisculo e menos

significativo para o figado.
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Figura 4: Representacdo grafica da porcentagem de recuperacdo realizada com amostras de tildpia fortificadas com eugenol.
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Corroborando com os resultados deste trabalho, Meinertz er al. (2006),
fortificaram trés amostras de musculo (5 g) de trutas arco-iris, Oncorhynchus mykiss
com isoeugenol (isomero do eugenol) resultando em uma concentragdo nominal de 8 pg
g'l. Os dados das respectivas amostras apresentaram-se entre 86,4 a 96,9%, com
precisdo de 1,1 a 9,6%.

Meinertz et al. (2009), fortificando amostras de musculo de trutas arco-iris,
Oncorhynchus mykiss em concentragdo inferior a apresentada neste estudo (0,02273 pg g'l de
isoeugenol) obtiveram recuperacio semelhante (88,8 a 95,8%, com precisdo de 1,2 a 3,8%).

Os valores apresentados neste trabalho foram semelhantes aos mostrados em
outros estudos, comprovando a eficicia deste método em experimento futuros.
Conclusio

O método estudado e validado para determinacdo de eugenol, utilizando-se a andlise
do headspace das amostras de plasma sanguineo, figado e musculo de tildpias, O. niloticus
por cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo de chama demonstrou ser

pratico, rapido e eficiente, podendo ser aplicado ao estudo de residuos de eugenol.

Referéncias bibliograficas
ALLEN, J. L.; LUHNING, C. W.; HARMAN, P. D.: Identification of MS-222 residues
in selected fish tissues by thin layer chromatography. U.S. Fish Wildl. Serv.

Investment Fish Control, v. 41, p. 1-7, 1970.

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria. Guia para Validacdo de

Métodos Analiticos. Resolu¢ao RE 899, de 29 de maio de 2003.

BOOTH, N. H. Drug and chemical residues in the editle tissues of animals. In: BOOTH,
N. H.; McDONALD, L. E. (Eds.). Veterinary Pharmacology and Therapeutics, 6™

ed. Iowa State Univ. Press, lowa, p. 1149-1159, 1988.

54



CHO, G. K.; HEATH, D.D. Comparison of tricaine methanesulphonate (MS222) and
clove oil anaesthesia effects on physiology of juvenile chinook salmon Oncorhynchus
tshawytscha (Watbaum). Aquaculture Research, v. 31, p. 537-546, 2000.

FAO. Food and Agriculture Organization of the United Nations. Fish Stats Plus:
universal software for fishery statistical time series: version 2.32. Rome, 2007.
GOBATO, E. A. A. F.; LANCAS, F. M. Comparacio entre injecdo na coluna (“on-
column”) e headspace dindmico na determinacdo de benzeno, tolueno e xileno (BTX)
em amostras de dgua. Quimica Nova, v. 24, n. 2, p. 176-179, 2001.

GUENETTE, S. A.; UHLAND, F. C.; HELIE, P.; BEAUDRY, F.; VACHON, P.
Pharmacokinetics of eugenol in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Aquaculture, v.
266, p. 262-265, 2007.

ICH: Toxicokinetics — Guidance on the assessment of systemic exposure in toxicity
studies. Topic S3A, Step 5, ICH Harmonized Tripartite Guideline. International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use, Geneva, Switzerland, 1995

INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia. DOQ-CGCRE-008 — Revisdo 1.

Orientagdes sobre Validacdo de Métodos de Ensaios Quimicos, 2003.

INOUE, L. A. K. A.; NETO, C. S.; MORAES, G. Clove oil anaesthetic for juveniles of

matrinxa Brycon cephalus (Gunther, 1869). Ciéncia Rural, v. 33, n. 5, p. 943-947, 2003.

KEENE, J. L.; NOAKES, D. L. G.; MOCCIA, R. D.; SOTO, C. G. The efficacy of
clove oil as an anaesthetic for rainbow trout, Oncorhynchus mykiss (Walbaum).

Aquaculture Research, v. 29, p. §9-101, 1998.

KILDEA, M. A.; ALLAN, G. L.; HEARNEY, R. E. Accumulation and clearance of the
anesthetics clove oil and AQUI-S™ from the edible tissue of silver perch (Bidyanus

bidyanus). Aquaculture, v. 232, p. 265-277, 2004.

55



LAW, F. C. P. Total Residue Depletion and Metabolic Profile of Selected Drugs in
Trout, Contract Number 223-90-7016, U.S. Food and Drug Administration,
Washington, DC, 1994.

LI, Y. H.; HAO, Z. H.; ZHENG, P. Determination of Vanillin, Eugenol and Isoeugenol
by RP-HPLC. Chromatographia, v. 60, n. 11/12, p. 709-713, 2004.

LUHNING, C. W. Residues of MS-222, benzocaine, and their metabolites in striped
bass following anesthesia. U.S. Fish and Wildlife Service Investigations in Fish

Control, p. 52., 1973.

MARKING, L. L.; MEYER, F. P. Are better anesthetics needed in fisheries. Fisheries,
v. 10, n. 6, p. 2-5, 1985.

MEINERTZ, J. R.; STEHLY, G. R.; HUBERT, T. D.; BERNARDY. J. A. Liquid
chromatographic determination of benzocaine and N-acetylbenzocaine in the edible ®llet
tissue from rainbow trout. Journal of Chromatograph y A, v. 855, p. 255-260, 1999.
MEINERTZ, J. R.; GRESETH, S. L.; SCHREIER, T. M.; BERNARDY, J. A;
GINGERICH, W. H. Isoeugenol concentrations in rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) skin-on fillet tissue after exposure to AQUI-S™ at different temperatures,
durations, and concentrations. Aquaculture, v. 254, p. 347-354, 2006.

MEINERTZ, J. R.; SCHREIER, T. M.; BERNARDY, J. A. Evaluation of a Method for
Determining Concentrations of Isoeugenol, an AQUI-STM Residue, in Fillet Tissue from
Freshwater Fish Species. Journal of AOAC International, v. 91, n. 4, p. 884-891, 2008.
MEINERTZ, J. R.; SCHREIER, T. M. Depletion of isoeugenol residues from the fillet
tissue of AQUI-S™ exposed rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Aquaculture, v.

296, p. 200-206, 2009.

56



MUNDAY, P. L.; WILSON, S. K. Comparative efficacy of clove oil and other
chemicals in anaesthetization of Pomacentrus amboinensis, a coral reef fish. J. Fish
Biol., v. 51, p. 931-938, 1997.

NOCHETTO, C. B.; REIMSCHUESSEL, R.; GIESEKER, C.; CHEELY, C. S;
CARSON, M. C. Determination of Tricaine Residues in Fish by Liquid

Chromatography. Journal of AOAC International, v. 92, n. 4, 2009.

PIRHONEN, J.; SCHRECK, C. B. Effects of anaesthesia with MS-222, clove oil and
CO, on feed intake and plasma cortisol in steelhead trout (Oncorhynchus mykiss).

Aquaculture, v.224, p. 1-8, 2003.

PRESTES, O. D., PRESTA, M. A, KOLBERG, L. S., ZANELLA, R. Desenvolvimento
e validacdo de um método analitico para a determina¢do de histamina em vinhos
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por fluorescéncia.

Quimica Nova, v.30, n.1, p.18-21, 2007.

RIBANI, M.; BOTTOLI, C. B. G.; COLLINS, C. H.; JARDIM, I. C. S. F.; MELO, L.
F. C. Validagdao em métodos cromatograficos e eletroforéticos. Quimica Nova, v.27,

p.771-780, 2004

ROUBACH, R.; GOMES, L. C.; LOURENCO, J. N. P.; FONSECA, F. A. L;
SANTOS, PJ. O.; VAL, A. L. Efficacy of eugenol as an anesthetic in juvenile
tambaqui, Colossoma macropomum. International Congress on biology of fishes.

Tropical fish: news and news, p. 93-96, 2001.

SLADKY, K. K.; SWANSON, C. R.; STOSKOPF, M. K.; LOOMIS, M. R
LEWBART, G. A. Comparative efficacy of tricaine methanesulfonate and clove oil for
use as anesthetics in red pacu (Piaractus brachypomus). American Journal of

Veterinary Research, v. 62, n. 3, p. 337-342, 2001.

57



SMALL, B. C. Anesthetic efficacy of metomidate and comparison of plasma cortisol
responses to tricaine methanesulfonate, quinaldine and clove oil anesthetized channel

catfish Ictalurus punctatus. Aquaculture, v. 218, p.177-185, 2003.

STONE, D.; TOSTIN, N. Clove bud oil a big yawn for silver perch. Fisheries NSW

Magazine Spring, v. 19, 1999.

SZOKE, A.; HAYTON, W. L; SCHULTZ, 1. R. Quantification of benzocaine and its
metabolites in channel catfish tissues and fluids by HPLC. Journal of Pharmaceutical

and Biomedical Analysis, v. 16, p. 69-75, 1997.

TORT, L.; PUIGCERVER, M.; CRESPO, S.; PADROS, F. Cortisol e haematological
response in sea bream and trout subjected to anaesthetics clove oil and 2-
phenoxyethanol. Aquaculture Research, v. 33, p. 907-910, 2002.

VENTORIN, M. V. P. Relagdo entre a dosagem de etanol no sangue e na saliva.
Dissertagdo de Mestrado, Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade

Estadual de Campinas, Brasil, 2004.

WAGNER, G. N.; SINGER, T. D.; McKINLEY, R. S. The ability of clove oil and MS-
222 to minimize handling stress in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum).
Aquaculture Research, v. 34, p. 1139-1146, 2003.

WASFI, 1. A, et al. Rapid and sensitive static headspace gas chromatography—mass
spectrometry method for the analysis of ethanol and abused inhalants in blood. Journal

of Chromatography B, v. 799, p. 331-336, 2004.

WOODY, C. A.; NELSON, J.; RAMSTAD, K. Clove oil as an anaesthetic for adult

sockeye salmon: field trails. Journal of Fish Biology, v. 60, p. 340-347, 2002.

58



Capitulo ITT

Alteracoes hematologicas e analises residuais de tilapias, Oreochronis niloticus,
anestesiadas com eugenol
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Resumo
Os anestésicos sdo utilizados na aqiiicultura para auxiliar o manejo, visando amenizar o
estresse causado por essa atividade. A partir da concentragdo de 100 mg L™ de eugenol
para anestesiar tildpia, delineou-se um experimento com o objetivo de analisar os
parametros hematoldgicos e residuos do anestésico eugenol em 100uL de plasmae 5 g
de musculo e figado de tildpias, ao longo de 24 horas de depuracdo anestésica, por
cromatografia gasosa acoplado ao detector de ionizagdo de chama (CG-DIC). Com estas
andlises, concluiu-se que a concentracdo de anestésico aplicada ndo teve interferéncia
sobre os pardmetros hematoldgicos de tildpia. Avaliando a quantidade de residuo de
eugenol nas matrizes bioldgicas, por cromatografia gasosa, apds 24 horas de depuracio
anestésica nao houve eliminagéo total do farmaco.

