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RESUMO

A busca por anestésicos alternativos que ndo oferecam riscos aos manipuladores, aos animais
e sejam de baixo custo, vem se intensificando nos ultimos anos na criagdo de peixes. Neste
sentido, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a eficiéncia do 6leo essencial de canela (OEC) na
sedacéo, anestesia e recuperagdo em juvenis de tambatinga (10,26g + 1,5g € 8,8 cm £ 0,5 cm)
e a frequéncia ventilatéria (pesos 6,49+0,5g e 7,40+0,5 cm) quando submetidos a diferentes
concentracdes do 6leo essencial de canela. No primeiro experimento foi avaliado o tempo de
inducdo a sedacdo, anestesia e recuperacdo em diferentes concentragcdes do OEC (10, 15, 25,
50 e 100 pL/L™) além do controle (etanol) com seis repeticdes cada. No segundo experimento
realizou-se a analise da frequéncia ventilatoria (FV) e a qualidade da 4gua nos tempos 0, 1, 2,
4 e 6 horas ap6s a exposicdo ao OE nas concentragdes de 5 e 10 pL/L™, além dos controles
(4gua e etanol 90 pL/L™). O 6leo essencial de canela foi eficaz como sedativo e anestésico
para tambatingas. Na sedacdo e anestesia as concentragdes que apresentaram menor tempo de
inducdo foram 25, 50 e 100 pL/L™. Na recuperagdo, as concentracdes mais altas do 6leo,
houve um maior tempo de retorno aos movimentos natatérios normais nos animais. Na
concentragdo de 10 pL/L™, o tempo de retorno foi de 2,75 seg, e nas demais concentracdes o
tempo se manteve em média de 5 minutos, havendo interacdo entre 0 tempo e as
concentragdes testadas. No segundo experimento, a FV dos animais ao final das 6 horas de
exposicdo, se manteve estdvel nos tratamentos controle (dgua e etanol), enquanto a FV
diminuiu (p< 0,05) nas concentragdes de 5 e 10 pL/L™. A qualidade da 4gua se manteve
inalterada durante as 6 horas de exposi¢do ao 6leo. Ndo houve mortalidade durante os dois
experimentos e apds as 48 horas de observacdo. Considerando a andlise do modelo
exponencial os resultados indicam que para a anestesia de tambatingas a concentracdo ideal
do OEC é de 21 puL/L™. A concentracdo de 10 pL/L™ é a mais indicada para o transporte de

juvenis de tambatinga e manejo em até 6 horas porque reduz o metabolismo.

Palavras-chave: Eugenol. Frequéncia ventilatoria. Peixes. Sedacao.



ABSTRACT

The search for alternative anesthetics that do not pose risks to handlers, animals and are low
cost, has intensified in recent years in fish farming. In this sense, the objective of this research
was to evaluate the efficiency of cinnamon essential oil (COE) in sedation, anesthesia and
recovery in juvenile tambatinga (10.26g + 1.5 g and 8.8 cm + 0.5 cm) and the ventilatory
frequency (weights 6.49+0.5g and 7.40+0.5 cm) when submitted to different concentrations of
cinnamon essential oil. In the first experiment, the time of induction to sedation, anesthesia
and recovery was evaluated in different concentrations of COE (10, 15, 25, 50 and 100 pL/L"
1) in addition to the control (ethanol) with six replications each. In the second experiment, the
analysis of the ventilatory frequency (VF) and the water quality was carried out at 0, 1, 2, 4
and 6 hours after exposure to EO at concentrations of 5 and 10 pL/L™, in addition to the
controls (water and ethanol 90 pL/L™). Cinnamon essential oil was effective as a sedative and
anesthetic for tambatingas. In sedation and anesthesia, the concentrations that presented the
shortest induction time were 25, 50 and 100 puL/L™. In recovery, at higher oil concentrations,
there was a longer time to return to normal swimming movements in the animals. In the
concentration of 10 pL/L™, the return time was 2.75 sec, and in the other concentrations, the
time remained on average of 5 minutes, with an interaction between the time and the
concentrations tested. In the second experiment, the VF of the animals at the end of the 6
hours of exposure remained stable in the control treatments (water and ethanol), while the FV
decreased (p< 0.05) at concentrations of 5 and 10 pL/L™. The water quality remained
unchanged during the 6 hours of oil exposure. There was no mortality during both
experiments and after 48 hours of observation. Considering the exponential model analysis,
the results indicate that for tambatinga anesthesia the ideal concentration of COE is 21 puL/L™.
The concentration of 10 uL/L™ is the most suitable for transporting tambatinga juveniles and

handling within 6 hours because it reduces metabolism.

