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10
RESUMO

O uso de anestésicos € importante na piscicultura para minimizar os efeitos
deletérios do estresse e a mortalidade durante as mais diversas operacdes de
manejo. Diversos agentes anestésicos podem ser aplicados nas operacdes de
rotina da aquicultura. Neste cenario, o uso de extratos alternativos com funcéo
anestésica tem-se mostrado bastante promissor. O objetivo deste estudo foi
avaliar o uso do 6leo essencial de gengibre (Zingiber officinale - OEZO) como
anestésico para fémeas e machos de Astyanax lacustris. Para ambos 0s sexos
foram testadas cinco concentragdes (75, 150, 300, 450 e 600 pL L 1), e um
controle (5 ml de Alcool 70). Machos com peso médio de 7,40 (+ 2,60 g) e
fémeas com peso médio de 18,86 (+ 0,85 g) foram utilizados para fornecer 10
repeticdes por tratamento, sendo cada peixe considerado uma repeticdo.
Foram utilizados 120 peixes, sendo 60 fémeas e 60 machos. Os animais foram
separados por sexo e adensados em dois tanques devidamente identificados
com capacidade de 500 litros cada, com aeracdo constante e renovacdo de
50% da agua a cada dois dias, o periodo de aclimatacéo foi de sete dias. Os
experimentos foram conduzidos independentemente para cada sexo, em um
delineamento inteiramente casualizado. Foi utilizado um cronometro digital para
contabilizar o tempo de inducdo da anestesia. Os animais foram considerados
anestesiados, quando atingiram o estagio de anestesia profunda, que se
caracterizava pela auséncia de natacéo e perda de equilibrio e consciéncia. A
frequéncia ventilatoria (FV) dos peixes foi avaliada no inicio da indugéo
anestésica pela contagem do namero de batimentos operculares por minuto.
ApOs a anestesia profunda, os animais foram pesados em balanca analitica e
medidos com paquimetro, a biometria levou cerca de 40s. Apés inducao, os
peixes foram transferidos individualmente para um béquer de 1 L com &gua
limpa (obtida do proprio sistema de cultivo) para recuperacdo anestésica, na
qual foi avaliado o tempo de recuperacdo da anestesia e a FV. Para as fémeas,
o tempo de inducdo apresentou efeito linear platd (P < 0.05), com ponto de
inflexdo em 189,30 pL L2. O tempo de recuperacdo também apresentou efeito
linear platd (P < 0,05), com ponto de inflexdo em 185,60 pyL L?, entre as
concentracOes testadas. A FV durante a inducdo nas fémeas, apresentou efeito
quadratico (P < 0,05) entre as concentracbes avaliadas. Durante a
recuperacdo, a FV apresentou efeito linear inverso (P < 0,05), e variou de
99,71 — 166,23 batimentos minutol. Nos machos, o tempo de inducéo
apresentou efeito quadratico (P < 0.05), com ponto de minimo em 410,67 uL L
-1, J4, o tempo de recuperacdo apresentou efeito linear platé (P < 0.05), com
ponto de inflexdo em 156,90 pL L -~ 1. Para os machos a FV na inducéo
apresentou efeito linear platd (P < 0,05) e a partir de 320,10 uL L —%, a FV foi
constante. A FV na recuperacao nos machos apresentou também efeito linear
platé (P < 0,05), com ponto de inflexdo em 167,10 uL L ~%. O OEZO pode ser
utilizado para anestesia de A. lacustris nas concentragdes entre 189,30 a 600
uL L para fémeas e de 150-600 pL L ~!para machos.

PALAVRAS CHAVES: Anestesia, Aquicultura, Imerséo.
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ABSTRACT:

The use of anesthetics is important in fish farming to minimize the deleterious
effects of stress and mortality during various management operations. Several
anesthetic agents can be applied in routine aquaculture operations. In this
scenario, the use of alternative extracts with anesthetic function has shown
great promise. The objective of this study was to evaluate the use of ginger
(Zingiber officinale - OEZO) essential oil as anesthetic for females and males of
Astyanax lacustris. For both sexes, five concentrations were tested (75, 150,
300, 450 and 600 pL L ‘1), and one control (5 ml of Alcohol 70). Males with a
mean weight of 7.40 (x 2.60 g) and females with a mean weight of 18.86 (+ 0.85
g) were used to provide 10 replicates per treatment, with each fish considered a
replicate. A total of 120 fish were used, 60 females and 60 males. The animals
were separated by sex and stocked in two duly identified tanks with 500 liters
capacity each, with constant aeration and renewal of 50% of the water every
two days; the acclimation period was seven days. The experiments were
conducted independently for each sex, in an entirely randomized design. A
digital stopwatch was used to count the time to induction of anesthesia. The
animals were considered anesthetized when they reached the deep anesthesia
stage, which was characterized by the absence of swimming and loss of
balance and consciousness. The ventilatory rate (VF) of the fish was assessed
from the onset of anesthetic induction by counting the number of opercular
beats per minute. After deep anesthesia, the animals were weighed on
analytical scales and measured with a caliper, biometry took about 40 s. After
induction, the fish were individually transferred to a 1 L beaker with clean water
(obtained from the culture system itself) for anesthetic recovery, in which
recovery time from anesthesia and VF were evaluated. For females, the
induction time showed a plateau linear effect (P < 0.05), with an inflection point
at 189.30 pL L. Recovery time also showed a plateau linear effect (P < 0.05),
with an inflection point at 185.60 pL L', among the concentrations tested. The
VF during induction in females showed a quadratic effect (P < 0.05) among the
concentrations evaluated. During recovery, the VF showed inverse linear effect
(P < 0.05), and ranged from 99.71 - 166.23 beats minutel. In males, the
induction time showed a quadratic effect (P < 0.05), with a minimum point at
410.67 pL L. The recovery time showed a plateau linear effect (P < 0.05), with
an inflection point at 156.90 uL L. For males, the VF during induction showed
a plateau linear effect (P < 0.05) and from 320.10 L L%, the VF was constant.
VF on recovery in males also showed a plateau linear effect (P < 0.05), with an
inflection point at 167.10 puL Lt. OEZO can be used for anesthesia of A.
lacustris in concentrations between 189.30 to 600 pL L for females and 150-
600 pL L for males.

Keywords: Anesthesia, Aquaculture Immersion.
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1. INTRODUCAO

Em 2020, houve um crescimento recorde na producdo aquicola
mundial, principalmente no continente asiatico. Ao total, foram produzidos 214
milhdes de toneladas de produtos advindos da pesca e aquicultura, sendo 178
milhdes de toneladas de peixes e 36 milhdes de toneladas de algas. Producéo
30% superior aos dados dos anos 2000 e 60 % a mais que a média dos anos
1990 (FAO, 2022). No Brasil, a producao de peixes de cultivo cresceu 2,3% em
2022 atingindo 860.355 toneladas (PEIXE BR, 2023).

Neste cenario de constante crescimento do setor aquicola, a utilizacao
de boas praticas de manejo nas pisciculturas, durante a realizacdo das
biometrias, selecdo de reprodutores, separagdo ou repicagem de lotes e
transportes devem ser realizados com bases em procedimentos técnicos
simples e eficazes de forma a assegurar bem-estar aos animais (OBA et al.,
2009).

O uso de anestésicos é importante na piscicultura para minimizar os
efeitos deletérios do estresse e a mortalidade durante as mais diversas
operacbes de manejo (ROSS; ROSS, 2008). Em funcdo do seu potencial
sedativo, o uso de anestésicos possibilita, que os manejos sejam realizados
sem maiores complicacdes, uma vez que reduz significativamente a
movimentagao excessiva  dos animais durante 0 manuseio
(VANDERZWALMEN et al., 2019).

Os primeiros dados histéricos do uso de anestésicos para peixes,
ocorreu a partir de observacdes indigenas, os quais utilizavam rotenona (Derri
elliptica) na agua para sedar e capturar os peixes na natureza (SEDGWICK,
1986). Ao longo dos anos, os anestésicos foram incorporados nas mais
diversas rotinas de manejos empregadas na aquicultura.