Palavras-chave: cromatografia, 6leo de cravo, residuo anestésico, sangue.
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Introducao

Nos sistemas de producdes aquicolas os desafios naturais se somam aqueles
impostos pela atividade, como priticas de manejo, transporte, tratamentos e altas
densidades de estocagem. Desse modo, os peixes precisam encontrar meios de lidar com
os desafios para garantir a sobrevivéncia. O somatério das mudangas fisioldgicas
desencadeadas quando o peixe reage a desafios quimicos, fisicos ou biolgicos mais a

tentativa de compensagao é referida como resposta ao estresse (Wedemeyer et al., 1990).

Para auxiliar os manejos, visando amenizar a intensidade do estresse em
atividades como transporte, pesagem, marcacio, tém-se utilizado anestésicos. O uso de
anestésicos auxilia na diminuicdo do estresse, & medida que reduzem a atividade e o
metabolismo dos peixes, reduzindo injtrias fisicas, consumo de oxigénio e excre¢do de

metabdlicos toxicos (Iwana & Ackerman, 1994; Pirhonen & Schreck, 2003).

A tricaina metanosulfanato (MS-222) é o tnico anestésico aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration, EUA). No Brasil, a aplicagdo anestésica mais comum é
a benzocaina com potencial de acdo é semelhante ao MS-222 (Ross & Ross, 2008). No
entanto, de acordo com Ross & Ross (2008) sdao necessarios 21 dias de depuragdo para
comercializacdo dos peixes utilizados para consumo humano, que foram anestesiados
com este farmaco. Essa restri¢do limita aplicacdes de anestésicos e promove a pesquisa
e o desenvolvimento de um alternativo que permita a liberacdo imediata dos peixes
expostos a ele.

O eugenol (4-alil-2-metoxifenol) é um produto de origem natural, derivado das
flores e das folhas do cravo das espécies Eugenia caryophyllata e E. aromatica (Isaacs,

1983). De acordo com Keene et al., 1998, o eugenol trata-se de um anestésico de grande
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eficdcia, ampla margem de seguranca para o peixe e auséncia de toxicidade para o
operador, nas doses utilizadas para peixes.

Segundo Yang et al. (2003), o eugenol provoca depressdo do sistema nervoso
central por meio da interacdo com neurotransmissores envolvidos na sensa¢do de dor,
com efeito agonista sobre o dcido gama-amino-butirico (GABA) e antagonista sobre o
glutamato, que atua sobre os receptores N-metil-daspartato (NMDA). De acordo com
Wagner et al. (2002), este farmaco é metabolizado e excretado rapidamente no
organismo do animal, ndo requerendo tempo de caréncia.

O objetivo deste estudo foi avaliar os parametros hematoldgicos e os tempos de
eliminagdo residual do anestésico eugenol nas amostras (plasma, figado e musculo) de

tildpia, Oreochromis niloticus ao longo de 24 horas apds as inducdes anestésicas.

Materiais e métodos
Animais para experimentacio

O estudo foi conduzido no laboratério do Instituto de Pesca-APTA-SAA, em
Sédo Paulo/SP. Foram utilizados 80 tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus revertidos
sexualmente, com peso médio de 53,19 £ 9,87 g e 14,74 £ 0,89 cm, mantidas em um
tanque circular com volume de 500 litros.
Parametros fisicos e quimicos da agua

A 4gua utilizada no experimento foi proveniente do abastecimento urbano. O
cloro residual desta fonte foi eliminado por meio do processo de filtragem seguido de
forte aeracdo. Para manutencio dos pardmetros fisicos e quimicos da dgua, o tanque foi
reabastecido por sistema de circulagdo de 4agua, dotado de filtro biolégico. Os
parametros monitorados diariamente foram: temperatura (°C), pH, condutividade

elétrica (uS cm™) e oxigénio dissolvido (mg L™).
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Padraes e solventes

Padrées de alta pureza (> 99%) de eugenol e mentol, obtidos da Sigma-Aldrich
(Alemanha), foram utilizados nas andlises cromatograficas e nos experimentos
anestésicos com peixes. As solugdes estoque de eugenol e mentol foram preparadas em
metanol na concentracdo de 100 mg L' e armazenadas a —20 °C.

Metanol, grau HPLC, foi adquirido da Tedia Company (Fairfield, EUA).

Fase experimental

As tilapias, O. niloticus (n=80) foram individualmente expostas a concentragdes
de 100 mg L' de eugenol. Esses peixes foram anestesiados até atingirem o estdgio
anestésico profundo, com minimos movimentos operculares (Woody et al., 2002).

Ap6s as inducdes anestésicas, dez peixes foram imediatamente retirados do
aqudrio, pesados, medidos e o sangue coletado do vaso caudal, para posterior anélises
hematolégicas. Estes peixes foram amostrados antes da depuragdo anestésica, ou seja,
no tempo de experimentacao zero.

Os demais peixes anestesiados foram mantidos em aquirios sem anestésicos
para recuperagdo e eliminacdo residual do farmaco. Os tempos de amostragem foram 30
minutos, 1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas apds as indugdes anestésicas. Dez peixes de cada
tempo foram anestesiados com 100 mg L" de benzocaina (para ndo interferir nas
andlises residuais do anestésico eugenol), pesados, medidos e o sangue colhido.

Para a avaliagdao dos tempos de eliminacdes residuais do anestésico, trés peixes
por tempo (0, 30 min, 1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas) foram sacrificados por puncdo cerebral.
Plasma sanguineo (100 puL), misculo sem a pele (5 g) e figado (5 g) foram retirados.
Adicionou-se, nestas amostras 25 mg L' de mentol utilizado como padrio interno. As

amostras foram congeladas imediatamente, para posterior andlises dos metabdlitos.
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As amostras de plasma sanguineo, musculo e figado foram armazenadas em
freezer a -18°C, conforme Kildea et al. (2004), no Instituto de Pesca-APTA-SAA — Sao
Paulo/SP para posteriormente serem analisadas por CG-DIC no Instituto de Quimica da
UNESP — Araraquara/SP.

Analises hematolégicas

O sangue foi coletado com auxilio de seringas e agulhas heparinizadas. Uma
aliquota do sangue foi centrifugada para obtenc¢do do plasma e determinado o residuo de
eugenol.

Determinou-se o nimero total de células (RBC), em camara de Neubauer,
utilizando-se solu¢do de Hayem como diluente; hematdcrito (Ht), pelo método do
microhematdcrio, segundo Goldenfarb et al. (1971); taxa de hemoglobina (Hb), pelo
método da cianometahemoglobina, segundo Collier (1944). Com os valores de Hb,
RBC e Ht foram calculados os indices hematimétricos: VCM (volume corpuscular
médio) e CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular média).

As extensOes sangiiineas coradas pelo May-Griinwald-Giemsa, segundo
Rosenfeld (1947), foram utilizadas para as contagens diferencial e total dos leucécitos e
contagem total de trombdcitos, sendo as duas dltimas pelo método indireto, segundo
Hrube & Smith (1998).

Condic¢oes cromatograficas

Foi utilizado equipamento de cromatografia em fase gasosa equipado com
detector de ionizacdo de chama (DIC), Varian 3800 (Walnut Creek, EUA) nas
seguintes condicdes: injecdo splitless; coluna capilar DB-5 — 5% fenil, 95%
metilpolissiloxano (J&W Scientific, Folsom, EUA) com 30 m de comprimento x 0,25
mm de didmetro interno e 0,25 pm de espessura do filme. As temperaturas do injetor e

detector foram 250 °C e 300 °C, respectivamente; a temperatura do forno foi
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programada a partir de 80 °C e aquecida a uma razio de 3 °C min™ até 140 °C e
novamente aquecida a 20 °C min” até 250 °C, permanecendo por 5 minutos nesta
ultima temperatura. O gas de arraste utilizado foi nitrogénio a uma vazao constante de
1 mL min’. As vazdes dos gases do detector DIC foram de 40 mL min" para
nitrogénio, 25 mL min™' para hidrogénio e 325 mL min™' para ar sintético.

O equipamento foi operado pelo software Varian, Galaxie, programa
responsdvel pela aquisi¢cdo e processamento dos dados. As injecdes de 100 pL do
headspace (vapor em equilibrio com a solu¢@o padrao, ou com a amostra), foram feitas
manualmente.

Analises residuais do anestésico eugenol

As amostras, com volume de 20 mL, foram adicionadas a vials de 40 mL com
tampa de rosca e septo de silicone faceado em Teflon™®, préprios para headspace (100
puL de plasma sanguineo, 5 g de miusculo e 5 g de figado). Também foi adicionado 25
mg L de mentol como padrio interno. O vial foi vedado e agitado por 2 minutos em
vortex para homogeneizacio da solucio.

As amostras foram mantidas em frascos hermeticamente fechados (40 mL,
especial para headspace) e deixadas em repouso por 90 min para o plasma; 30 min para
o figado; e 60 min para o musculo. Apds este periodo, as amostras foram aquecidas a
35°C por 45 minutos. Esta temperatura foi escolhida por acreditar-se que nestas
condicdes nao deverd ocorrer deterioragdo das amostras. Os ensaios foram efetuados em
triplicata seguindo o procedimento padrdo.

A meia-vida (T 1/2) foi calculada usando 0.693/kel (Guenette et al., 2007). Para
determinagdo da taxa da constante de eliminagéo (kel) do anestésico, utilizou-se a média

das trés menores concentra¢des de eugenol de plasma mensuraveis.
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Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e, quando
significativo, ao teste de Tukey para comparacdo entre as médias aritméticas, adotando-

se o nivel de significincia de 5% (Zar, 2009).

Resultados e discussao

Os valores médios e erros padrdes da temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
condutividade elétrica da dgua dos aqudrios durante o periodo experimental foram de
25,80 + 0,70 °C, 7,10 + 0,30, 7,08 + 043 mg L' e 12530 + 17,40 pS cm™,
respectivamente, resultados considerados dentro da faixa de conforto recomendada por
Martins (2004), para a espécie.

Os valores médios e erro padrdo dos parametros hematolégicos para O. niloticus
estdo apresentados na tabela 1.
Tabela 1: Parametros hematoldgicos e indices hematimétricos de tildpias, amostradas

logo ap6s a indugdo anestésica (tempo 0) e nos diferentes tempos de eliminacdes
residuais dee eugenol.