Keywords: Eugenol. Ventilatory frequency. Fish. Sedation.
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1 INTRODUCAO

A piscicultura brasileira vem se desenvolvendo, com significativos avan¢os em termos
de aumento da producdo e profissionalizacdo do setor (PEDROZA et al., 2020), sendo
considerada uma atividade agropecudria em crescimento e de extrema importancia para o
desenvolvimento socioecondmico de todas as regides do Brasil (LIMA et al., 2005), dispondo
de uma grande diversidade de espécies com elevado potencial de cultivo para o setor (DELLA
FLORA et al., 2010).

A rotina na piscicultura é composta por uma série de praticas de manejo tais como:
biometria, transporte e reproducdo induzida. Essas praticas estressam facilmente os peixes, 0
gue ocasiona uma série de efeitos negativos na producdo (URBINATI; CARNEIRO, 2005),
como a perda de peso e apetite, baixo crescimento, acometimento de doencas, até a morte dos
individuos (VIDAL et al., 2008), afetando o sucesso na producdo, com a consequente perda
econdmica para este setor (SEGNER et al., 2012).

Neste sentido, o controle do estresse por meio da anestesia protege o peixe e aumenta
a eficiéncia técnica dos procedimentos de manejo, garantindo o bem-estar dos animais
(BECKER et al., 2012). Esta pratica tem sido cada vez mais discutida dentro de um contexto
de ética e bem-estar de animais aquaticos (BARBAS; HAMOY, 2021), sendo preconizada
numa escala cada vez maior na aquicultura (SILVA et al., 2019) a medida que a atividade
cresce em todo o mundo, impulsionada por uma demanda crescente de pescado (FAO, 2020).

Os anestésicos gerais sao substancias que promovem, de forma reversivel, depressao
do sistema nervoso central, resultando em perda da sensibilidade e da resposta aos estimulos
ambientais (SUMMERFELT; SMITH, 1990). Podem ser classificados como sintéticos ou
naturais (obtidos de extratos vegetais). Neste segundo grupo se destacam os 0leos essenciais,
que correspondem a misturas de substancias volateis e lipofilicas obtidas, em sua maioria, por
hidrodestilagdo das plantas (SUMMERFELT et al., 1990; ROSS; ROSS, 2008).

As principais substancias sintéticas utilizadas na anestesia de peixes sdo: tricaina
metano sulfonato, sulfato de quinaldina e fenoxietanol. Em geral, estas substancias tém
apresentado toxicidade e outros efeitos adversos (GOMES et al., 2001), mesmo em baixas
concentragfes (READMAN et al., 2013), além de serem altamente custosas (ROUBACH et
al., 2005).

Devido a esses fatores hd um aumento na demanda pelo uso de produtos anestésicos
de baixo custo e de facil aquisicdo que sejam seguros tanto ao manipulador quanto ao meio

ambiente. Alguns oOleos essenciais derivados de plantas tém se mostrado uma alternativa
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viavel para reduzir o estresse em peixes durante procedimentos de captura e manuseio
(SILVA et al.,, 2013) devido as suas diversas propriedades (por exemplo, anestésica,
antioxidante e antimicrobiana), que demonstraram reduzir alteracdes e, consequentemente,
melhorar o estado de bem-estar (SOUZA et al., 2019), além de ndo oferecerem riscos aos
manipuladores, apresentarem baixo custo e serem de facil aquisicido (GUENETTE et al.,
2007).

O eugenol é um farmaco alternativo de origem vegetal (HONCZARYK; INOUE,
2009), sendo um dos principais componentes da canela (Cinnamomum zeylanicum),
(CHERICONI et al., 2005; LIMA et al., 2005), apresentando-se como uma alternativa para
anestesiar e sedar peixes.

Sendo assim, esse trabalho objetivou avaliar a atividade anestésica do 6leo essencial

de canela (Cinnamomum zeylanicum) em juvenis de tambatingas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Uso de 0leos essenciais com potencial anestésico em manejo de peixes

Vérios fatores bidticos e abidticos, bem como os procedimentos da aquicultura
(manejo, transporte ou densidade de estocagem), ativam o sistema de estresse, induzindo
efeitos negativos em diferentes processos fisioldgicos nos peixes, como crescimento,
reproducéo e imunidade (SOUZA et al., 2019).