Atualmente existem diversas opcdes de anestésicos disponiveis no
mercado, de origem sintética ou natural (SOUZA et al., 2012). O uso de
anestésicos naturais surgiu como uma alternativa a substituicdo dos sintéticos,
uma vez que estes, podem apresentar maleficios aos peixes, como perda de
muco, irritacdo nas branquias e danos nas corneas, além de serem onerosos
(INOUE et al., 2002).
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Purbosari et al. (2019) apresentaram uma ampla revisdo sobre
anestésicos sintéticos e naturais durante o transporte de peixes, e afirmam que
no geral, os anestésicos naturais sdo equivalentes aos sintéticos. Em termos
de tempo de inducéo e recuperacao os OES, séo eficazes e seguros para se
utilizar em espécies de peixes economicamente viaveis, de varios tamanhos e
idades.

Em virtude destas caracteristicas, o uso de anestésicos naturais, tem-se
mostrado economicamente viaveis e com baixa toxicidade ao meio ambiente e
aos animais e seu uso tem-se intensificado nas pisciculturas (ALMEIDA et al.,
2018).

Todavia, no Brasil, ndo existe legislacdo especifica que regulamente o
uso deste e outros anestésicos para peixes (ROUBACH; GOMES, 2001). O
anico documento para o tema é a Resolucdo n® 714, de 20 de junho de 2002,
que dispbe sobre procedimentos e métodos de eutanasia em animais, e da
outras deliberagbes (FACANHA; GOMES, 2005).

Neste cendrio, apenas a tricaina metano sulfonato (MS-222) é
aprovada como anestésico sintético para peixes pela Food & Drug
Administration (FDA, EUA) (TAVARES-DIAS et al., 2015). Observa-se a
necessidade de mais estudos com anestésicos naturais determinando suas
concentracdes ideias para as diferentes espécies de peixes.

A espécie alvo para este estudo € o Astyanax lacustris, conhecido
como lambari-do-rabo-amarelo, pertence a familia Characidae, ordem
Characiformes. Sendo do género Astyanax o mais humeroso de toda a ordem.
O Astyanax lacustris, ¢ uma espécie comumente distribuida nas regides
subtropicais do Brasil (SCHLEGER et al., 2022) e que apresenta grande
potencial para a piscicultura, em virtude do seu rapido crescimento, rusticidade,
aceitacdo de racdo nas mais diversas fases de vida e alta prolificidade
(PORTO-FORESTI et al., 2001; ABIMORAD; CASTELLAN, 2011).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Astyanax lacustris

O Astyanax asuncionensis e Astyanax altiparanae, passam a ser

considerados como novos sinGnimos de Astyanax lacustris (Lutken, 1875).
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Devido as caracteristicas morfoldgicas externas da espécie, A. lacustris, passa
a diferir das demais espécies do mesmo grupo, como Astyanax bimaculatus e
Astyanax validus, pela auséncia de dentes superiores. Diferencia-se do, A.
bimaculatus, pela auséncia da superficie externa concava e, do A. validus, pela
auséncia de linhas horizontais em formato de ziguezague (LUCENA; SOARES,
2016).

A espécie Astyanax lacustris, lambari-do-rabo amarelo, pertence a uma
das principais espécies de agua doce da América do Sul. Os animais adultos
podem atingir entre 10 e 15 centimetros e pesar até 60 gramas, além de
apresentar habito alimentar onivoro (BALDISSEROTTO, 2009).

No periodo reprodutivo, esta espécie apresenta dimorfismo sexual
aparente, onde as fémeas sdo maiores e mais abauladas na regido ventral e os
machos exibem nadadeira anal aspera, devido a presenca de espiculas
(PORTO-FORESTI et al., 2010). E uma espécie que responde com Sucesso ao
uso de indutores hormonais (BRAMBILA-SOUZA et al., 2019), sendo que a
inducdo hormonal contribui para manutencdo da produtividade durante o
inverno (EVANGELISTA et al., 2019).

A. lacustris, geralmente é reconhecida pela coloracdo amarelada das
nadadeiras pélvica, anal e caudal, as demais sdo levemente amareladas ou
mesmo hialinas (LANGEANI; REGO, 2014).

A principio a producdo do A. lacustris, esta direcionada para a
comercializacdo exemplares para o mercado de iscas vivas e consumo direto
como petiscos (FERREIRA et al.,, 2014). Todavia, nos ultimos anos também
tem sido empregado como modelo biolégico (TOLUSSI et al., 2018; CAMILO-
COTRIM et al, 2021).

A reproducdo do A. lacustris ocorre de forma parcelada e o manejo
produtivo é facil devido a rusticidade do animal, em especial pela aceitabilidade
da alimentac&o artificial em sistemas de cultivo (GONCALVES et al., 2014). E
considerado uma espécie de ciclo de vida curto, podendo-se abater estes
peixes com trés meses de vida (BELMUDES et al., 2021).

A producédo de lambari no ano de 2021 alcangou a marca de 599.380
kg. O maior produtor de lambari & o estado de S&o Paulo com valor total de
producéo equivalente a R$2.068.000,00 reais (IBGE, 2021).
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2.2 Uso de anestésicos na piscicultura

A atividade piscicola moderna requer acompanhamento constante nas
diferentes fases de cultivo, para monitorar e avaliar o desempenho dos animais
no sistema de producdo. E recomendado que as atividades sejam realizadas
cuidadosamente e de maneira rapida, evitando causar danos fisicos aos
animais e garantindo o menor tempo de exposicédo ao ar possivel (LIMA et al.,
2013).

Mediante esta conjuntura, os anestésicos ganham espago em sistemas
de producéo, a fim de reduzir o estresse e a mortalidade dos peixes, além de
facilitar o manuseio (BRANDAO et al, 2021; TAVARES-DIAS et al., 2015).

Diferentes anestésicos vém sendo testados continuamente, com intuito
de oferecer maior seguranca ao animal e ao manipulador. Anestésicos de
distintas origens vém sendo pesquisados e utilizados na aquicultura, em
especial na piscicultura objetivando um manejo eficiente, visando a reducao
das injurias fisicas e consequentemente a reducdo das taxas de mortalidade
durante a execucgao destas operacdes (BRONSTAD, 2022).

Para que um anestésico seja considerado eficiente, para peixes, deve
apresentar como caracteristica principal uma inducao rapida, em torno de 180
segundos e tempo de recuperacdo em torno dos 300 segundos (ROSS; ROSS,
2008). A escolha de um anestésico deve estar baseada, para além dos tempos
adequados de inducdo e recuperacdo em critérios como o valor do produto,
eficacia, disponibilidade no mercado, facilidade de obtencdo e seguranca
durante a utilizacdo (TAVARES-DIAS et al., 2015).

Os anestésicos podem ser administrados por diversas vias como por
exemplo, aspersdo branquial, vias intravenosas, intracelomatica e,
intramuscular segundo a Resolucdo Normativa N° 44 do CONCEA (CONCEA,
2019). Contudo, a exigéncia de contencdao fisica, as chances de leséo visceral
e as incertezas nos indices de absor¢cédo e no tempo de inducdo tornam tais
meétodos nao aplicaveis e menos seguros que o banho de imersdo (FLEMING
et al., 2003).

Usualmente a anestesia em peixes é realizada pelo método de
imerséo, onde o farmaco é dissolvido em agua a partir de uma concentracao

adequada para o0 peso e espécie (BURKA et al., 1997). Apos o farmaco ser
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absorvido pelo organismo, cai na circulacdo sanguinea e chega ao sistema
nervoso central, estimulando suas propriedades sedativas no animal. A
anestesia € caracterizada pela reducdo da atividade sistema nervoso central,
resultando em inconsciéncia e relaxamento muscular (MARTINS et al., 2018).

Existem diversas opcdes de anestésicos para serem utilizados nos
mais diversos manejos das pisciculturas. No entanto, a escolha do anestésico
ideal deve ser baseada na eficacia do produto, custo, bem como sobre o
potencial de toxicidade para os peixes e meio ambiente (RODRIGUES et al.,
2019).

2.3 Mecanismo de acdo dos anestésicos

O processo de anestesia é caracterizado pelos seguintes processos:
sedacdo, imobilizacdo, inconsciéncia, amnésia e analgesia (MEDEIROS;
BRITO, 2021). A sedacdo é dada como a reducéo da sensibilidade, por outro
lado a anestesia geral ocorre com a narcose, amnésia, imobilizagéo e alivio da
dor. Desta maneira 0s anestésicos atuam no ponto axonal, ou seja, ativam ou
bloqueiam receptores nervosos especificos, segundo a propriedade de cada
anestésico aplicado (ROSS; ROSS, 2009).