Tempos (h)  Ht (%) Hb(@gdL') RBCA0pL") vcM (L) CHCM (gdL’)
0 24,8042,02"°  6,66+0,28"  179,00+11,23°  1,39+0,17 270,36 + 8,55
0,5 24,89+223%  6,7120,26™  168,20£17,12®  1,51+0,20 270,38 + 9,41
1 23,40+1,74"  6,84+0,17"°  151,10£15,59®  1,57+0,22 293,95+ 8,11

20,93£1,99°  6,972026™  161,25+23,51®  1,55+0,33 336,43 + 22,33
22,5043,46®°  6,77+0,35™ 144,80+18,87*  1,57+0,29 309,29 + 19,36

8 24,9543,94°  6,85+0,29%  154,15+£27,15®  1,69+0,52 283,21 + 19,10
12 25,78+2.37°  6,68+029™  165,55+24.44®  1,59+0,29 261,71 £ 10,52
24 23,1143,55°  6,89+0,57™  172,89+19,24"  1,35+0,22 307,59 + 23,16

Ht=hematdcrito, Hb=taxa de hemoglobina, RBC= nimero de eritrécitos, VCM=volume corpuscular
médio, CHCM= concentrag¢do de hemoglobina corpuscular média
NS: ndo significativo
Meédias com letras distintas na mesma linha indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).
Média =+ erro padrdo.

Considerando-se os resultados dos parametros sanguineos verificaram-se
diferencas estatisticas (p<0,05) entre os tempos de depuracdo anestésica para o

hematdcrito (Ht) e para o ndimero total de eritrécitos (RBC).
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Em relacdo aos valores de hematdcrito, duas horas apds a inducdo anestésica, o
sangue dos peixes anestesiados com eugenol mostrou baixo (20,93+£1,99 %) em relacdo
aqueles submetidos no tratamento de 12 horas (25,78+2,37 %). Estudos realizados por
Davidson et al. (2000) e Tort et al. (2002), corroboram com o descrito neste trabalho,
onde a truta arco-iris, Oncorhyncus mykiss apresentou aumento nos valores de
hematdcrito quando expostas ao dleo de cravo e seus derivados.

De acordo com Morales et al. (2005), o aumento dos valores de hematdcrito
indicam hemoconcentragdo ocasionada pelo aumento da demanda de oxigénio,
auxiliando o peixe a retornar a situagio de estresse. No entanto, ndo € possivel afirmar
que ocorreu estresse de manejo nos peixes do tratamento de 12 horas, visto que estes
diferiram apenas com os peixes do tratamento de 2 horas.

Observando os valores apresentados pelo niimero total de eritrdcitos, os peixes
do tempo zero, ou seja, que nao passaram pelo processo de depuragdo mostraram-se
superiores (179,00+11,23 x 10 pL™") em relacio aqueles do tempo 4 horas
(144,80+18,87 x 10* pL'l). Segundo Lowe-Jinde & Niimi (1983), valores elevados do
nimero de eritrécitos pode ser explicado pela redu¢cdo dos niveis de oxigénio causado
pela redugéo da irrigagdo branquial.

Assim como neste estudo, em tambaqui a hip6xia promoveu elevacio do nimero
de eritrécitos (Affonso et al., 2002), evidenciando a necessidade de oxigé€nio do peixe.
Barcellos et al. (2003) e Urbinati et al. (2004), para pacu, Piaractus mesopotamicus nao
encontraram alteragdes no nimero de eritrécitos durante as amostragens analisadas,
assim como em jundid, Rhamdia quelen submetido a estressores agudos e em matrinxa
juvenil transportado por 4 horas em sacos plasticos. Entretanto, no presente estudo esta
diminuicdo dos niveis de oxigénio ndo pode ser confirmada, pois a diferenca

significativa s6 ocorreu entre os peixes do tratamento zero e 4 horas.
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Os parametros hemoglobina e os indices hematimétricos (VCM e CHCM) ndo
diferiram significativamente entre os tratamentos.

Observacdes microscOpicas das laminas de extensdo revelaram a presenca de,
além dos eritrocitos, trombodcitos e leucdcitos. Os valores absolutos destas células
sanguineas analisadas nos peixes tratados encontram-se nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2: Valores médios e erro padrdo do trombograma de O. niloticus amostrados

logo apds a indugdo anestésica (tempo 0) e nos diferentes tempos de depuracdo
anestésica.

Tempos (h)  Nimero de trombdocitos/uL de sangue

0 15926,45 + 1732,66
0,5 13634,33 + 1188,54
1 16288,21 + 1823,63
2 14930,58 + 1252,45
4 14665,87 £ 1743,17
8 14336,54 + 1382,44
12 16770,55 + 2081,39
24 14622,31 + 1840,66

NS: ndo significativo

A variacdo do nimero de trombdcitos, neste trabalho foi de 13634,33 + 1188,54
trombocitos uL’1 (T=30 min) a 16288,21 + 1823,63 trombdcitos uL'1 (T=1 hora). E, de
acordo com os resultados do teste estatistico aplicado ndo ocorreu diferenca entre os
ndmeros de trombdcitos entre os tratamentos.

Os valores de trombdcitos encontrados neste estudo mostraram-se muito
inferiores aos apresentados por Tavares-Dias & Moraes (2004), para a mesma espécie,
cujos nimeros foram 48902,50 + 21366,10 uL"' de trombécitos e por Ueda ef al. (1997),
cuja variagdo de trombdcitos totais foi entre 38540,00 e 100800,00 pL"'. Segundo
Tavares-Dias & Moraes (2004), além da variacdo interespecifica, as diferencas nas
metodologias empregadas na contagem de trombdcitos também sdo responsdveis pelos

dados descritos na literatura.
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Autores atribuem fungdes destas células nos peixes, entre elas, importante papel

no processo de coagulacdo (Casillas & Smith, 1977) e fagocitose, ajudando a manter os

peixes livres de patdgenos apés dano vascular (Hill & Rowley, 1996). Essa grande diversidade

de formas reflete tanto sua especificidade quanto os diferentes estagios do desenvolvimento dos

peixes (Kalashnikova, 1976).

Os trombdcitos dos peixes t€m sido descritos como as células sanguineas mais
abundantes, depois dos eritrocitos (Ueda ef al., 2001). Entretanto, neste estudo, o nimero
de trombdcitos foi menor em relacio ao nimero de leucdcitos.

Tabela 3: Valores médios e erro padrdo dos diferentes leucdcitos analisados em O.

niloticus ap6s a indugdo anestésica (tempo 0) e nos diferentes tempos de depuracio
anestésica.

Tempos (h) Leucécitos totais/uL Linfécitos/uL Neutroéfilos/pL Mongdcitos/uL Basdfilos/uL
0 17893,50+1870,08 13891,09+3161,65 2479,66+856,08 356,45+67,10 43,55+21,03

0,5 21245,88+3421,15 18587,75+£2280,23 2922,56+745,33 405,64+154,88 34,69+18,64
19583,48+2403,65 15977,44+2633,41 2875,42+534,49 475,05+140,16 37,65+23,29

2 25977,62 £3912,23 20562,33+3443,12  4123,43+1278,32 678,44+178,56 54,88+23,78

4 22815,68+3236,82 18430,88+2636,34 2976,21+655,44 435,78+189,66 38,67+£19,52

8 23186,13+2690,66 18765,60+2135,78 2998,33+845,78 613,11£134,98 32,02+22,49

12 22345,45+21350,66 19322,56+2987,78 2567,88+644,77 588,98+145,76 44,67+27,46

24 23178,67+20890,45 18764,31+2398,07 3565,88+678,66 622,43+129,75 38,09+25,61

NS: nao significativo

Na tabela 3 encontram-se as médias dos valores dos leucdcitos totais
encontrados em peixes submetidos a anestesia com 100 mg L' de eugenol nos tempos
de depuragdo analisados, ndo ocorrendo diferencas significativas entre os tratamentos.

Nas extensdes sanguineas foram observados linfocitos, neutrdfilos, mondcitos e
basofilos corroborando as andlises descritas por Ueda et al. (1997; 2001), em
Oreochromis niloticus.

Ranzani-Paiva et al. (2005) reportaram a presenga de eosinéfilos em extensdes

sanguineas de tilapia, Orechromis niloticus, célula do sistema leucocitdrio. Assim como
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nesse estudo, este tipo de célula tem sido relatada estar ausente em O. mossambicus por
Tavares-Dias & Faustino (1998).

Os valores médios dos tipos celulares de leucdcitos encontrados nos exemplares
de juvenis de tilapia estdo de acordo com os apresentados por Ranzani-Paiva et al.
(2005), Ishikawa et al. (2008) e Barros et al. (2009).

Os tipos celulares de leucécitos mais abundantes encontrados nos exemplares de
O. niloticus, neste trabalho, foram linfécitos e neutréfilos na contagem diferencial de
leucocitos, semelhante ao observado por Tavares-Dias e Faustino (1998), Tavares-Dias
et al. (2000b), Tavares-Dias & Moraes (2004) e Azevedo et al. (2005). Contrariamente,
Ueda et al. (1997) e Tavares-Dias er al. (2000a) verificaram predominancia de
neutréfilos na contagem diferencial.

O método analitico do instrumento apresentou para o analito de interesse, faixa
de linearidade de 0,6 a 5 mg L'l; limite de deteccdo de 0,3 mg L'l; limite de
quantificagio de 0,6 mg L, coeficientes de variacio (CV) intra ensaio (precisio)
inferior a 7% e as recuperagdes de amostras de plasma, figado e musculo apresentaram-
se entre 70 € 120%, com CV inferior a 11%.

Nos ensaios de acumulag@o de eugenol no plasma sanguineo, figado e musculo
de tildpia, O. niloticus foram detectados residuos do anestésico em estudo nos tempos

analisados (Figuras 1, 2 e 3).
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Figura 1: Médias dos valores de residuos (ug mL") de eugenol no plasma sanguineo de

O. niloticus.

As barras verticais indicam o erro padrdo e letras diferentes mostram as diferencas significativas entre as
médias (p<0,05).

A concentragdo de eugenol no plasma sanguineo (Figura 1), apés a inducfo
anestésica dos peixes (t=0), apresentou-se em torno de 1,00 + 0,03 pg mL". Em
seguida, os peixes foram amostrados no tempo de 1 hora e ocorreu reducio significativa
em relacdo a primeira andlise.