Uma maneira de minimizar esse estresse e consequentemente facilitar o manuseio
seria sedar 0s animais através de OEs (0leos essenciais). Esse procedimento resulta na perda
de sensibilidade do animal, que pode ocorrer em diferentes niveis: de uma diminuigdo a niveis
seguros de funcdes fisioldgicas especificas a perda de consciéncia, caracterizada por sono
induzido e relaxamento muscular sem perda das fungdes vitais do animal (MASSONE, 2011).

A tricaina metano sulfonato, quinaldina, benzocaina e o fenoxietanol sdo as principais
substancias sintéticas utilizadas na anestesia de peixes e tém sido amplamente utilizadas no
Brasil (INOUE et al., 2003). Em geral, estas substancias tém apresentado toxicidade e outros
efeitos adversos, além de serem de alto custo (GOMES et al., 2001; ROUBACH et al., 2005).
Alguns efeitos colaterais sdo observados, como perda de muco, irritacdo nas branquias e
olhos, e também alguns incdmodos aos trabalhadores, sendo necessario o uso de luvas
(INOUE et al., 2003).

Neste sentido, a busca por novas substancias anestésicas é fundamental, em especial
aquelas que ndo oferecam riscos aos manipuladores e aos peixes, tenham baixo custo e sejam
de fécil aquisicdo, como geralmente é o caso de OEs derivados de plantas (GUENETTE et al.,
2007).

Os OEs apresentaram menores efeitos colaterais do que os compostos sintéticos, o que
mostra que eles sdo uma alternativa vidvel para reduzir o estresse em peixes durante
procedimentos de captura e manuseio (SILVA et al., 2013). O eugenol e o mentol sdo
anestésicos naturais produzidos no Brasil e demonstraram ser eficientes em substituicdo a
benzocaina (GONCALVES et al., 2008).

Vaérios estudos descrevem diferentes agentes indutores de anestesia, dentre eles, 0s
Oleos essenciais de diferentes plantas como o mentol, o dleo de cravo, melaleuca, Lippia alba,
eucalipto, Aloysia triphilla, Hesperozygis ringens, Ocimum basilicum, Cymbopogon
flexuosus, Citrus auranticus e Citrus latifolia (LORENZO et al., 2002; ROUBACH et al.,
2005; GONGCALVES et al., 2008; CUNHA et al., 2010; REZENDE et al., 2012;
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ZEPPENFELD et al., 2014; TONI et al., 2014; LIMMA NETTO et al., 2016; BANDEIRA et
al., 2018; LOPES et al., 2018).

Os OEs sao compostos naturais, volateis e complexos, formados por hidrocarbonetos,
alcoois e aromaticos, caracterizados por um forte odor. Sdo compostos liquidos e limpidos.
Constituidos, em sua maioria, por moléculas de natureza terpénica extraidas de qualquer parte
de qualquer 6rgéo da planta, como folhas, caules, sementes e flores. Apesar de serem parte do
metabolismo secundario das plantas, constituem um importante grupo de matéria-prima para
diversos setores da indGstria (BAKKALI et al., 2008; MACHADO; FERNANDES JUNIOR,
2011; MORAIS, 2009).

O uso de oOleos essenciais derivados de plantas tem sido foco de estudos em
aquicultura devido as suas diversas propriedades (por exemplo, anestésica, antioxidante e
antimicrobiana), que tém demonstrado reduzir a atividade bioquimica e enddcrina, alteracdes
e, consequentemente, melhorar o estado de bem-estar, obtendo-se resultados promissores
(SOUZA et al., 2019; SILVA, 2020).

Além disso, suas acOes espécie-especificas devem ser claramente estabelecidas, pois
podem atuar como estressores por si s0, caso suas concentracdes e quimiotipos utilizados ndo
sejam adequados. Por esta razéo, é necessario avaliar o efeito destas misturas de compostos
naturais em diferentes espécies de peixes, desde os marinhos até os de &gua doce, a fim de
encontrar a faixa de concentragéo ideal e a forma de sua administracdo para obter a atividade

bioldgica desejada, sem quaisquer efeitos colaterais indesejados (SOUZA et al., 2019).

2.2 Inducdo de peixes a anestesia

A escolha do anestésico deve nortear-se pelos principios de ter acdo reversivel, ndo
deve ser irritante aos tecidos, deve ter seu inicio de acao rapido e ter duracdo suficiente para a
técnica adotada, proporcionar grau reduzido de toxicidade, deve apresentar potencial
suficiente para anestesiar, biocompatibilidade e boas propriedades de penetracdo a biofase,
ndo desencadear reacOes alérgicas, ser estdvel em solugdes e sofrer biotransformacdo rapida
no organismo, e estar estéril ou capaz de ser esterilizado sem deterioragdo (ROSS; ROSS,
2009).