Assim, durante a etapa de inducao anestésica, 0s animais passam por
diferentes fases da anestesia, 1° estagio: anestesia leve com reducdo dos
movimentos natatorios, equilibrio e estimulos externos; 2° estagio: anestesia
moderada com perda dos movimentos musculares, equilibrio, reducdo dos
movimentos operculares e dos reflexos a estimulos externos; 3° estagio:
anestesia profunda perda total, a reflexos a estimulos externos e movimentos
operculares quase nulos (ROSS; ROSS, 2009).

Apods a anestesia, 0 peixe iniciara recuperacdo de forma gradual, sendo

a recuperacdo anestésica dividida em trés estagios, o 1° estagio: recuperacdo

leve do movimento opercular e movimentos natatério; 2° estagio: recuperacao

do equilibrio e leve reacdo a estimulos externos; 3° estagio: reacdo a estimulos
externos, movimento e equilibrio natatério normais (SMALL, 2003).

Por conta destes fatores é imprescindivel que o manipulador esteja

atento a todas estas fases e escolha o anestésico adequadamente, tanto em
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relacdo a custo-beneficio quanto a concentracéo eficaz (ROUBACH; GOMES,
2001).

Além de facilitar as opera¢des de manejo, 0 uso dos anestésicos, visa
atenuar os efeitos do estresse causados por diversos fatores durante a
manipulacéo de peixes.

O estresse ocasiona diversas alteracdes no metabolismo de peixes, e 0
organismo do animal responde com ajustes fisiol6gicos para compensar o
desequilibrio ocasionado por um fator estressante e recuperar o estado
homeostatico dos peixes (SOUZA, 2019).

Além disso, as respostas ao estresse em peixes, culmina com o
aumento da taxa de captacdo de oxigénio (O2) pelas branquias, que apresenta
como consequéncia o aumento da taxa ventilatoria, maior fluxo sanguineo
branquial e alteracdo da capacidade de difusédo e transporte de Oz pelo sangue
(BARRETO; VOLPATO, 2004).

De acordo com Keene et al. (1998), os peixes absorvem 0s anestésicos
principalmente pelas bréanquias, e quando em contato com estas substancias
anestésicas, apresentam como resposta uma diminuicdo da frequéncia
ventilatoria e da respiracdo, causada por um efeito inibitério do anestésico no
sistema respiratorio. O ajuste do sistema ventilatério é realizado a fim de
proporcionar uma maior captacdo de oxigénio, o qual se da pelo aumento da
frequéncia ventilatoria (FV) (FERNANDES e RANTIN, 1994).

Fatores como, diferentes concentracdes de anestésicos, a espécie
avaliada e tamanho dos animais podem apresentar diferentes repostas da
frequéncia ventilatoria frente aos anestésicos testados. Roohi e Imapor (2015)
avaliaram a frequéncia respiratéria em Cyprinus carpio submetidos a inducgéo
anestésica com 6leo de hortelda e metil salicilato, observaram que ha um
pequeno decréscimo no batimento opercular a medida que aumentava as
concentracbes dos respectivos anestésicos, quando comparados ao grupo
controle.

Em juvenis de pacama, o uso de 50 mg L™ de mentol foi capaz de
reduzir a FV durante a inducdo e recuperagdo anestésica quando comparados
com as doses de 150, 450 e 500 mg L™t (ANANIAS et al., 2022). Quando
utilizado durante o transporte de Rhandia quelen, o oleo essencial (OE) de A.
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triphylla, promoveu uma diminuicdo da frequéncia ventilatéria (BECKER et al.,
2017).

Barbas et al. (2017) observaram que exemplares de C. macropomum
submetidos a banhos de imersdo com anestésicos a base de OE de citronela
(Cymbopogon nardus) apresentarm reducdo de 35% na frequéncia cardiaca
durante a anestesia em relagéo grupo controle.

As respostas ao estresse também podem ser controladas por duas vias
hormonais, a primeira via ocorre com a producéo de catecolaminas (adrenalina,
noradrenalina e seu precursor dopamina), via € ativada pelo eixo
neuroenddcrino, ou seja, eixo hipotalamo- sistema nervoso simpatico- células
cromafins (HSC). E a segunda via ocorre pela liberacdo dos corticosteroéides,
principalmente o cortisol e a cortisona, 0s quais sao liberados pelo eixo
hipotalamo- hipdéfise-interrenal (WENDELAAR BONGA, 1997).

Em sintese, a resposta ao estresse pode ser elencada sob trés niveis:
primario, secundario e terciario. As respostas primarias ocorrem com a ativacao
dos centros cerebrais, resultando na liberagdo de catecolaminas e
corticosterdides. A resposta secundaria, se da pelo aumento do débito
cardiaco, capacidade de transporte de oxigénio (Oz), além da mobilizacdo de
substratos energéticos e disturbios hidrominerais. A resposta terciaria, dispde
de efeitos como inibicAo do crescimento, reproducdo, sistema imune e
capacidade de acdo contra outros agentes estressores (OBA et al., 2009).

Logo, diferentes estudos apontam que alguns OES, utilizados como
anestésicos ou sedativos, podem reduzir os niveis plasméaticos de cortisol e
atenuar as respostas ao estresse (CUNHA et al., 2010; SOUZA et al., 2017).

E vélido ressaltar que os OES, contém propriedades lipofilicas e
lipossoluveis, auxiliando na rapida dispersdo do anestésico pelas membranas
biolégicas, inclusive pela barreira hematoencefalica no sistema nervoso central
(SNC). Compreende-se que diversos OES, exercem efeito sedativo e
anestésico por meio da regulacdo do complexo receptor do acido gama-
aminobutirico (GABA), sendo este o0 principal neurotransmissor inibitorio do
Sistema nervoso central (SOUZA et al., 2019).

2.4 Anestésicos Sintéticos
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Mundialmente diversos anestésicos sdo empregados em atividades
aguicolas. Os anestésicos sintéticos mais utilizados para anestesiar peixes em
banho de imersdo s&o, benzocaina, metanossulfonato de tricaina (MS-222),
etomidato, metomidato, fenoxietanol e a quinaldina (ROSS; ROSS, 2009).
Contudo, apenas a benzocaina e o fenoxietanol sdo comercializados no Brasil.

A benzocaina € o anestésico mais utilizado entre os brasileiros, sendo
este um produto cristalino; de baixa solubilidade em &gua e por iSso € preciso
dissolver em acetona ou etanol (PEREZ; FLORES, 2009).

E um anestésico muito utilizado para espécies de agua doce e marinha
e por via de regra, as concentracdes efetivas para inducdo anestésicas vao
depender da temperatura, do estado nutricional e fisioldgico, da fase de
desenvolvimento, do peso e tamanho dos peixes (ROSS; ROSS, 2009).

O fenoxietanol (2-Phe), € o segundo anestésico sintético mais utilizado
na aquicultura. Sabe-se que o 2-Phe inibe a atividade de receptores de
glutamato NMDA, e consequentemente reduz a dor dos animais. Na
aquicultura é considerado adequado para uso, por conta da facilidade de
preparo, rapida acdo sedativa, recuperacdo descomplicada e por apresentar
propriedades bactericidas e fungicidas (SILVA et al., 2020).

Apesar da grande diversidade de anestésicos disponiveis no mercado,
apenas o MS-222 é aprovado pela Food & Drug Administration (FDA, EUA)
como anestésico para peixes (TAVARES-DIAS et al, 2015); sendo proibido o
consumo dos animais submetidos ao uso desta substancia por um periodo
inferior a 21 dias (TRUSHENSKI et al., 2013).

O MS-222 é comercializado em délar, o que torna o seu acesso mais
dificil, levando os aquicultores a procurarem produtos substitutos como
anestésico para peixes. O uso deste anestésico, pode apresentar acdes
deletérias aos animais como inchaco dos enterécitos, hipdxia, hiperglicemia,
irritacdo das branquias, danos cdérneos e transtornos aos manipuladores, caso
nao usem equipamento de protecéo individual (EPI) (TREVES-BROWN, 2000).