Apo6s duas horas (t=2 horas) a concentracdo de eugenol no plasma sanguineo
destes peixes dimuinuiu 57 % em relagdo ao tempo 0, apresentando-se em torno de
0,43 +£0,03 ug mL™". Assim como nesse estudo, Guenette et al. (2007), observaram, em
truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, rdpida redu¢do na concentracdo de eugenol no
plasma sanguineo no inicio da depuragdo, mas depois essa diminuicdo ocorreu
lentamente. No tempo de andlise de 4 horas nido ocorreu diferenca significativa em
relacdo a amostragem anterior.

A reducdo na concentracdo do anestésico foi continua até oito horas, nio
ocorrendo diferencas significativas nos valores de residuo de eugenol no plasma
sanguineo até o final do experimento (t=24 horas).

A partir do valor de kel, foi possivel mensurar a meia-vida do eugenol no plasma
sanguineo de tildpias, O. niloticus, em torno de 4,88 horas. Este valor corrobora com o
apresentado por Guenette et al. (2006), analisando o tempo de meia-vida de sapos
anestesiados por eugenol. Guenette et al. (2007), calculando a meia-vida do mesmo

anestésico em trutas arco-iris obtiveram o tempo de 12,14 horas.
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Figura 2: Médias dos valores de residuos (ug g') de eugenol em amostras de figado de
O. niloticus.

As barras verticais indicam o erro padrdo e letras diferentes mostram as diferencas significativas entre as
médias (P<0,05).

De acordo com o World Health Organization, Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (WHO, 2006), o eugenol é rapidamente absorvido no
trato digestivo e metabolizado no figado.

Na primeira coleta de amostras de figado (Figura 2), antes do inicio da
eliminacdo do residuo anestésico, a concentragdo de eugenol foi 35,23 + 3,00 ug g'l.
Esta concentracdo, apés 30 minutos de depuracdo, reduziu significativamente para
13,86 £ 0,22 ug g'l. Entretanto, no tempo de 1 hora, ocorreu aumento significativo da
concentragdo de eugenol para 21,79 £ 0,95 pg g'l.

Os valores de residuo de eugenol em figado, apds 1 hora de anestesia, foram de
20 a 30 pg g’1 até 12 horas e, ap6és um dia (t=24 horas) a concentracio aumentou
drasticamente, atingindo o valor de 55,48 + 0,35 ug g™

Comparando-se os residuo de eugenol no figado antes e 24 horas apds a
anestesia pode-se verificar o aumento de 57 % da concentragdo do firmaco nesse 6rgao.

Estas variagdes bruscas das concentragdes de eugenol em figado podem estar
relacionadas com o trajeto que o anestésico percorre no organismo do animal durante a

inducdo anestésica.
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Como pode-se observar na figura 1, até 24 horas apds inducao anestésica, foi
notado uma pequena concentracio de eugenol no plasma sanguineo. Como o figado tem
papel na eliminacdo do eugenol, acredita-se que sua reducdo s6 ocorrerd quando ndo

houver concentracio de eugenol mensurdvel em outros orgdos ou no plasma sanguineo.
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Figura 3: Médias dos valores de residuos (ug g'l) de eugenol em amostras de musculo
de O. niloticus.

As barras verticais indicam o erro padrdo e letras diferentes mostram as diferencas significativas entre as
médias (P<0,05).

Os valores de residuo de eugenol no tecido muscular de O. niloticus (Figura 3), logo
apos anestesia com 100 mg L' de eugenol foi de 14,21 £4,19 ug g’l. Apbs esta andlise, 0s
peixes ficaram em aqudrios para eliminagdo do farmaco e, de acordo com andlises
cromatograficas, nao ocorreram diferengas significativas nas concentracdes de eugenol no
musculo até o tempo de 4 horas apds anestesia, cujo valor atingiu 45,15 £ 3,10 ug g’l.

Ap6s 4 horas de anestesia, a reducdo da concentracdo do anestésico no tecido
muscular destes peixes foram observadas no tempo de 12 horas, com concentracdes de
26,96 + 4,93 pg g”'. Entretanto, esta tendéncia de redugdo ndo foi verificada na dltima
andlise, no tempo de 24 horas apds anestesia, visto que atingiram a maior dose de
eugenol, 58,08 +£ 7,97 ug g'l.

Em relacdo as concentracdes de eugenol no musculo, nota-se que ocorreu
aumento superior a 300%, quando comparadas a quantidade de residuo de eugenol no

musculo antes e 24 horas apds a depuragdo anestésica.
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Os resultados deste trabalho contradizem com aqueles apresentados por
Meinertz et al. (2006), testando o residuo anestésico de isoeugenol em musculo de
trutas arco-iris apds anestesia com 34 mg L' de AQUI-S por 10 minutos em diferentes
temperaturas, obtiveram os resultados: 30,90 pg g'1 a7 °C, 40,10 pg g'1 al2°C,e
48,60 pg g a 17 °C.

Meinertz & Schreier (2009), anestesiando trutas arco-iris em uma baixa
concentragio de 17,70 mg L' de AQUI-S por 60 minutos, determinaram, por
cromatografia liquida, concentracdes de eugenol nas amostras de tecido muscular nos
tempos 0 e 4 horas. As concentracdes de isoeugenol variaram entre 45,00 a 69,90 ug g'1
no tempo 0 e 2,80 a 6,70 ug g'1 no tempo 4 horas.

Kildea et al. (2004), avaliando concentracdes de dleo de cravo em trutas arco-iris,
apés uma semana de depurag@o, observaram 0,32 ug g'1 de eugenol em seus tecidos
musculares. Segundo os autores, isto indica que sucessivas doses deste anestésico podem
levar a uma diminui¢fo na capacidade de eliminagdo do residuo anestésico do tecido.

As ndo reducdes das concentragdes de eugenol nos o6rgdos de tildpia podem estar
relacionadas com a alta quantidade de gordura desses peixes. Segundo Hamelink &
Spacie (1999), o contetdo lipidico do animal € fator determinante da bioconcentragdo.

O eugenol € um liquido volatil em temperatura ambiente e tem solubilidade
moderada em dgua (2,463 mg L'a25° C). O coeficiente de parti¢cao octanol-dgua, Koy,
para eugenol é 186 (HSDB, 2006), indicando baixa solubilidade em 4dgua em relagdo
aos solventes orgénicos e baixo a moderado potencial de bioacumula¢do, com um fator
de bioconcentragdo estimado de 31.

As moléculas organicas apolares (hidrofébicas), como o eugenol, possuem

grande afinidade pelo contetido lipidico.
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Segundo Orne & Kegley (2008), a bioconcentracio de xenobidticos hidrofébicos
pode mudar em funcdo de caracteristicas inter e intra-espécies. Essa premissa pode
explicar a grande diferenca entre os valores de bioconcentracido determinados em nosso
trabalho e nos valores reportados na literatura.

O comité da FAO / WHO (Expert Committee on Food Additives, dos EUA)
prescreve como ingestdo didria aceitavel (IDA) de 2,5 mg kg de eugenol, de peso
corporal em humanos. Neste trabalho, os peixes anestesiados com 100 mg L' de
eugenol, apresentaram, apds 24 horas de depuracio anestésica, concentracdo no tecido
muscular de 58,08+7,97 ug g

Dado que o limite aceitdvel de consumo de eugenol por seres humanos é de 2,5
mg kg por peso corporal, pessoas em uma faixa de peso de 70 kg podem consumir,
com seguranga, 175 mg de eugenol. Por conseguinte, uma pessoa que pesa 70 kg teria
que comer mais de 3 kg de filé de tilapia, O. niloticus, na maior concentracio
apresentada neste estudo, para ultrapassar o limite aceitacdo de eugenol, determinada
pela WHO (2006).

Apesar de ndo ocorrer eliminagdo da concentracdo de eugenol no tecido
muscular de tilapia, O. niloticus, as concentracdes determinadas nos tempos apds
anestesia nao apresentam risco para o consumidor se estes se alimentarem de até 3 kg de

filé de pescado por dia.

Conclusao
E possivel concluir que a concentragio de 100 mg L' de eugenol ndo alterou os
parametros hematoldgicos de tilapia. Em relacdo ao residuo anestésico, ap6s 24 horas de

anestesia, ndo ocorreu eliminacao total do firmaco.
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Capitulo IV
Alteracoes hematologicas e residuos de eugenol em tilapia, Oreochronis niloticus
submetidas ao transporte
Marina Carvalho Delbon'
Maria José Tavares Ranzani Paiva’
Mary Rosa Rodrigues de Marchi’
! Estudante de pos-graduagdo, CAUNESP, Unesp, Jaboticabal, SP, Brazil.
2 Pesquisadora cientifica, Instituto de Pesca, Sdo Paulo, SP, Brasil.
3 Pesquisadora cientifica, Instituto de Quimica, UNESP, Araraquara, SP, Brasil.
Resumo
O transporte, na piscicultura, ¢ um procedimento que consiste de uma sucessdo de
estimulos adversos, podendo causar alteracdes nos pardmetros hematolégicos dos
peixes. Para minimizar esses efeitos, pode ser aplicado anestésico diluido na dgua de
transporte. Objetivou-se testar a efici€ncia do eugenol como mitigador dos pardmetros
sanguineos durante o transporte e avaliar as concentragdes residuais desse anestésico
nas amostras das tildpias, O. niloticus. O transporte foi realizado por cinco horas em
caixas de plastico de 100 L estocadas com 200 juvenis em cada caixa. Foram testadas
duas concentragdes de eugenol (5 e 10 mg L"), além do grupo controle (sem
anestésico). Os parametros hematoldgicos e andlises residuais do plasma, figado e
musculo dos peixes foram avaliados antes do transporte (AT) e nos tempos 0, 6, 12 e 24
horas apds o transporte. Notou-se que os peixes amostrados antes do transporte
apresentaram diferencgas significativas nos indices (RBC, VCM e HCM), em relagdo ao
grupo controle 12 horas apds o transporte. Os peixes do grupo controle, no tempo 0,
apresentaram valores superiores de RBC em relagdo aos transportados na maior

concentracdo anestésica. Os valores de trombdcitos e tipos celulares de leucécitos ndo
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ocorreram diferenca significativa entre os tratamentos. As amostras foram analisadas
por cromatografia gasosa acoplada a um detector de ioniza¢do de chama (CG-DIC).
Ap6s o periodo de 24 horas de depuracio anestésica ocorreu reducdo significativa nos
valores residuais de eugenol, nas tr€s amostras analisadas e nas duas concentracdes
aplicadas. Portanto, as concentragdes de eugenol aplicadas podem ser utilizadas para o
transporte de juvenis de tilapia, sem causarem alteragcdes nos pardmetros hematolégicos.
Entretanto, o periodo de 24 horas de depuracio anestésica nao € suficiente para eliminar

o residuo de eugenol nas amostras testadas em tildpia.