A anestesia de peixes pode ser afetada por fatores bioldgicos, tais como as diferencas
entre as espécies (formato do corpo, tamanho da area branquial) e intraespecificas, que sao as
diferengas de tamanho, variacbes na taxa metabdlica e quantidade de gordura corporal
(ROUBACH, 2001).
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A acdo de anestesiar pode ser executada, por via injetavel, oral ou por meio da imersao
dos peixes em uma solucdo anestésica. Nesta ultima, que é mais difundida e utilizada, o
farmaco é absorvido pelas branquias e transportado via corrente sanguinea até o sistema
nervoso central (SNC), promovendo depressdo dose-dependente e levando a um estado de
anestesia induzida (ROSS; ROSS, 2008; SUMMERFELT et al., 1990).

Qualquer fator que afete essa ventilagdo, como a temperatura, por exemplo, pode
comprometer o efeito do anestésico e também a eliminacdo de seus residuos (DELBON,
2006). Com aumento da exposicdo ou concentracdo do anestésico, primeiro eles acalmam
(sedam) um animal e depois causam perda de mobilidade, equilibrio, consciéncia e finalmente
das reac0es reflexas (COYLE et al., 2004).

Na literatura, os estagios de anestesia descritos sdo classificados de acordo com 0s
graus de perda de equilibrio e alteragdes na frequéncia dos batimentos operculares, dessa
forma, a determinacdo do intervalo de tempo adequado para que 0S peixes atinjam
determinados estagios de anestesia é de fundamental importéncia para o correto planejamento
do manejo de peixes (ROSS; ROSS, 2008).

Para fins préaticos, a anestesia se resume a trés fases: inducdo, manutencdo e
recuperacdo. Essas fases principais tém sido citadas ao longo do tempo na literatura, mas, por
vezes, sem consisténcia. Cada uma dessas fases pode variar em duracdo de acordo com a
droga ou método utilizado, espécie e condi¢cbes do ambiente, ou, ainda, a depender da
qualidade da 4gua (BARBAS; HAMOY, 2021).

Segundo Barbas e Hamoy (2021), a avaliacdo da inducdo a anestesia, utilizando
banhos anestésicos (Figura 1), bem como da recuperacdo pds-anestesia em peixes, pode ser
feita em aquarios com &gua com a concentracdo do anestesico e aquario de recuperacdo com
agua livre de anestésico. Em todos os casos, o farmaco deve ser sollvel em agua. Entretanto,
alguns sdo primeiramente dissolvidos em um solvente organico para depois serem diluidos em
agua (BOWSER, 2001).
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Figura 1 - Fluxograma para a avaliacdo da inducédo a sedacdo, anestesia e recuperacdo de peixes apos
banhos em solugdes anestesicas. Fonte: Adaptado de Roos; Roos, 2008
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2.3 Canela (Cinnamomum zeylanicum)

A Cinnamomum zeylanicum (Figura 2), sindbnimo (Cinnamomum verum), € uma planta
que pertence a familia das Laureaceae, pode chegar a nove metros de altura e é coberta por
uma casca lisa palida. E encontrada e conhecida no Brasil como canela-da-india e canela-do-
ceildo. As folhas de coloracdo verde-escuras possuem um formato oval-longo com 7-18 cm de
comprimento. As flores sdo amarelas e pequenas, transformando-se em uma fruta arroxeada,
com aproximadamente 1 cm, produzindo uma Unica semente (HAMEED et al., 2016;
KOKETSU et al., 1997; LIMA et al., 2005).
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Figura 2 - Exemplares de Cinnamomum zeylanicum

Fonte: Flora Toskana

A canela é uma importante especiaria e cultura aroméatica com amplas aplicabilidades
em aromatizantes, perfumaria, bebidas e medicamentos. Na agricultura, ela é utilizada para
controle de nematoides e em fungicidas na arborizacdo urbana. O seu 6leo pode ser obtido
tanto das cascas como das folhas, mas a composicdo dos dois é completamente distinta. O
6leo obtido da casca € utilizado na aromatizagdo de alimentos, ao passo que o das folhas, na
cosmeética e na aromaterapia (DIAS et al., 2009; GROSSMAN, 2005).