Os anestésicos sintéticos sdo mais utilizados na aquicultura. Contudo,
devido ao risco ambiental, residuos na carcaca e no filé, o qual podem
prejudicar a saude humana, através do consumo, tem-se evitado o uso destes
anestésicos. Como alternativa; surgem o0s anestésicos a base de Oleos

essenciais, que possuem propriedades biodegradaveis e S40 menos propensos
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a produzir patdégenos multirresistentes e causar mal a saude humana
(DAWOOD et al., 2021; AYDIN; BARBAS, 2020; PURBOSARI et al., 2019).

2.5 Anestésicos a base de 6leos essenciais

A procura por anestésicos alternativos a base de 6leos essenciais (OE)
vem crescendo entre os pesquisadores (GONCALVES et al., 2008). Neste
cenario, o estudo e a utilizacdo de anestésicos oriundos de extratos de plantas
como Syzygium aromaticum, Lippia sidoides, Mentha piperita e Aloysia
triphylla, por exemplo, vém sendo empregados com sucesso na aquicultura por
apresentarem propriedades anestésicas e sedativas para 0s animais
(ANANIAS et al., 2022; BRANDAO et al., 2021; BECKER et al., 2017). Assim
como também sado estudados determinados compostos isolados do extrato
dessas plantas como o mentol, extraido da M. arvensis (GONCALVES et al.,
2008) e o eugenol, extraido do S. aromaticum (BECKER et al., 2012), os quais
se apresentam como excelentes anestésicos e sedativos para diferentes
espécies de peixes.

O S. aromaticum, conhecido popularmente como cravo da india, é a
principal planta que tem suas substancias extraidas e empregadas como
anestésicos para peixes na atualidade. Os seus principais compostos sao o
Oleo de cravo e o eugenol (JAVAHERY et al., 2012).

A utilizacdo do eugenol cresce continuamente no setor aquicola, em
suma por que é uma substancia de facil acesso, tem baixo custo, rapida acéo,
diminui os efeitos estressores ocasionados no decorrer do manejo e apresenta
baixos indices residuais na carne (INOUE, et al., 2005).

Além da substéncia eugenol, outros extratos de espécies de plantas
como, por exemplo, a Lippia, foram avaliadas, como anestésico para peixes. A
utilizacdo de Lippia origanoides em jundia, Rhamdia quelen, apresentou
excelente atividade anestésica (BRANDAO et al., 2021).

Os anestésicos advindos de extratos de planta tém apresentado alta
eficacia para a anestesia em peixes, porém estas sdo influenciadas por
diversos fatores mencionados anteriormente, por isso diversos estudos vém
sendo realizados ao longo da ultima década para desenvolver protocolos de
uso dos oOleos essenciais (OES) (AYDIN; BARBAS, 2020).
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Entre os diversos 0leos essenciais pesquisados, os OES extraidos de
plantas brasileiras tém sido amplamente explorados como anestésicos. Por
meio de banho de imersédo, demonstrando a existéncia de novas alternativas
para uma futura regulamentacdo e comercializagdo no mercado local e global
(CUNHA et al., 2010; TONI et al., 2014).

2.6 Potencial anestésico de 6leos essenciais.

Os 6leos essenciais (OE), podem ser obtidos de diversas plantas, das
quais sao extraidos os principios ativos com propriedades anestésicas ou
sedativas. Os principais OE em estudo s&o o, S. aromaticum, (SIMOES et al.,
2011), A. triphylla (GRESSLER et al., 2012), Ocimum gratissimum (LIMA et al.,
2021), Lippia alba (CUNHA et al., 2010a; BECKER et al., 2012).

O Oleo de cravo é extraido via destilacdo das porcdes herbaceas de
flores, folhas e caule do cravo-da-india (Syzygium aromaticum), o qual contém
0 principio ativo eugenol (4-alil-2-metoxifenol). O o6leo de cravo
tradicionalmente é usado como anestésico para seres humanos e possui
importantes propriedades antifUngicas e antibacterianas (KHEAWFU et al.,
2021). O eugenol, é o principal composto extraido do S. aromaticum, a
extracdo aproxima-se dos 80-95% (OLIVEIRA; ABREU-FILHO, 2012).

Outro composto amplamente estudado € o mentol, extraido da planta
Mentha arvensis, conhecida também como menta ou como horteld, é
considerada medicinal e aromatica, tendo diversas aplicacdes nas industrias.
Entre as principais vantagens do uso do mentol como anestésico, estdo a
facilidade de obtencdo do produto uma vez que farméacias de manipulagéo
processam esta substancia (FACANHA; GOMES 2005; AYDIN; BARBAS,
2020).

O mentol tem sido utilizado com sucesso na inducdo anestésica de
juvenis de Lophiosilurus alexandri (ANANIAS et al., 2022); Centropomus
paralellus (SEPULCHRO et al., 2016), no ciclideo Aulonocara nyassae
(FERREIRA et al., 2020) dentre outras espécies. Segundo Botrel et al. (2017) o
periodo residual necessario para metabolizacéo total do mentol no organismo

dos peixes € de 48 horas.
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A L. alba, pertence a familia Verbenaceae, espécie tropical originaria
da América do Sul, Central e Africa, apresenta diferentes quimiotipos, sendo
conhecida pelos nomes populares, erva cidreira do campo, alecrim selvagem,
cidreira brava e falsa melissa. Pesquisas utilizando o OE de L. alba avaliaram
as propriedades anestésicas dessa planta em peixes teledsteos, principalmente
em relacdo ao tempo de inducéo e recuperacdo (LIMA et al., 2021).

Neste contexto a L. alba foi empregada com sucesso na inducdo
anestésica de Serrasalmus eigenmanni (ALMEIDA et al., 2019), Serrasalmus
rhombeus (ALMEIDA et al., 2018), Rhamdia quelen (SOUZA et al., 2017) e
Piaractus mesopotamicus x Colossoma macropomum (SENA et al., 2016).

A A. triphylla pertence a familia Verbenaceae, e pode ser encontrada
em diversos paises do norte da Africa, india, América do Norte e do Sul. As
espécies do género Aloysia, apresentam diversos nomes populares, como,
erva luisa, cidro, cidré pessegueiro, cidrao, cedrina ou mesmo cidrozinho. Em
suma suas folhas sédo usadas na medicina tradicional, por dispor de compostos
limoneno, B-citral, a-citral, espatulenol e éxido de cariofileno, que apresentam
propriedades anestésicas e antioxidantes (PARODI, 2020).

Assim como L. alba, os estudos com A. triphylla como anestésico para
peixes esta direcionado ao tempo de inducgdo, recuperacdo e concentracdes
adequadas para as espécies, como por exemplo, Colossoma macropomum
(Brandado et al., 2021), Serrasalmus eigenmanni (ALMEIDA et al., 2019),
Serrasalmus rhombeus (ALMEIDA et al., 2018) e Rhamdia quelen (SANTOS et
al., 2017).

Ocimum gratissimum L., conhecido popularmente como alfavaca ou
manjericdo, € uma especiaria muito utilizada na gastronomia como condimento
e na medicina tradicional como sedativo para o tratamento de estresse e dores
de cabeca. As propriedades sedativas e anestésicas deste Oleo tém relacdo
direta com o receptor do acido y-aminobutirico (GABA), que corresponde a um
elemento neuroquimico inibitorio no cérebro (LIMA et al., 2012).

O. gratissimum L. tem sido amplamente testado em espécies como
Clarias gariepinus (OKEY et al., 2022), Danio rerio (CAPPARUCCI et al., 2022),
Lophiosilurus alexandri (BOAVENTURA et al., 2020), Pseudoplatystoma
reticulatum (SILVA, MARTINS et al., 2020), Astyanax bimaculatus (SILVA, A. et

al., 2020), para avaliacdo anestésica e tem apresentado excelentes resultados.
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O oleo essencial Zingiber officinale R. é extraido da planta
Zingiberaceae nativa do Sudeste Asiatico e da india (LORENZI; MATOS,
2008), o qual é conhecido popularmente como gengibre, atualmente é
amplamente cultivado em terras brasileiras, sendo tradicionalmente aplicado
para fins medicinais como: inflamacdo, problemas imunolégicos e dor. Na
aquicultura seu emprego tem se dado na adicao as ragfes a fim de melhorar a
saude e o estado fisiologico de peixes submetidos a desafios bacterianos
(COSTA, 2020; MONTEIRO et al., 2021).