Palavras-chave: CG-DIC, eugenol, Oreochromis niloticus, parametros hematolégicos,

residuo anestésico, transporte anestésico.

Introducao

Dentre as espécies de tilapias, a que mais tem se destacado na piscicultura
mundial é a Oreochromis niloticus (FAO, 2007), isto por apresentar: boa rusticidade,
alto ganho em peso, facilidade de reprodugdo, excelentes caracteristicas do sabor da
carne e atingem o tamanho comercial rapidamente (Kubitza, 2000).

No Brasil, os produtores de tildpias utilizam diferentes sistemas de produgdo,
sendo os semi-intensivos, intensivos em viveiros escavados em terra, 0S super-
intensivos em tanques-rede e race-way. A criagdo em tanques-rede atinge cerca de 10%
da produ¢do mundial da aqiiicultura, nos quais a tildpia é o peixe de maior contribuicio
na producdo do pescado (Silva & Siqueira, 1997).

No processo da criagdo, o transporte de alevinos e juvenis é uma das etapas no

manejo da producdo e comercializacdo de peixes. No entanto, este procedimento leva a

82



uma série de respostas fisioldgicas e bioquimicas que alteram o equilibrio homeostatico
e o balanco energético (Rocha et al., 2004; Inoue et al., 2005).

Na tentativa de ajustar-se a estas condicdes adversas, os peixes respondem com
uma série de respostas primdrias e secundarias, como aumento das catecolaminas e
cortisol, o que estimula a mobilizacdo de reservas energéticas, alteracio dos pardmetros
sanguineos e cardiorrespiratérios com o aumento do ndmero de eritrécitos, da
concentragdo das taxas de hemoglobina e hematdcrito, aumento dos batimentos
operculares levando a mudancas na capacidade de trocas iOnicas, além de uma
pronunciada excrecdo nitrogenada plasmética (Iwama et al., 1997, Mommsem et al.,
1999; Urbinati & Carneiro, 2001).

Segundo Grottum et al. (1997), o principal fator de sucesso do transporte é
manter a maior densidade de peixes no menor volume de dgua possivel, sem que haja
mortalidade, deterioracdo da qualidade da dgua e estresse.

Além do controle da densidade de estocagem de peixes, produtos
condicionadores sdo utilizados para minimizar as agressdes causadas durante o
transporte. O sal marinho e anestésicos como, benzocaina e eugenol sdo exemplos que
visam minimizar o impacto do transporte de peixes e diminuir as respostas ao estresse
(Carneiro & Urbinati, 2001; Inoue et al., 2005). Entretanto, a escolha desses produtos
fica a critério dos criadores, levando-se em conta o custo-beneficio e sua
disponibilidade no mercado (Inoue et al., 2003).

O modo de atuacdo dos anestésicos, segundo Silva (2002), di-se em trés fases
que atuam sobre: 1) cortex cerebral (estado analgésico); 2) ginglios basais e cerebelo
(estado de delirio) e 3) medula espinhal (estado de anestesia cirurgica). Para o transporte

de peixes, recomenda-se que o anestésico atinja apenas a primeira fase.
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De acordo com Gomes et al. (2001), o anestésico que vem sendo mais utilizado
no Brasil é a benzocaina. Trata-se de um anestésico local, cujo potencial de acdo é
semelhante ao MS-222 (Mattson & Ripple, 1989; Burka er al., 1997; Ross & Ross,
2008). Os autores sugeriram que a benzocaina atende a maioria dos critérios
estabelecidos por Ross & Ross (2008), como anestésico ideal para peixes.

Carneiro et al. (2002), transportando matrinxas, Brycon cephalus, verificaram
que o uso da benzocaina apresentou efeitos negativos em duas concentragdes (10 e 20
mg L") nos pardmetros hematoldgicos.

O chamado “dleo-de-cravo” é um composto fendlico resultado da destilagcdo das
folhas, flores (incluindo talos) das drvores de cravo da India (Eugenia caryophyllata),
sendo a substdncia ativa o eugenol, com concentracdo que varia de 70 a 95% da
composicdo total do 6leo essencial do cravo (Mazzafera, 2003). Ele vem sendo utilizado
nos peixes, com vantagens econdmicas e sem propriedades toxicas aparentes (Soto &
Burhanuddin, 1995; Munday & Wilson, 1997; Sladky et al., 2001; Woody et al., 2002;
Inoue et al., 2003; Cunha, 2007). Outra vantagem deste fairmaco é ser metabolizado e
excretado rapidamente pelo organismo do animal, ndo requerendo tempo de caréncia
(Wagner et al., 2002).

Os estudos sobre a utilizagdo do eugenol, como anestésico na piscicultura,
surgiram da necessidade de se encontrar novas substancias eficazes, seguras e de baixo
custo (Roubach et al., 2005).

Existe assim, grande demanda de alevinos e juvenis da espécie tanto para o
povoamento de agudes, como a produ¢do de engorda em tanques, viveiros e tanques-
rede, pois, a tilapicultura vem se intensificando, particularmente, no nordeste e sudeste

do pais. Entretanto, problemas relacionados a qualidade e sobrevivéncia dos peixes
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durante o transporte ainda é motivo de preocupacdo dos produtores, distribuidores e
compradores de alevinos e juvenis.

Além disso, tém-se preocupagdes com os residuos anestésicos possivelmente
presentes na carne, podendo resultar na rejeicao pelos consumidores (Olsen et al., 2006;
Ribas et al., 2007).

Desta forma, objetivou-se testar a eficiéncia do eugenol como mitigador dos
parametros hematoldgicos durante o transporte de tilapia, O. niloticus e avaliar o

residuo desse produto, ao longo de 24 horas, no plasma, figado e musculo.

Materiais e métodos

O experimento foi realizado na Estacdo de Piscicultura da APTA — Pariquera-
Acu/SP. Foram utilizados 1200 juvenis de tildpia (23,45+2,67 g e 12,38+1,44 cm),
revertidos, alimentados até 48 horas antes do experimento com ragdo extrusada com
28% de proteina bruta. Os peixes foram mantidos em 6 tanques de 500 L para
aclimatag@o por um periodo de sete dias.

Durante o periodo de aclimatacdo, 6 peixes, sendo um peixe por tanque, foram
amostrados para avaliagdes hematoldgicas antes do transporte (AT).

O transporte foi realizado entre Pariquera-Acu/SP e Sao Paulo/SP (220 Km) com
duracdo de cinco horas. O delineamento do experimento foi inteiramente ao acaso com
trés tratamentos: 0 (controle), 5 e 10 mg L' de eugenol e 4 tempos (T) de amostragem:
0T);6(6T),12 (12 T) e 24 horas depois do transporte (24 T). Foram utilizadas seis

réplicas por tratamento.

Os peixes foram transportados em sistema fechado, em seis caixas de 100 L
cada, com uma densidade média de 80 g de peixe vivo por litro de dgua, conforme

sugerido por Urbinati et al. (2004).
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Apés o transporte, os peixes de cada tratamento foram colocados,
separadamente, em tanques de 500 L de 4gua livre de anestésico e com aeracdo
constante.

Parametros fisicos e quimicos da agua

A 4gua do transporte foi coletada antes e apds o transporte, sendo os pardmetros

analisados: pH, temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg L") e amonia total (mg L™).

1° experimento: AvaliacOes comportamentais e analises hematoldgicas dos peixes

submetidos ao transporte

O grau de interferéncia do anestésico eugenol sob o comportamento dos peixes
foi registrado segundo Woody et al. (2002) (Tabela 1).

Tabela 1 — Sinais clinicos de peixes expostos a anestésicos, adaptada por Woody et al.

(2002).

Estagios de anestesia Descricao dos sinais clinicos

(1) sedacao leve Diminuicdo visivel dos movimentos operculares

(2) anestesia leve Perda parcial de equilibrio e dificuldade em manter posi¢do normal de nado

(3) anestesia profunda  Perda total de equilibrio e incapacidade de recuperar a posicdo vertical de
nado

Para avaliagdes hematoldgicas, foram amostrados trés peixes de cada caixa de
transporte por cada tempo de amostragem, totalizando 72 peixes. Para as avaliacdes, os
animais foram anestesiados com 100 mg L"' de benzocaina para ndo interferir nas
andlises residuais do anestésico eugenol.

O sangue foi coletado por puncdo caudal com auxilio de seringas descartaveis,
heparinizadas para as determinacdes dos: nimero total de células (RBC), contado em
camara de Neubauer, utilizando-se solucido de Hayem como diluente; hematdcrito (Ht), pelo
método do microhematécrio; taxa de hemoglobina (Hb), pelo método da

cianometahemoglobina. Com os resultados dos valores de Hb, RBC e Ht foram calculados
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os indices hematimétricos: VCM (volume corpuscular médio), CHCM (concentracdo de
hemoglobina corpuscular média) e HCM (hemoglobina corpuscular média).

As extensdes sanguineas coradas pelo May-Griinwald-Giemsa, segundo
Rosenfeld (1947), foram utilizadas para as contagens diferencial e total dos leucdcitos e
contagem de trombdcitos, sendo as duas ultimas pelo método indireto, segundo Hrube
& Smith (1998).

2° experimento: Andlises residuais das matrizes bioldgicas de Oreochromis niloticus

Condicoes cromatograficas

Foi utilizado o equipamento de cromatografia em fase gasosa equipado com
detector de ionizacdo de chama (DIC), Varian 3800 (Walnut Creek, EUA) nas seguintes
condicdes: injeg¢do splitless; coluna capilar DB-5 — 5% fenil, 95% metilpolissiloxano
(J&W Scientific, Folsom, EUA) com 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro
interno e 0,25 um de espessura do filme. As temperaturas do injetor e detector foram
250 °C e 300 °C, respectivamente; a temperatura do forno foi programada a partir de 80
°C e aquecida a uma razdo de 3 °C/min até 140 °C e novamente aquecida a 20 °C/min
até 250 °C, permanecendo por 5 minutos nesta ultima temperatura. O gis de arraste
utilizado foi nitrogénio a uma vazdo constante de 1 mL/min. As vazdes dos gases do
detector DIC foram de 40 mL min™ para nitrogénio, 25 mL min” para hidrogénio e 325
mL min™' para ar sintético.

O equipamento foi operado pelo software Varian, Galaxie, programa
responsdvel pela aquisicdo e processamento dos dados. As injecdes de 100 puL do
headspace (vapor em equilibrio com a solug@o padrao, ou com a amostra), foram feitas

manualmente.
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Analises residuais do anestésico eugenol

As amostras bioldgicas (100 uL. de plasma, 5 g de musculo e 5 g de figado)
foram transferidas a vials de 40 mL com tampa de rosca e septo de silicone faceado em
Teflon™®, préprios para headspace. Também foi adicionado 25 mg L de mentol como
padrdo interno. O vial foi vedado e agitado com auxilio de vortex por 2 minutos para
homogeneizacgdo da solugio.