De acordo com as partes da planta utilizadas na extracdo do OE, os compostos
majoritarios se alteram sugerindo diferentes perfis de atividade (GRUENWALD et al., 2010).
O OE da casca contém a presenca do aldeido cindmico (55%), seguido do eugenol (12%). Ja
na analise das folhas da canela, vinte e trés constituintes foram identificados dos quais o
eugenol foi o que apresentou maior porcentagem (60%), sequido de b-cariofileno (8,3%),
canfora (7,0%) e linalol (7,0%) (LIMA et al., 2005).

Na aquicultura, a C. zeylanicum foi testada como: agente anestésico antiestresse e
genoprotetor em dourada (Spratus aurata L.) por Golomazou et al. (2016); adicionada em
dietas para tilapia nil6tica (Oreochromis niloticus), como no estudo de Do Espirito et al.
(2016); seu extrato também foi incluido em dietas para tilapias infectadas por Aeromonas
hydrophila com melhor desempenho e resisténcia a infeccdo quando alimentadas com racdes
contendo 1% de extrato de canela e confirmando que a C. zeylanicum proporciona melhorias

na saude e no desempenho de peixes (AHMAD et al., 2011).
2.4 Tambatinga
Hibrido produzido a partir do cruzamento da fémea do tambaqui (Colossoma

macropomum) com o0 macho da pirapitinga (Piaractus brachypomu) é conhecido

popularmente como tambatinga (Figura 3) (HASHIMOTO et al., 2012). Apresenta cor clara,
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com as pontas das nadadeiras caudal e anal de cor avermelhada, sendo essa coloragédo herdada
da pirapitinga. Possui hébito alimentar onivoro, e pode alcancar até mais de 15 kg de peso
corporal (CRUZ et al., 2006).

Figura 3 - Espécime de Tambatinga

Fonte: Autora do trabalho

A tambatinga € superior em relacdo as suas espécies parentais quanto ao crescimento e
a produtividade (HASHIMOTO et al., 2012). Além disso, apresenta melhor conversao
alimentar em comparagdo ao tambaqui e a pirapitinga, isto deve-se ao fato da tambatinga
possuir rastros branquiais mais desenvolvidos, possibilitando maior eficiéncia no processo de
utilizacdo do fitozooplancton presente na agua de cultivo (KUBITZA, 2004; PAULA et al.,
2009).

A espécie possui facilidade para atingir o peso comercial em curto periodo de tempo e
com baixos niveis de proteina bruta na dieta, 0 que representa economia com custo de racdo
(SILVA-ACUNA; GUEVARA, 2002).

Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura (2013), a tambatinga apresenta melhor
rendimento de carcaca, 0 que despertou grande interesse das industrias de pescado.
Consequentemente, a producdo desse peixe hibrido vem crescendo, pois foi de 4.915,6
toneladas em 2010 para 14.326,4 toneladas em 2011, representando aumento de mais de
190%.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anestésica do 6leo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum)
em juvenis de tambatingas (Colossoma macropomum X Piaractus brachypomum) e a
frequéncia ventilatoria quando submetidos a diferentes concentracdes do OE de canela, no

periodo de 6 horas.

3.2 Objetivos especificos

% Investigar a acdo do OE de canela como sedativo/anestésico, o tempo de inducéo e
recuperacdo em tambatingas;

« Auvaliar a frequéncia ventilatoria e a sobrevivéncia de tambatingas quando submetidos
a diferentes concentra¢@es do OE de canela, no periodo de 6 horas;

¢+ Avaliar a qualidade da agua durante a exposicao ao 6leo, no periodo de 6 horas.
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4 METODOLOGIA

Foram realizados dois experimentos diferentes: o primeiro experimento avaliou o
tempo de inducdo a sedacdo, anestesia e a recuperacdo dos animais durante 30min de
exposicdo ao 6leo essencial de canela. No segundo experimento, foi avaliada a frequéncia
ventilatoria dos animais e a qualidade da dgua apos 6 horas de exposi¢do ao OEC. Este estudo
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMA), da Universidade
Federal do Maranhdéo, registro 23115.004974/2016-46.

4.1 Local e animais

Os experimentos foram realizados no setor de Piscicultura, do Centro de Ciéncias de
Chapadinha da Universidade Federal do Maranhdao (UFMA/CCCh), utilizando 66 juvenis de
tambatingas obtidos de uma piscicultura comercial na regiéo.