O uso do Oleo essencial Z. oficinale apresentou potencial como
anestésico para Pseudoplatystoma reticulatum (SILVA et al., 2020), visto que
este 6leo apresenta potencial anestésico, mais estudos devem ser realizados
em diferentes espécies a fim de se determinar as melhores concentrages

deste 6leo como anestésico.

2.7 Zingiber officinale

O Zingiber officinale pertence a familia Zingiberaceae, é considerado
uma planta medicinal amplamente utilizada na medicina popular e tradicional.
O Z. officinale é extraido dos rizomas do gengibre e a composicdo quimica do
Oleo essencial € influenciada pela regido geogréfica, métodos de extracéo,
frescor ou secura dos rizomas. O rendimento do 6leo essencial de Z. officinale
(OEZO), varia entre 1 a 3% a depender dos fatores supracitados. (MAHBOUBI,
2019).

Os compostos do OEZO, sofrem variacBes de acordo com 0s métodos
de extracdo, os principais bioativos encontrados para o OEZO fresco, sédo o
geraniol (15%); pB-zingibereno (12,2%); 1,8-cineol+limoneno+p-felandreno
(10,5%); neral (8,9%); PB-sesquifelandreno (6,5%) e B-bisaboleno (5,6%)
(ZHANG et al., 2021). Todavia para o OEZO extraido de rizomas secos 0s
componentes mais encontrados sdo, [B-zingibereno (28,1%); B-
sesquifelandreno (10,6%); geraniol (9,0%); B-bisaboleno (8,4%); neral (5,3%);
1,8-cineol +limoneno+f-felandreno (4,5%) (MAHBOUBI, 2019).

Um fator intrinseco a composi¢cao quimica do 6leo ocorre em fungéo do
método de extragdo. O OEZO brasileiro, é extraido pelo método de

hidrodestilacdo, apresentando como principais componentes, 0 a-zingibereno,
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composto mais abundante nos rizomas de gengibre brasileiro, -
sesquifelandreno, ar-curcumeno, a-farneseno, -bisaboleno e geranial
(YAMAMOTO-RIBEIRO et al., 2013; MESOMO et al., 2013).

Moreira (2021), testando diferentes concentracbes de inducdo e
recuperacdo com OEZO em juvenis de pacus (Piaractus mesopotamicus),
relatou que o OEZO apresentou trés principais constituintes: zingiberene
(32.27%); B-sesquiphellandrene (18.42%); B-bisabolene (13.93%), sendo que o
zingiberene é o componente principal do gengibre, por isso esse composto
sempre aparece com maior porcentagem. Neste trabalho, o0 OEZO foi extraido
por hidrodestilacdo por meio de um aparelho de Clevenger. A parte da planta
utilizada nesse processo foram os rizomas de Z. officinale, pois nessa parte ha
maior concentragcdo dos componentes do gengibre.

Sendo assim, € necessario estabelecer uma metodologia clara, tanto
para coleta quanto para a extracdo do oOleo dos rizomas de gengibre. Pois
estes fatores auxiliam no entendimento do perfil quimico que o 6leo essencial
apresenta (MAHBOUBI, 2019).

Neste contexto, os extratos de hidroetanol de gengibre usualmente sao
aplicados na medicina como agentes anti-inflamatorios; anticancerigenos;
antidiabéticos, antioxidante, analgésicos e anestésicos (SHARIFI-RAD et al.,
2017; ZHANG et al., 2021;).

Atualmente, cada vez mais estudos estdo sendo realizados para avaliar
os beneficios do gengibre e de seus compostos ativos a saude, uma vez que
0S componentes bioativos do gengibre s&do rapidamente absorvidos e
amplamente metabolizados por humanos e animais (ZHANG et al., 2021).

Com relacdo ao teste com anestésicos, foram encontrados dois
trabalhos realizados com o0 OEZO. Moreira (2021), relatou que o uso do OEZO
foi capaz de anestesiar os juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus) nas
dosagens de 300, 400 e 500 mg L™.

No entanto, a dosagem de 400 mg L™ de OEZO foi a mais apropriada
para os peixes, pois apresentou menor tempo de inducdo anestésica e também
promoveu menor alteragdo hematoldégica (ANUZHIA, 2021). Ja para o
transporte, Moreira (2021) avaliando trés concentracées de OEZO; 10 mg L;
20 mg L* e 30 mg L%, concluiram que a aplicacdo do OEZO contribuiu

positivamente para a manutencdo da qualidade da agua durante o transporte.
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Sendo que, a concentragdo 20 mg Lt de OEZO é a mais indicada para o
transporte de pacu.

Em contrapartida Silva et al (2020), ao testar o 6leo essencial Z.
officinale em trés concentragdes 100, 150 e 200 mg L%, para
Pseudoplatystoma reticulatum, observou que o0 anestésico € capaz de induzir
anestesia, contudo, o OE de Z. officinale teve 0 menor tempo de inducéo
anestésica em 647,8 s (+ 64,8) para a maior concentragdo testada 200 mg L,
valor este fora do tempo ideal de inducdo anestésica preconizada na literatura
(ROSS, ROSS, 2008).

Neste sentido, faz-se necessario mais estudos com esse tipo de 6leo
com as mais diversas espécies de peixes, uma vez que 0s estudos com o0

OEZO ainda sao escassos.
3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito anestésico do Oleo essencial Zingiber officinale para
Astyanax lacustris (lambari-do- rabo-amarelo), em situacdes de biometria.

3.2 Objetivos Especificos

) Avaliar os tempos de inducdo e de recuperacdo anestésica de
Astyanax lacustris (lambari-do-rabo-amarelo), exposto a diferentes

concentracdes do Oleo essencial Zingiber officinale.

° Avaliar a frequéncia ventilatoria de Astyanax lacustris (lambari do
rabo amarelo), exposto a diferentes concentracdes do 6leo essencial Zingiber

officinale.
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CAPITULO 2.
Potencial anestésico do Zingiber officinale em Astyanax lacustris (lambari-do-rabo-

amarelo).

Brenda Aparecida de Oliveira Silval, Andre Lima Ferreiral, Cristiane Meldau
Campos!, Rubia Mara Gomes2, Romullo Almeida% André Luiz Julien Ferraz!l, Deliane
Cristina Costa?

! Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul, Brasil, Unidade de Aquidauana.

oliveira.brendaap@gmail.com

2 Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

RESUMO:

Avaliou-se com este estudo o 6leo essencial de gengibre Zingiber officinale (OEZ0O) como
anestésico para fémeas e machos de Astyanax lacustris. Para ambos os sexos foram
testadas cinco concentragdes (75, 150, 300, 450 e 600 pL L -1), e um controle (5 ml de
Alcool 70). Machos com peso médio de 7,40 (# 2,60 g) e fémeas com peso médio de
18,86 (¢ 0,85 g) foram utilizados para fornecer 10 repeticdes por tratamento, sendo
cada peixe considerado uma repeticdo. Para a avaliagdo do tempo da inducdo e
recuperacao do anestésico, os peixes foram avaliados individualmente com uso de
crondmetro para marcar o tempo e contador para mensurar a frequéncia ventilatoria
(FV). Para as fémeas, o tempo de inducao apresentou efeito linear platé (P < 0.05) entre
as concentragdes avaliadas, com ponto de inflexdo em 189,30 mg L1. O tempo de
recuperacao também apresentou efeito linear platé (P < 0,05) entre as concentragdes
avaliadas, com ponto de inflexdo em 185,60 mg L-1. A FV durante a indu¢do nas fémeas,
apresentou efeito quadratico (P < 0,05) entre as concentra¢des estudadas. Durante a
recuperacao, a FV apresentou efeito linear inverso (P < 0,05) entre as concentragoes
avaliadas e variou de 99,71 - 166,23 batimentos minuto-l. Nos machos, o tempo de
inducao apresentou efeito quadratico (P < 0.05) entre as concentracdes de OEZO
avaliadas, com ponto de minimo em 410,67 uL L - 1. J4, o tempo de recuperacgao
apresentou efeito linear platé (P < 0.05) entre as concentragdes estudadas, com ponto
de inflexdo em 156,90 uL L -1. Para os machos a FV na indugao apresentou efeito linear
platd (P < 0,05) e apartir de 320,10 uL L -1, a FV foi constante. A FV na recuperacdo nos
machos apresentou também efeito linear platé (P < 0,05), com ponto de inflexdo em
167,10 uL L -1. OEZO pode ser utilizado para anestesia de A. lacustris nas concentragoes
entre 189,30 -600 pL L1 para fémeas e 150-600 pL L -1 para machos.