Os vials foram mantidos em repouso por 90 min para o plasma; 30 min para o
figado; e 60 min para o musculo. Apds este periodo, as amostras foram aquecidas a
35°C por 45 minutos. Esta temperatura foi escolhida para evitar que nestas condig¢des
ndo devera ocorrer deterioracdo das amostras e eliminar compostos que poderiam
interferir na andlise. Todos os ensaios foram efetuados em triplicata seguindo o
procedimento padrio.

Padroes e solventes

Padrdes de alta pureza (> 99%) de eugenol e mentol, utilizados como padrio
analitico e padrdo interno (empregado para avaliacdo da recuperagdo), respectivamente,
foram obtidos da Sigma-Aldrich (Alemanha). As solugdes estoque de eugenol e mentol
foram preparadas em metanol na concentracdo de 100 mg L' e armazenadas a —20 °C.

Metanol, grau HPLC, foi adquirido da Tedia Company (Fairfield, EUA).
Anadlises estatisticas

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e, quando
significativo, ao teste de Tukey para comparacdo entre as médias aritméticas, adotando-

se o nivel de significincia de 5% (Zar, 2009).

88



Resultados e discussao

Foram observadas 100% de sobrevivéncia das tldpias durante o trabalho.

Os valores médios dos pardmetros fisicos e quimicos da qualidade agua
monitorados nos tanques de aclimataco e de transporte foram, respectivamente: pH 6,2
+ 0,5 e 6,5 £ 0,3; temperatura 26,2 + 0,4 °C e 26,8 £ 0,6 °C; amonia total 0,50 £ 0,08 e
2,50 £ 0,15 mg L'le oxigénio dissolvido 6,1 + 0,2 mg Lle 5,6 £0,8 mg | I

Para a qualidade de dgua, a média de temperatura e o pH da dgua dos tanques de
aclimatag¢do e transporte estdo dentro da zona de conforto térmico para a espécie
estudada, Oreochromis niloticus (Martins, 2004).

A amodnia € o principal composto nitrogenado excretado por animais aqudticos
(Colt & Armstrong, 1981) e pode ser por meio da difusdo branquial durante transporte
ativo com sodio e uréia (Arana, 2004). Os compostos nitrogenados elevados
correspondem a fracdo de amonia letal e quando associada ao pH mais elevado pode
potencializar seu efeito.

O aumento dos valores de amonia registrado na dgua dos tanques de transporte
deve-se principalmente a excre¢do de metabdlitos dos juvenis confinados em ambientes
fechados. De acordo com Benli er al. (2008), juvenis de tildpia suportam altas
concentragdes de amoOnia na dgua, desta forma, este parimetro ndo afetou a
sobrevivéncia dos peixes.

Neste experimento foi observada 100% de sobrevivéncia de tildpias durante o
processo anestésico até o final da observagdo, ou seja, 48 horas apds o transporte.
Assim, constatou-se que a qualidade da dgua nos tanques de transporte ndo influenciou
a sobrevivéncia dos juvenis de tilapia.

Os peixes transportados nas dosagens de 5 e 10 mg L' de eugenol, apds 10

minutos de exposicdo, atingiram o 1° estagio anestésico (Tabela 1), com redugdo da
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natagdo, mas capazes de manter parcialmente o equilibrio, a capacidade de natagdo,
evitando prejuizos causados por colisdo com as paredes do tanque. Segundo Piper et al.
(1982), baixas concentracdes anestésicas permitem que os peixes mantenham o equilibrio,
a atividade de natacdo e a respiracdo, sendo eficazes para mitigar o estresse associado
com a manipulagio e transporte de peixes. Este fato pode ser confirmado pelas tilapias
que ndo receberam anestesia (controle) e ndo atingiram o 1° estagio anestésico (Tabela 2),
ou seja, ndo reduziram a atividade de natac@o.

De acordo com Cooke et al. (2004), os estagios de anestesia desejados durante o
transporte sdo perda de reagdo a estimulos e perda parcial de equilibrio. Corroborando
com este estudo, os autores, avaliando diferentes concentragdes de 6leo de cravo em
largemouth bass, Micropterus salmoides descreveram que concentragcdes entre 5 e 8,5
mg L sdo ideais no transporte destes peixes.

No final do transporte, os juvenis expostos ao eugenol, apds serem capturados e
armazenados nos tanques com dgua sem anestésico, recuperaram, rapidamente, a
natacdo normal.

Na tabela 2 encontram-se os pardmetros hematoldgicos avaliados nos peixes
amostrados antes (AT) e depois do transporte, nos tempos 0, 6, 12 e 24 horas de

depuragdo anestésica, em ambas concentragdes (5 e 10 mg L' de eugenol).
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Tabela 2: Valores médios e erro padrao dos pardmetros do eritrograma de O. niloticus
antes de depois do transporte, nos trés tratamentos anestésicos € nos quatro tempos de

amostragem.

Tratamentos Ht (%) Hb (gdL") RBC (10‘uL™) VCM(fL) HCM (pg) CHCM (gdL™h)
AT 31,667£1,19  830£0,49 217,67 +3,95 143,43 +5,90°  3826+2,65 26,83+1,86
T=0[0] 36,08+142 944+021 229,00+532" 158,19 +8,16™ 41,29 +0,96™ 26,38 + 1,28
T=0[5] 33,67+227 9,08+0,56 218,17 +541* 15549 + 13,30 41,78 £2,98" 27,25+ 1,62
T =0[10] 32,83+ 1,14 8394036 172,67+9,14™ 193,97 + 11,93 49,67 +3,55® 25,75+ 1,53
T=61[0] 34,67+0,84  8,60+023 208,92+ 1504 169,73 + 11,05 42,06 £2,67" 24,83 +0,48
T =6[5] 33,33+£2,04 9,18+022 208,42+ 16,59 166,11 +19,13" 45,66 4,29 28,00 + 1,60
T =6[10] 32,58 1,16 8,66+0,08 191,50 +8,68° 172,33 £ 11,93 45,67 £2,01° 26,74 +0,95
T =12 [0] 33,42+094 884+0,14 154,83+687° 218,57 +13,92° 57,49+208" 26,52 +0,75
T =12 [5] 33,00+ 137  857+0,14 171,67 +9,14™ 194,05 +9,74® 50,68 + 2,83 26,20 + 1,12
T=12[10] 3250+032 896+022 200,75+4,79" 162,41 +4,58" 44,78 + 1,57 27,57 + 0,60
T =24 [0] 32,42+1,52  8,64+033 209,92+589" 154,38 £5,05° 41,21 £ 1,46® 26,76 + 0,88
T =24 [5] 30,08 1,02  839£0,39 166,92 +20,76™ 197,58 +£29,20" 55,08 + 8,30 27,84 +0,51
T=24[10] 3417+101 902+027 193,17+14,97"° 184,33 +20,35" 48,11 +4,06® 26,50 +0,93

AT=antes do transporte, T=apds o transporte, Ht=hematdcrito, Hb=taxa de hemoglobina, RBC= nimero
de eritrcitos, VCM=volume corpuscular médio, CHCM= concentragdo de hemoglobina corpuscular
média

Meédias com letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,5).

Apesar da anestesia minimizar o impacto dos agentes estressores, ¢ importante a
determinagdo de concentracdes 6timas de formacos com caracteristicas anestésicas para
se evitar os efeitos negativos na prdtica, pois a utilizacdo de quantidades excessivas de
anestésicos podem promover alteracdes metabodlicas detectadas posteriormente, somente
horas apds a exposicdo (Park et al., 2008).

Nesse estudo, observou-se que as andlises dos valores de hematdcrito,
hemoblogina e CHCM nao apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos,
inclusive em relagdo aos peixes amostrados antes do inicio do transporte.

Segundo Tavares-Dias & Faustino (1998), o hematdcrito € o indice do eritrograma
que apresenta o menor coeficiente de variacdo em peixes, sugerindo ser um bom indicador
dos efeitos dos fatores ambientais a que os mesmos estdo sujeitos. De acordo com Morales
et al. (2005), o estresse provoca hemoconcentracio em peixes de dgua doce, o que pode ser

detectado pela elevagdo do hematdcrito.
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A média geral do percentual de hematdcrito dos tratamentos mostrou
uniformidade e dentro da normalidade, sendo semelhante aos dados de Shiau & Lung
(1993), Tavares-Dias e Faustino (1998), Yildiz e Pulatsii (1999), Tavares-Dias et al.
(2000 a,b), Tavares-Dias e Moraes (2004), Benli e Yildis (2004), Azevedo et al. (2005).

Esse parametro pode, em parte, revelar o nivel de estresse a que os peixes estdo
submetidos, embora na presenca de agentes estressantes como, peixes expostos a
estimulos tnicos e consecutivos de estresse, possam variar (Martins et al., 2002). No
presente trabalho, como ndo ocorreram diferengas significativas em relacdo ao
hematdcrito pode-se sugerir que, apesar de haver um tratamento sem anestésico, o
estresse nao foi fator condicionante.

Em relagdo aos valores de RBC, VCM e HCM, notam-se que os peixes
amostrados antes do transporte (AT) apresentaram diferencas significativas em relacao
aqueles transportados sem anestésico, no tempo de 12 horas de depuracgio (T=12 [0]).

Nos peixes transportados sem anestésico, logo na chegado do transporte (T=0
[0]), apresentaram valores superiores do RBC em relagc@o aos animais tratados na maior
concentracdo de eugenol (T=0 [10]). Essas diferencas significativas também foram
registradas nos peixes sem anestésico do tempo 12 horas (T=12 [0]).

Os altos valores do nimero de eritrocitos nos peixes tratados sem anestésico,
logo no tempo zero do transporte, podem ser explicados pela redu¢do dos niveis de
oxigénio, causado pela redugdo da irrigagdo branquial (Lowe-Jinde & Niimi, 1983) dos
peixes transportados sem anestésico. Além disso, este aumento do niimero de eritrdcitos
também € marcado pela diminui¢do do volume celular (VCM).

Os valores de VCM expressam o volume médio dos eritrécitos de tilapias, O.
niloticus. De acordo com Baldisseroto (2009), estas alteragdes do volume das hemécias

também contribuem para reduzir a afinidade da hemoglobina, prejudicando o transporte
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de oxigénio no sangue. Isso também pode ser explicado pelo fato de estar ocorrendo
uma liberacdo de eritrécitos na corrente sangiiinea pelo estimulo estressor
(McDonald & Milligan, 1997), visto que neste grupo os animais foram transportados
sem anestésico.

As médias dos valores apresentados do eritrograma corroboram com OS
apresentados por Ranzani-Paiva et al. (2005), Franca et al. (2007), Ishikawa et al.
(2007), Barros et al. (2009) para os parametros hematoldgicos de Orechromis niloticus.

Observagdes microscOpicas das ldminas de extensdo sanguineas revelaram a
presenga de eritrdcitos, trombdcitos e leucdcitos. Os valores absolutos destas células
sanguineas analisadas nos peixes tratados encontram-se nas tabelas 3 e 4.

Tabela 3: Valores médios e erro padrdao do trombograma de O. niloticus antes de depois
do transporte anestésico, nos trés tratamentos e nos quatro tempos de amostragem.

Tratamentos  Numero de trombdcitos/uL de sangue

AT 13296,24 +2731,70
T=0[0] 15383,14 £ 1618,22
T=0][5] 14834,34 + 2008,26
T=01[10] 12893,45 + 3450,64
T=61[0] 16460,60 + 1820,18
T =6][5] 13463,66 + 2342,90
T =61[10] 12970,52 + 2590,40
T=12[0] 14560,88 + 1980,67
T =12 [5] 15810,98 +2235,56
T =12[10] 13895,68 +2109,45
T =241[0] 12640,55 + 3290,20
T =241[5] 14280,90 + 2183,44

T =24[10] 13562,35 + 1895,28
AT=antes do transporte, T=ap0s o transporte
NS: néo significativo

A variacdo do nimero de trombdcitos, neste trabalho foi de 12640,55 + 3290,20
trombadcitos pL'1 (T=24 [0]) a 16460,60 + 1820,18 trombdcitos uL'1 (T=6 [0]). E, de
acordo com os resultados do teste estatistico aplicado, ndo ocorreram diferencas entre os

oS tratamentos.
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Os valores de trombdcitos encontrados, neste estudo, mostraram-se inferiores
aos apresentados por Tavares-Dias e Moraes (2004), para a mesma espécie, cujos
numeros foram 48902,50 + 21366,10 uL'1 de trombdcitos e por Ueda et al. (1997), cuja
variacio de trombdcitos totais foi entre 38540,00 e 100800,00 uL". Segundo Tavares-
Dias & Moraes (2004), além da variagdo interespecifica, as diferencas nas metodologias
empregadas na contagem de trombdcitos também podem ser responsaveis pela grande
variacdo dos dados descritos na literatura.

Outros autores atribuem as fungdes dos trombdcitos nos peixes, entre elas,
sugerem-se que tém importante papel no processo de coagulacdo (Matushima &
Mariano, 1996; Hrube & Smith, 1998) e realizam fagocitose, ajudando a manter os peixes
livres de patogenos apds dano vascular (Hill & Rowley, 1996).

Os trombdcitos, embora ndo sejam de linhagem leucocitaria, sdo considerados
como células sangiiineas de defesa, predominante em espécies de peixes de agua doce
(Tavares-Dias et al., 2000b; Tavares-Dias et al. (2007). No entanto, Hrube & Smith
(1998) recomendam a contagem de leucdcitos totais pela metodologia indireta, com o
objetivo de diferenciar os trombdcitos dos leucdcitos. De acordo com os pesquisadores,
a diferenciagéo das células de trombdcitos e linfécitos apresentam maior confiabilidade

por meio da contagem em extensdes sangiiineas.
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Tabela 4: Valores totais dos diferentes leucdcitos observados nas extensdes sanguineas
de O. niloticus antes de depois do transporte anestésico, nos trés tratamentos € nos
quatro tempos de amostragem.

Tratamentos Leucdcitos totais/uL.  Linfécitos/uL Neutroéfilos/ul. ~ Monécitos/uL Basdfilos/uLL
AT 18795,56+2098,45 14907,37+2335,68  3366,68+563,98  471,51+180,44 26,09+12,02
T=0[0] 19856,45+1895,65 1562,90+2174,55 3168,11+£452,85  403,04+£104,42 23,11£15,11
T=0[5] 21455,90+3240,87 17334,35+2674,30  3210,78+592,78  673,36+235,67 43,25+21,09
T=0[10] 20564,33+1980,43 1590,95+2048,34 3298,66+603,45  502,54+139,38 38,32+17,15
T=6[0] 19987,60+1865,70 15797,66+£1952,37  3618,90£723,89  467,67+128,56 44,09+25,09
T=6][5] 19790,86+1790,88 15920,74+2126,13  3417,454£598,57  573,87+201,66 37,21£23,13
T=6[10] 20676,45+1894,33 1640,94+3235,78 3296,23+643,41  426,07+178,85 28,23+16,12
T=12[0] 19259,66+2230,88 15654,84+2867,55  3187,39+561,73  606,15+213,77 47,20+£22,14
T =12 [5] 18695,60+2087,80 14694,88+2389,48  2794,56+532,55  466,51+175,42 38,20+25,10
T=12[10] 21340,32+21345,55 16827,25+2454,89  3485,89+702,48  551,59+189,36 25,13£16,09
T =24[0] 19764,30+1830,50 15957,45+3138,45  3152,73+671,58  412,09+167,55 42,10£28,10
T =24[5] 21660,54+19873,40 17143,88+2658,55  3672,44£752,11  563,61+£213,87 43,17£21,09
T =24[10] 20243,15+2088,45 16160,15+2783,80  3416,98+652,08  537,66+198,43 37,21+19,12

AT=antes do transporte, T=ap0s o transporte
NS: nao significativo

O nuimero de leucdcitos totais variou de 18695,60+2087,80 uL’l (T=12 [5]) a

21455,90+3240,87 ML'1 (T=0 [5]). E, de acordo com os resultados do teste estatistico

aplicado, ndo ocorreram diferengas entre os nimeros de leucdcitos entre os tratamentos.

A fisiologia e mecanismos de controle do funcionamento do sistema leucocitario

dos peixes sdo semelhantes aos dos vertebrados superiores (Volkov, 1978), uma vez que também,
desempenham papel na atividade dos processos inflamatdrio e imunolégicos nos tecidos de
peixes (Silva et al., 1998; Ranzani-Paiva et al., 2004; Tavares-Dias & Moraes, 2004).

Em relagdo aos leucdcitos foram visualizados linfocitos, neutréfilos, mondcitos e
basofilos, corroborando as andlises descritas por Ueda et al. (1997; 2001), em Oreochromis
niloticus. O critério utilizado para definir a nomenclatura destas células foi baseado nos
aspectos morfoldgicos do nicleo e a distribui¢do padrdo dos granulos citoplasmaticos.

Os tipos celulares de leucéceitos mais abundantes encontrados nos exemplares de
O. nicoticus, neste trabalho, foram linfécitos e neutréfilos na contagem diferencial de

leucécitos semelhantes aos observados por Tavares-Dias e Moraes (2004), Azevedo et
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al. (2005) e Ranzani-Paiva et al. (2005). Contrariamente, Ueda ef al. (1997) e Tavares-
Dias et al. (2000a) verificaram predominéncia de neutréfilos na contagem diferencial.

Carneiro et al. (2002) estudaram o transporte de matrinxa, Brycon cephalus e
registraram efeitos negativos dos valores de concentragcdes altas de benzocaina (10 e 20
mgL™), concluindo que essa substincia ndo reduziu o estresse causado pelo transporte.
Estudos hematologicos mostraram variacdes de leucopenia e leucocitose apds a
aplicacdo de estresse em peixes (Pickford et al., 1971). Ap6s 24 horas de injecdo de
cortisol carpas apresentaram leucocitose (Wojtaszek er al., 2002). A leucopenia foi
constatada apds 30 minutos de aplicagdo do estressor por Benfey & Biron (2000) e
Pickford et al. (1971) fizeram as mesmas observagdes ap6s 3 e 30 minutos, fato ndo
verificado neste experimento.

O método analitico do instrumento apresentou para o analito de interesse, faixa
de linearidade de 0,6 a 5 mg L'l; limite de deteccdo de 0,3 mg L'l; limites de
quantificagio de 0,6 mg L, coeficientes de variacdo (CV) intra ensaio (precisio)
inferior a 7% e os valores de recuperagdo obtidos com amostras de plasma, figado e
musculo fortificados com eugenol apresentaram-se entre 70 e 120%, com CV inferior a
11%. A recuperacdo do mentol (padrdo interno) foi de 81,55+4,35%.

Os peixes transportados do grupo controle, ou seja, sem anestésico, nio
apresentaram residuos desse farmaco detectaveis no método CG-DIC.

Em relagdo aos demais tratamentos (5 e 10 mg L de eugenol), apds andlises
cromatograficas dos plasma sanguineo, figado e miusculo, residuos de eugenol foram

detectados nos tempos amostrados (Figuras 1 e 2).
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Figura 1: Médias dos valores de residuos de eugenol em amostras de plasma sanguineo
(A), figado (B) e misculo (C) de tildpias, O. niloticus transportados com 5 mg L' do
farmaco.

As barras verticais indicam o erro padrdo e letras diferentes mostram as diferencas significativas entre as
médias (P<0,05).
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A concentracio dos valores de eugenol no plasma sanguineo apds transporte com 5
mg L™ de eugenol (t=0) foi de 1,51 + 0,05 ug mL". Em seguida, os peixes foram alocados
em aqudrios para depuracdo anestésica. Ocorreu reducdo continua da concentracio de
eugenol no plasma de tildpia até atingirem a menor dose de 0,45 + 0,05 ug mL", 24 horas
apos o transporte. Entretanto, este valor ndo diferiu significativamente com o apresentado
por 12 horas de depuraciio anestésica, que foi de 0,72 + 0,18 pg mL™.

Na primeira coleta de amostras do figado (T=0) , a concentragdo de eugenol foi
28,70 £ 0,56 ng g'l. Esta concentracgio sé reduziu apds 12 horas de depuragdo, atingindo
valores de 25,28 + 0,78 ug g’l. Ap6s 24 horas de transporte, a dose de eugenol em
figado mostrou-se significativamente mais baixa, com taxa de 12,62 + 1,63 ug g™

A concentracdo de eugenol no tecido muscular de O. niloticus, logo apds o
transporte anestésico com 5 mg L' do produto foi de 32,15 + 0,07 pg g'l. Apoés esta
verificacdo, os peixes ficaram em aqudrios de depuracdo e, de acordo com andlises
cromatograficas, houve redugdo significativa na concentracdo de eugenol no musculo
ap6s 6 horas de depuragdo, cujos valores atingiram 24,04 + 2,55 pg g, ndo diferindo

dos outros tempos de amostragens.
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Figura 2: Médias dos valores de residuos de eugenol em amostras de plasma sanguineo
(A), figado (B) e musculo (C) de tilapias, O. niloticus transportados com 10 mg L' do

Nos peixes transportados na dose de 10 mg L' de eugenol, no tempo zero, os

residuos de eugenol no plasma sanguineo foram de 1,76 + 0,05 pg mL™". Nas amostras

dos demais tempos, nota-se a redugcdo nas concentragdes do produto até o tempo de 12
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horas, cujos valores foram de 0,35 = 0,09 ug mL". Estes valores ndo diferiram
significativamente com o apresentado por 24 horas de depuragdo anestésica, que foram
de 0,34 + 0,04 pg mL ™.