PALAVRA-CHAVE: ANESTESIA; EXTRATO NATURAL; MANEJO ESTRESSANTE
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Anesthetic potential of Zingiber officinale in Astyanax lacustris (yellowtail
lambari)
ABSTRACT:

This study evaluated the essential oil Zingiber officinale (EOZO) as an anesthetic for
females and males of Astyanax lacustris. For both genders, five concentrations (75, 150,
300, 450 and 600 pL L -1) and a control (5 ml of Alcohol 70) were tested. Males with an
average weight of 7.40 (# 2.60 g) and females with an average weight of 18.86 (+ 0.85 g)
were used to provide 10 replicates per treatment, each fish being considered a replicate.
To evaluate the time of induction and recovery of the anesthetic, the fish were evaluated
individually using a stopwatch to mark the time and a counter to measure the
ventilatory rate (VF). For females, the induction time showed a linear plateau effect (P <
0.05) between the evaluated concentrations, with an inflection point at 189,30 pL L-1.
The recovery time also showed a linear plateau effect (P < 0.05) between the evaluated
concentrations, with an inflection point at 185,60 pL L-1. The FV during induction in
females showed a quadratic effect (P < 0,05) between the studied concentrations. During
recovery, VF showed an inverse linear effect (P < 0,05) between the evaluated
concentrations and ranged from 99.71 - 166.23 beats-minute-l. In males, the induction
time showed a quadratic effect (P < 0,05) between the evaluated EOZO concentrations,
with a minimum point of 410.67 pL L-1. On the other hand, the recovery time showed a
linear plateau effect (P < 0,05) between the concentrations studied, with an inflection
point at 156.90 pL L - 1. For males, the FV at induction showed a linear plateau effect (P <
0,05) and from 320.10 uL L-1, the FV was constant. The VF in recovery in males also
showed a linear plateau effect (P < 0,05), with an inflection point at 167.10 pL L-1. EOZO
can be used for anesthesia of A. lacustris at concentrations between 189.30 -600 pL L-1
for females and 150-600 uL L-1for males.

KEY WORDS: ANESTHESIA; NATURAL EXTRACT; STRESS HANDLING
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1.INTRODUCAO

Durante o cultivo, os animais sdo constantemente submetidos a condi¢cbes de
estresse durante operacdes de manejo como, biometria, transporte, sexagem, entre
outras (Brandao et al, 2021; Tavares-dias et al., 2015). Neste contexto, o uso de
anestésico em concentracdes ideais durantes as mais diversas operagdes de manejo, ou
para fins de pesquisa, podem induzir a perda de consciéncia e reduzir o estresse
associado ao manuseio (Ross; Ross, 2008).

O uso dos anestésicos é importante para proporcionar bem-estar, prevenir
lesdes no corpo e branquias, reduzir a perda de escamas causada pela hiperatividade
dos animas e facilitar o trabalho dos operadores envolvidos no manejo/manipulacao dos
peixes (Javahery et al., 2012; Benovit et al., 2015; Roohi e Imanpoor, 2015; Aydin e
Barbas, 2020).

De modo geral a eficicia de um anestésico esta associada a diversos fatores como,
tempo de inducgao e recuperagdo (Ross; Ross, 2008), preco, disponibilidade no mercado
e ndo ser toxico ao animal ou ao meio ambiente (Souza et al., 2021). Ademais, a excre¢do
dos metabdlitos presentes nos anestésicos deve ser rapida, evitando o acimulo destes
compostos nos tecidos dos animais o que consequentemente pode causar problemas
para consumo humano (Azad et al., 2014; Roohi e Imanpoor, 2015).

Os anestésicos utilizados em peixes podem ser divididos nas categorias de
produtos sintéticos e naturais (a base de plantas). Com relacao aos sintéticos, pesquisas
indicam que além do alto custo, alguns destes anestésicos podem desencadear efeitos
deletérios, como hiperatividade, hipersecrecao de muco, lesao da cdrnea, irritacdo da
pele e branquias e hipdxia (Snedodon, 2012; Guardiola et al., 2016; Barbas et al,, 2017).

O anestésico sintético MS-222, é o unico anestésico aprovado pela Food & Drug
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Administration (FDA, EUA). No entanto, além do seu alto custo, este anestésico ndo é
encontrado com facilidade em diversos paises (Popovic et al.,, 2012).

Neste cenario, o uso de extratos de plantas, como 6leos essenciais (OE) e seus
compostos bioativos, tais como Syzygium aromaticum, Lippia alba (Almeida et al., 2019;
Lima et al, 2021); Ocimum gratissimum, Zingiber officinale (Boaventura, 2020; Silva et al,,
2020) , mentol (Ferreira et al., 2020), Zingiber officinale (Silva, Martins et al., 2020),
Menta piperita, Lavandula angustifdlia entre outros (Aydin e Barbas, 2020) podem ser
utilizados com sucesso como anestésicos para peixes.

Esses OE podem representar fontes alternativas, eficazes, seguras e menos
dispendiosas quando comparadas com os anestésicos sintéticos atualmente disponiveis
no mercado (Taheri Mirghaed et al., 2018; Aydn e Barbas 2020; Dawood et al,, 2021). No
entanto, algumas pesquisas indicam que o uso dos OEs deve ser cuidadosamente
avaliado, uma vez que alguns dos compostos presentes nestes OEs, podem causar
contragdes musculares involuntarias e mortalidades (Benovit et al., 2015; Bianchini et
al,, 2017).

O ¢leo essencial Zingiber officinale R. (OEZO0), é extraido dos rizomas do gengibre,
planta nativa do Nordeste da India e Sudeste Asiatico (Zhang et al., 2021). Os compostos
bioativos mais abundantes no OEZO sdo o a-zingibereno, B-sesquifelandreno, ar-
curcumeno, a-farneseno, (3-bisaboleno e geranial (Mahboubi, 2019). Este anestésico foi
utilizado com sucesso na indugao anestésica de Pseudoplatystoma reticulatum (Silva et
al,, 2020). Os estudos com uso de OEZO para inducdo anestésica ainda sdao escassos na
literatura, carecendo de mais pesquisas.

O lambari-do-rabo amarelo (Astyanax lacustris), pertencente ao género
Alstyanax, familia Characidae, ordem Characiformes, é encontrado desde as bacias do

Brasil até a fronteira do México e Estados Unidos (Baldisserotto, 2009). No Brasil
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apresenta ampla distribuicdo territorial, sendo um peixe de facil reprodugdo, alto
potencial produtivo e empregado como espécie modelo em diversas pesquisas (Lucena;
Soares, 2016; Valladao et al., 2018; Gongalves et al., 2014; Porto-Foresti et al., 2010).
Para A. lacustris, espécie nativa de grande importdncia para a piscicultura
brasileira, ¢ comum a utilizagdo de benzocaina e eugenol como anestésico (Gimbo et al.,
2008; Nascimento et al., 2020). No entanto, a literatura com uso de anestésicos naturais
€ escassa. Neste sentido, o presente estudo tem como objetivo investigar os efeitos do
6leo essencial Zingiber officinale como anestésico para o lambari-do-rabo-amarelo,

Astyanax lacustris.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local utilizado para realizacao do experimento

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul (UEMS) sob o nimero de protocolo
024/2022. O experimento foi realizado no setor de Piscicultura da UEMS, Unidade de

Aquidauana, localizada no municipio de Aquidauana - Mato Grosso do Sul.

2.2 Extracao do 6leo essencial

O ¢leo essencial Zingiber officinale (OEZO) foi extraido através de rizomas de
gengibre por hidrodestilacdo, através de um aparelho do tipo Clevenger, no Laboratério
de Plantas Medicinais e Fitoquimica da Embrapa da Amazénia, Amazonas, Brasil. Os
compostos majoritarios do 6leo (OEZO) sdo: a-zingibereno (20,4%), citral (16,0%) e
germacreno (12,5%) (Silva et al., 2020).

0 OEZO necessita de previa diluicdo em alcool para sua completa dissolucao em

adgua. Desta forma, todas as concentragdes do EOZO estudadas, foram previamente
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diluidas em 5 mL de alcool etilico (70%). No grupo controle foram diluidos 5 mL de
alcool etilico (70%) em 1 litro de agua de cultivo (Ribeiro et al.,, 2015; Ribeiro et al,,

2019).