Em relagdo as amostras do figado, no tempo zero, a concentragcdo de eugenol foi
de 49,17 + 1,55 ug g'. A diminuicdo dos valores da concentrag¢io foram até o tempo de
6 horas (20,74 + 0,35 pg g") ndo diferindo significativamente dos valores dos outros
tempos de amostragem.

Os valores de concentrag@o de eugenol no miusculo de tildpias, O. niloticus, logo
apds o transporte anestésico com 10 mg L' de eugenol foi de 75,31 + 0,87 ug g'l.
Ocorreu reducdo continua na concentragdo do anestésico nesse 6rgdo, até o tempo de 24
horas de depuracio anestésica, sendo o valor de 15,72 + 0,30 pg g'l.

Segundo Gomes et al. (2001), ndo ha legislacdo no Brasil quanto a utilizacio de
anestésicos em peixes para consumo humano. Porém, paises desenvolvidos como,
Estados Unidos e Nova Zelandia possuem regulamentacdo quanto ao uso do MS-222,
benzocaina e Aqui-S™.

Nos EUA, os animais anestesiados com MS-222 e benzocaina devem ser
depurados por 21 dias; na Nova Zelandia, para o MS-222 sdo necessarios 10 dias de
depuragdo entretanto, nio existe periodo especifico para a benzocaina. Os peixes

S™ cujo principio ativo é o eugenol, ndo necessitam de

anestesiados com Aqui-
depuragdo (Ross & Ross, 2008).

A depuragdo € utilizada para reduzir ou eliminar esses residuos e garantir que
ndo ocorram concentragdes ilegais. A duracdo da depuracido depende do tipo de droga,

as espécies-alvo, a concentracdo e via de administracido, podendo variar horas a varios

dias ou semanas (Booth, 1988).
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Nesse estudo, nas duas doses de eugenol testadas para transporte, as
concentragdes do produto no plasma sanguineo de O. niloticus diminuiram
continuamente, até 24 horas de depuracio anestésica. Esse dado corrobora com os de
Guenette er al. (2007), estudando residuos anestésicos em trutas arco-iris, também
observaram rapida reducdo da concentracio de eugenol no plasma sanguineo.

Além das amostragens de fluidos corpdreos, outros 6rgaos foram utilizados para
determinagdo de residuos de eugenol, como o figado e misculo. De acordo com o
World Health Organization, Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives, o
eugenol € rapidamente absorvido no trato digestivo e, a seguir, metabolizado no figado.

Segundo Wagner et al. (2002), o eugenol € metabolizado e excretado
rapidamente no organismo do animal, n3o necessitando tempo de caréncia.
Contradizendo os autores, nesse estudo, ao longo de 24 horas de depuracdo anestésica,
houve reducdo significativa do farmaco nas amostras testadas, entretanto, ndo ocorreu
eliminacgdo total do produto.

Guenette et al. (2006), registraram recirculacdo enterohepdtica apds
administracio de eugenol em ratos. Esta recirculagdo é uma caracteristica de compostos
fendlicos submetidos a conjugacio (Marier et al., 2002), o que pode contribuir com o
longo tempo de eliminagdo do eugenol em 6rgdos de peixe, como por exemplo, o
figado.

Meinertz et al. (2009), anestesiando trutas arco-iris na concentracio de 17,70 mg
L' de AQUI-S por 60 minutos, determinaram, por cromatografia liquida, concentracdes
de eugenol nas amostras do tecido muscular nos tempos de 0 e 4 horas. As
concentragdes de isoeugenol variaram entre 45,00 a 69,90 ug g'1 no tempo 0 e 2,80 a

6,70 ug g'1 no tempo 4 horas.
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Na figura 3 encontram-se os dados comparando os residuos do plasma
sanguineo, figado e musculo de tildpias, O. niloticus nos tempo zero (antes da

depurag@o) e no ultimo tempo de amostragem (24 horas de depuracgéo).

Figura 3 : Médias dos valores de residuos de eugenol em amostras do plasma sanguineo
(A), figado (B) e musculo (C) de tildpias, O. niloticus, nos tempos 0 e 24 horas apds 5
horas de transporte anestésico nas concentracdes de 5 e 10 mg L' de eugenol.

As barras verticais indicam o erro padrio e letras diferentes mostram as diferencas significativas entre as
médias (P<0,05).
NS: ndo significativo.

Na figura 3 € possivel visualizar que o plasma sanguineo, figado e musculo de
tildpias transportadas nas menores concentracdes de eugenol (5 mg L) absorveram
significativamente menores quantidades do anestésico, quando comparados com os
peixes tratados na maior concentracio (10 mg L™). Este resultado contradiz aquele
apresentado por Meinertz et al. (2006). Os autores descreveram que as menores
concentracdes de isoeugenol (isdbmero do eugenol) no tecido muscular de trutas arco-

iris, Oncorhynchus mykiss obtiveram valores significativamente superiores comparados

com as maiores concentracdes, independentes da temperatura da dgua.
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Apbs 24 horas de depuracdo anestésica, as amostras do plasma sanguineo e
figado ndo diferiram significativamente nas quantidades de residuo de eugenol, em
relacdo as concentragdes de eugenol para o transporte anestésico. Em amostras do
musculo de tildpias, os peixes amostrados nas maiores concentra¢des de eugenol (10 mg
L") apresentaram, significativamente, menores concentracdes de residuos desse
farmaco em relagdo aos transportados com 5 mg L.

Além da recirculacio do eugenol no organismo dos peixes, as altas
concentragdes de eugenol nos 6rgdos dos juvenis de tildpia, mesmo apds 24 horas de
depuragdo anestésica, podem estar relacionada com a alta quantidade de gordura desses
peixes. Segundo Hamelink & Spacie. (1999), o contetdo lipidico desses animais sio
fatores determinantes das bioconcentracoes.

A bioconcentracdo é o processo de acumulagdo de xenobidticos presentes na
dgua pelos peixes e outros organismos aqudticos através de rotas ndo alimentares
(Barron, 1990).

Neste estudo evidenciaram-se, nas concentragdes aplicadas de eugenol, os peixes
ndo apresentaram sinais de estresse, visto que, ndo ocorreram diferencgas significativas
no nimero médio de células do sistema leucocitario. Os dados apresentados estdo de
acordo com os de Oliveira et al. (2009), que aplicaram 6leo de cravo na dgua de
transporte de O. niloticus, por Cooke et al. (2004), Inoue et al. (2005), Iversen &
Eliassen (2009) que utilizaram o produto para anestesiar diferentes espécies de peixes
dulcicolas.

As concentracdes de 5 e 10 mg L' de eugenol podem ser utilizadas para o
transporte de tildpias sem causarem alteragdes nos pardmetros hematologicos. Esses

dados corroboram com os apresentados por Iversen et al. (2003) e Cooke et al. (2004).
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O comité da FAO / WHO (Expert Committee on Food Additives, dos EUA)
prescreve como ingestdo didria aceitdvel (IDA) de 2,5 mg kg'1 de eugenol, de peso
corporal. Neste trabalho, os peixes que obtiveram as maiores concentragdes do
anestésico, apos 24 horas de depuragdo anestésica, foram aqueles transportados a 5 mg
L', com 23,59+0,12 ug g de eugenol no tecido muscular.

Dado que o limite aceitdvel de consumo de eugenol por seres humanos é de 2,5
mg kg por peso corporal, pessoas em uma faixa de peso de 70 kg podem ingerir, com
segurang¢a, 175 mg de eugenol. Por conseguinte, uma pessoa que pesa 70 kg teria que
consumir mais de 7 kg de juvenis de O. niloticus, na maior concentragio, para
ultrapassar o limite aceita¢do de eugenol, determinada pela WHO (2006).

Apesar de ndo ocorrer eliminacdo das concentracdes de eugenol no tecido
muscular de tildpias, O. niloticus, as concentracdes determinadas nos tempos de
depuragdo anestésica ndo apresentam risco para o consumidor se estes se alimentarem

de até 7 kg de filé de pescado por dia.

Conclusao

Os valores de concentrages de 5 ¢ 10 mg L™ de eugenol foram consideradas
ideais para o transporte de tildpias, visto que, ndo ocorreram alteragdes nos parametros
hematolégicos dos peixes testados. O periodo de 24 horas de depuragdo nao foi
suficiente para eliminar o eugenol das amostras de plasma sanguineo, figado e musculo

de tildpias, O. niloticus,.
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5. Conclusoes gerais
Pode-se concluir que, para tildpias do Nilo, O. niloticus:

m Os valores de concentracdes testadas foram capazes de induzir os peixes aos
estagios de anestesia e apresentaram relacdo inversa entre os tempos de indugédo e o
aumento das concentracdes. A concentracdo ideal de eugenol, considerada minima
necessdria para produzir anestesia profunda, foi de 100 mg L™;

g O método estudado e validado para determinagio de eugenol, por
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizacdo de chama, utilizando a andlise
do headspace das amostras de tildpia, mostrou ser pratico, rdpido e eficiente, podendo
ser aplicado ao estudo de residuos de eugenol, empregado como anestésico, no plasma
sanguineo, figado e musculo;

o A concentragdo de 100 mg L"' do anestésico eugenol ndo interferiu nos
parametros hematoldgicos. Avaliando-se a eliminacdo do residuo anestésico, por
cromatografia gasosa, apds 24 horas de depuracdo anestésica, ndo ocorreram eliminagdo

total do fdrmaco nas amostras testadas (plasma sanguineo, figado e musculo).

o As concentracdes 5 e 10 mg L' de eugenol testadas para o transporte
anestésico ndo alteraram os parametros hematoldgicos dos peixes testados, sendo

consideradas ideais para o transporte de exemplares de tilapia.

@ Nas concentragdes anestésicas aplicadas (5 e 10 mg L™ de eugenol), o periodo
de 24 horas de depuracdo anestésica ndo foi suficiente para a eliminacdo total do

eugenol das amostras de exemplares de tildpia.
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