2.3 Coleta e aclimatac¢ao dos animais

Foram utilizados 120 peixes, sendo 60 fémeas e 60 machos, coletados de hapas
do setor de piscicultura da UEMS. Os animais foram separados por sexo e adensados em
dois tanques devidamente identificados com capacidade de 500 litros cada, com aeracao
constante e renovacao de 50% da agua a cada dois dias. O periodo total para aclimatagao
foi de sete dias.

Em ambas caixas de aclimatacdo, os valores médios de temperatura foram de
24,5°C, 6,3 mg L-1 de oxigénio dissolvido (oximetro Alfakit/AT®- 160) e pH em torno de
6,79 (peagametro digital-Quimis® modelo Q400BC). Estes resultados estao de acordo
com os recomendados para o desenvolvimento de peixes (Kubitza, 1998). Os animais
foram alimentados duas vezes ao dia “ad libitum” com ragao comercial de 2-4 mm de
diametro, contendo 36% de proteina bruta, 12% de umidade, 7% de extrato etéreo e
13% de matéria mineral. Previamente a realizacdo dos experimentos, todos os animais

foram submetidos ao jejum de 24 horas.

2.4 Efeito anestésico

Duas classes separadas de acordo com o sexo (fémeas e machos), foram utilizadas
para avaliar o efeito anestésico do EOZO. Sendo, Fémeas - 60 peixes pesando 18,86 *
0,85 g (36,48 £ 2,82 mm); e Machos - 60 peixes pesando 7,40 + 2,60 g (8,33 + 0,86 cm).
Seis concentracdes do EOZO foram avaliadas para cada sexo de A. lacustris: 0 (controle -

5mL de alcool etilico), 75, 150, 300, 450 e 600 pL L-1. Os experimentos foram conduzidos
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independentemente para cada sexo, em delineamento inteiramente casualizado com 10
peixes para cada concentra¢do, sendo cada animal considerado uma repeticao.

A maioria dos protocolos de anestesia disponiveis na literatura evidenciam que
anestesia e sedacdo sdao procedimentos adequado para operagdes que envolvam e
biometria e transporte de peixes, por exemplo (Souza et al, 2019; Aydin e Barbas,
2020). Assim, para analise de inducao e recuperagcdo da anestesia, os peixes foram
mantidos em jejum e depois aleatoriamente capturados um de cada vez e colocados em
um béquer de 1 L contendo as concentragdes a serem avaliadas. Os animais do grupo
controle foram observados por 10 minutos (Ferreira et al., 2020).

O tempo de inducao da anestesia foi medido através de um cronoémetro digital
(Akson AK68) e os animais foram considerados anestesiados quando atingiram o estagio
de anestesia profunda, que se caracterizou pela auséncia de natacdo e perda de
equilibrio e consciéncia (Small, 2003; Ross e Ross, 2008; Ferreira et al.,, 2021).

A frequéncia ventilatéria (FV) dos peixes foi avaliada desde o inicio da indugdo
anestésica pela contagem do nimero de batimentos operculares por minuto (adaptado
de Alvarenga e Volpato, 1995). Assim, ap0s a anestesia profunda, os animais foram
pesados em balan¢a analitica (Marte AD5002) e medidos com régua, procedimento
(biometria) que levou cerca de 40 s.

Apés inducao, os peixes foram transferidos individualmente para um béquer de 1
L com agua limpa (obtida do proprio sistema de cultivo) para recupera¢do anestésica,
durante a qual foi avaliado o tempo de recuperacdao da anestesia e a FV. Os animais
foram considerados recuperados quando apresentavam movimentos e equilibrio na
natacdo (Small, 2003; Ross e Ross, 2008). Ao final do experimento, os peixes de cada
sexo e concentracbes de EOZO foram alocados em suas unidades experimentais

devidamente identificadas para observar a sobrevivéncia apos 24 h.
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2.5 Estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-Wilk) e
homocedasticidade das variancias (teste de Levene). ANOVA e andlises de regressdo
foram realizadas para verificar o melhor ajuste do modelo (P <0,05). As analises foram

realizadas usando o softwar R.

3. RESULTADOS

Para as fémeas, o tempo de indu¢do demonstrou efeito linear plato (P < 0,05)
entre as concentra¢des de EOZO (Figura A), com ponto de inflexdo em 189,30 pL L -1,
além do qual o tempo de inducdo foi constante. Ainda sobre as fémeas, o tempo de
recuperacao apresentou resposta efeito linear plato (P < 0,05) entre as concentracdes de
EOZO (Figura C), com ponto de inflexdo em 185,60 pL L -1, acima desse ponto, o tempo
de recuperacao foi constante. J4, a FV durante a inducdo nas fémeas, apresentou efeito
quadratico (P < 0,05) entre as concentracdes estudadas (Figura B), com ponto de
maximo em 312,50 pL L - L. Logo, também nas fémeas, a FV durante a recuperacao
apresentou efeito linear inverso (P < 0,05) entre as concentracdes avaliadas e variou de
99,71 - 166,23 batimentos minuto-! (Figura D).

Para os machos, o tempo de indugdo apresentou efeito quadratico (P < 0,05)
entre as concentragdes de EOZO avaliadas, com ponto de minimo em 410,67 pL L -1
(Figura A). O tempo de recuperacao apresentou efeito linear platé (P < 0,05) entre as
concentracdes estudadas, com ponto de inflexdo em 156,90 pL L -1 (Figura C); acima
desse ponto, o tempo de recuperacao foi constante. Ainda sobre os machos, a FV durante
a indugdo apresentou efeito linear plat6é (P < 0,05), com ponto de inflexdo em 320,10 L

L -1, acima desse ponto, a FV na indugdo foi constante (Figura B). Logo, a FV na
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recuperacao nos machos apresentou também efeito linear platé (P < 0,05), com ponto de
inflexdo em 167,10 pL L -1, acima desse ponto, a FV na recuperacao foi constante.
A sobrevivéncia foi de 100% imediatamente ao fim dos experimentos e 24 h ap6s

ao fim dos experimentos.

4. DISCUSSAO

Os anestésicos sdo ferramentas importantes utilizados para facilitar o manejo,
tanto na pesquisa, quanto durante a execugao de praticas rotineiras no campo. O tempo
de inducao e recuperacao recomendados para anestesia de peixes, deve ser considerado
para que ocorra uma indugdo rapida (< 180 segundos) e rapida recuperacao (< 300
segundos) (Keene et al., 1998; Ross; Ross, 2008). Além disso, as concentracdes ideais
dos anestésicos, podem variar de acordo com a espécie e tamanho dos animais (Ross;
Ross, 2008; Ferreira et al., 2020; Ferreira et al., 2021).

No presente estudo, para as fémeas com peso médio de 18 g, as concentragdes
entre 189,30 e 600 pL L-1 de OEZO sao indicadas, considerando que estdo de acordo com
os tempos preconizados para a anestesia de peixes (Ross; Ross, 2008). Ja para os machos
pesando em média 8 g, as concentracdes entre 150 e 600 pL L1 de OEZO sao
recomendadas.

Contudo, se o manipulador deseja uma inducdo e recuperagcdo mais rapida,
independente do sexo, recomenda-se a concentracdo de 410,67 pL L1 de OEZO. para
realizacdo de biometria de lotes em uma piscicultura comercial, por exemplo. Agora se o
manejo for para selecdo de reprodutores, separacao ou repicagem de lotes e transportes

(Oba et al., 2009). recomenda-se concentragdes menores.
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Silva et al. (2020) ao avaliarem o OEZO para Pseudoplastytoma reticulatum com
peso médio de 40 g, recomendam para a completa anestesia com menor tempo de
inducdo a concentragao de 200 mg L-1.

Ja Ferreira et al. (2021) ao avaliarem o efeito anestésico de eugenol e mentol para
duas classes de tamanhos de juvenis de pirapitinga Piaractus brachypomus,
recomendaram as concentragdes entre 50 e 100 mg L de eugenol para ambas as classes
de tamanho. Contudo, para as concentragdes de mentol, os autores recomendaram como
ideais as concentragdes entre 25 e 100 mg L-1 para juvenis I (1 g) e entre 50 e 100 mg L1
para Juvenis II (16 g).

Gabriel et al. (2022) testaram diferentes concentragdes (25, 50, 100 e 150 pl L-1)
do dleo essencial de orégano (Origanum vulgare) para a anestesia de juvenis de tilapia
mossambicus (Oreochromis mossambicus), e observaram que todas as concentragoes de
6leo essencial de O. vulgare testadas, induzem a anestesia nos peixes. Os autores
relataram ainda, que o tempo gasto para atingir a indugao parcial ou anestesia profunda
nos animais diminuiu com o aumento das concentragdes a qual os animais sdo expostos.

Pereira-da-Silva et al. (2016) observaram que todas as concentragdes de mentol
testadas (50, 100, 150, 200, 250 e 300 pl L-1) foram eficazes no processo de inducgao
anestésica no lambari (Astyanax altiparanae).

A FV é um pardmetro (método ndo invasivo) utilizado para compreensdo da
fisiologia de peixes ao utilizarem anestésicos (Alvarenga e Volpato, 1995; Ferreira et al,,
2020; Ferreira et al.,, 2021; Ananias et al., 2022). No presente estudo ndo foi possivel
estabelecer uma relacdo direta entre o aumento na concentragdo de OEZO e redugao na
FV para ambos os sexos de A. lacustris, como também observado por Silva et al. (2019) e

Ferreira et al., (2020).
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Segundo esses pesquisadores, a dificuldade em estabelecer a relacdo entre
aumento ou diminuicao geral na resposta da FV, frente ao uso de anestésicos, pode ser
explicada por respostas espécie-especificas, o que também pode ser compreendido no
presente estudo. Nos peixes, de modo geral, pode se notar hiperventilagdo nos primeiros
minutos em contato com o anestésico, e esse fato pode estar associado ao aumento no
consumo de oxigénio durante a anestesia (Summerfelt e Smith, 1990). Entretanto, apos
esse contato inicial com o anestésico, os valores de FV reduzem consideravelmente
(Becker et al., 2012).

E preciso ressaltar que aresposta ao estresse é estimulada por distintos
mecanismos fisiolégicos, para compensar o desequilibrio ocasionado por um fator
estressante e recuperar o estado homeostatico dos peixes (SOUZA, 2019). Neste
contexto, os proprios anestésicos sdo considerados agentes estressores, pois quando o
peixe entra em contato com o anestésico ha uma irritabilidade nos primeiros segundos,
contudo é necessario, pelos beneficios que a anestesia oferece.

A hiperventilagdo, nos primeiros segundos é considerada como uma resposta ao
estresse que o peixe sofre, a qual culmina com o aumento da taxa de captacao de 02
pelas branquias, que apresenta como consequéncia o aumento da taxa ventilatoria,
maior fluxo sanguineo branquial e alteracdo da capacidade de difusao e transporte de 02
pelo sangue (Barreto e Volpato, 2004)

Os peixes absorvem os anestésicos principalmente pelas branquias, e quando em
contato com estas substancias anestésicas, apresentam como resposta secundaria uma
diminui¢do da frequéncia ventilatéria e da respiracdo, causada por um efeito inibitério
do anestésico no sistema respiratorio segundos depois a indugdo anestésica (Keene et

al., 1998). Em decorréncia do potencial sedativo, o uso de anestésicos permite, que os
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manejos sejam realizados sem maiores complicagdes, uma vez que reduz a
movimentacao excessiva dos peixes durante o manuseio (Vanderzwalmen et al., 2019).

De acordo com Ross; Ross (2008) para um anestésico ser considerado eficiente,
além de apresentar tempos de indugdo e recuperacdo curtos, os anestésicos ndo podem
causar toxicidade aos animais, ocasionando, portanto, a mortalidade. O 6leo essencial
Zingiber officinale, ndo causou mortalidade quando utilizado como anestésico em fémeas
e machos de A. lacustris nas diferentes doses testadas.

Silva et al. (2020) ao avaliarem o uso dos 6leos essenciais de Melaleuca
alternifélia (200, 300, 400, 500 e 600 ul/L -1) e Ocimum gratissimum (10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 100, 150, 250 e 300 pl/L-1) como anestésico para Astyanax bimaculatus,
relataram que ndo ocorreu nenhuma mortalidade durante o desenvolvimento dos
protocolos experimentais ou 24 horas apés o término do estudo.

Segundo, Uehara et al. (2019), o uso do 6leo essencial Syzygium aromaticum
(eugenol) e Mentha piperita (mentol) (25, 50, 75, 100 e 125 mg/ L -1) como anestésicos
para lambari-bocarra (Oligosarcus argenteus), ndo provocaram mortalidade 96 horas
apos a execugdo do experimento.

Pereira-da-Silva et al. (2016) ao testaramo mentol (50, 100, 150, 200, 250 e 300
ul L-1) como anestésico para alevinos de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax
altiparanae) observaram sobrevivéncia de 100% imediatamente apés a indugdo da
anestesia e 96 h ap6s o fim dos experimentos.

A exposicdo continua do lambari (Astyanax altiparanae) as concentragdes de 50,
100 e 150 mg pl L-1 do bleo essencial Mentha piperita (mentol), resultaram em taxas de
mortalidade 0%, 20% e 80%, respectivamente (Pereira-da-Silva et al., 2014).

O OEZO foi seguro e eficaz para anestesia de A. lacustris (féemeas e machos) de

acordo com os parametros avaliados.
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5. CONCLUSOES

0 OEZO demonstrou efeito anestésico para ambos os sexos de A. lacustris. Para as
fémeas (peso médio de 18 g), recomenda-se as concentracdes entre 189,3 - 600 pL L1
de OEZO. Enquanto, para os machos (peso médio de 8 g) sdo indicadas as concentragoes
entre 150 - 600 pL L-1 de OEZO. Tais concentragdes, nos apontaram tempos de anestesia
dentro dos limites aceitaveis para anestesia de peixes. Contudo, futuras avaliacdes
fisioldgicas e histopatoldgicas sdo necessarias para verificar o verdadeiro efeito do OEZO

para essa espécie.
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ANEXO 1.

FIGURA 1. TEMPO DE INDUGAO ANESTESICA (A); TEMPO DE RECUPERACAO ANESTESICA (B);
FREQUENCIA VENTILATORIA DURANTE A INDUCAO ANESTESICA (C); E FREQUENCIA VENTILATORIA
DURANTE A RECUPERACAO (D) DE FEMEAS DE A. LACUSTRIS SUBMETIDOS A DIFERENTES
CONCENTRACOES DE EOZ.
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FIGURA 2. Tempo de inducdo anestésica (A); tempo de recuperacdo anestésica (B);
frequéncia ventilatoria durante a inducdo anestésica (C); e frequéncia ventilatéria durante a

recuperacdo (D) de machos de A. Lacustris submetidos a diferentes concentracfes de EOZ.
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CAPITULO 3. CONSIDERACOES FINAIS.

Neste cenario de constante crescimento do setor aquicola, a utilizacdo de
boas praticas de manejo nas pisciculturas e o desenvolvimento de novas técnicas
sao instituidos com base em tecnologias modernas nas areas de genética, sanidade,
nutricdo e equipamentos de forma a assegurar o bem-estar dos animais.

O uso de anestesia em atividades piscicolas, por exemplo, é importante por
minimizar os efeitos deletérios do estresse e mortalidade durante diversas
operacbes de manejo. Isto porque, o potencial sedativo, dos anestésicos permite,
gue os trabalhos sejam realizados sem maiores complica¢des, uma vez que reduz
significativamente a movimentagao excessiva dos animais durante o0 manuseio.

Deste modo o uso de anestésicos vem sendo cada vez mais recomendado,
tanto para pesquisa, quanto em praticas rotineiras no campo, em funcdo do seu
efeito sobre os animais. O uso de anestésicos naturais, tem-se mostrado
economicamente viaveis e com baixa toxicidade ao meio ambiente e aos animais e
seu uso tem-se intensificado nas pisciculturas

Enfim, a solucdo anestésica a base de Oleo essencial Zingiber officinale
(OEZO), demonstrou efeito anestésico para ambos 0s sexos de Astyanax lacustris.
Contudo ainda sédo necessarias mais pesquisas com o uso deste 6leo essencial para
futuras avaliacdes fisioldgicas e histopatologicas para verificar o verdadeiro efeito do
OEZO para essa e outras espécies.