No setor de piscicultura os peixes foram mantidos durante 15 dias em tanques externos
(6 m3) de alvenaria, continuamente aerados para aclimatacdo até o inicio dos experimentos.
Durante esse periodo, os animais foram alimentados a vontade com ragdo comercial, duas
vezes ao dia. Vinte quatro horas antes dos experimentos e durante a exposi¢do ao 6leo, 0s

peixes ndo foram alimentados.

4.2 Obtencao do 6leo essencial

O 6leo essencial da C. zeylanicum utilizado neste estudo foi adquirido de uma empresa
comercial do Rio Grande do Sul. O 6leo foi extraido a partir das folhas da planta por
destilacdo e arraste a vapor d'agua. O produto é 100% puro, natural e organico. O principal

constituinte foi 0 eugenol (86%), segundo dados cedidos pela empresa.

4.3 Experimento I: Inducdo a sedagdo, anestesia e recuperagdo

Nos testes de indugdo a anestesia foram utilizados aquérios de plastico contendo 1 L
de &gua, com sistema de aeracdo constante mantido por pedra porosa acoplada a um aerador.
Para cada tratamento foram utilizados seis juvenis (n=6) coletados aleatoriamente e

submetidos individualmente as solugdes anestesicas. Cada peixe foi usado apenas uma vez.
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Os juvenis com peso médio de 10,26 + 1,5 g e comprimento de 8,8 + 0,5 cm foram
submetidos a diferentes concentracdes do OEC: 5, 10, 15, 25, 50 e 100 puL/L™, que, em razdo
de sua natureza oleosa, foram previamente diluidas em etanol (1:10). Além das concentracGes
testadas 0s peixes foram expostos ao controle etanol (900 pL/L™). O tempo maximo de
exposicao ao oleo foi de 30min. O tempo de inducdo a cada estagio foi monitorado por meio
de cronémetro digital e seguiu a metodologia descrita em Lopes et al. (2018).

A determinacdo dos estagios anestésicos foi realizada pela acdo de estimulos externos
(toque na cauda do animal com bastdo de vidro sem usar de forca bruta) e avaliacdo
comportamental dos peixes (leve perda de resposta a estimulos externos, o nado errético e a
perda total de resposta).

Os estagios de inducdo a anestesia (Tabela 1) avaliados neste estudo foram adaptados
de Small (2003).

Tabela 1 - Caracteristicas comportamentais dos peixes observadas de acordo com os diferentes estagios de
anestesia.

Estagio Comportamento caracteristico
El Sedacdo leve: Agitacdo constante, movimentos semelhantes ao fugar
E2 Sedacdo: Pouca reacdo a estimulos externos, perda parcial do equilibrio,

natacdo erratica
E3 Anestesia: Total perda de equilibrio, sem locomocéo

E4 Recuperacdo: Recuperacdo da posicao de nado e da capacidade de nadar

Fonte: (Adaptado de SMALL, 2003)

Apb6s a indugdo a nestesia ou o tempo maximo de observacdo, os juvenis de
tambatingas foram transferidos para aquéarios de igual volume (1 L), aerados, livres do 6leo
essencial, para observagdo do tempo de recuperagdo. Foram considerados recuperados quando
apresentaram natacdo normal e resposta de reacdo a estimulos externos. O tempo maximo de
observacdo da recuperacdo foi de 30min. As observacbes foram realizadas sempre pelo
mesmo observador.

Ap0s a recuperacdo, os animais foram pesados e agrupados de acordo com o protocolo
anestésico e transferidos para caixas de 500 L, onde foram observados por 48h, em relacéo a

comportamento anormal ou mortalidade.
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Os parametros fisico-quimicos da agua foram avaliados em cada tratamento tanto na

inducdo a anestesia quanto na recuperagéao.

4.4 Experimento I1: Avaliacdo da frequéncia ventilatoria

Um segundo experimento foi realizado com outros animais (n=6) (peso 6,49+0,5 g e
comprimento 7,40+0,5 cm) para avaliar a frequéncia ventilatoria (FV) quando expostos ao OE
de canela. A FV das tambatingas foi quantificada pela contagem visual dos movimentos
operculares a cada 20 segundos sucessivos (total 1min), através de um cronémetro (Adaptado
de ALVARENGA; VOLPATO, 1995) nos tempos 0, 1, 2, 4 e 6 horas ap0s a exposicdo ao
OE. As concentracdes utilizadas neste experimento foram de 5 puL/L™ e 10 uL/L™, além das
duas solucGes controle (etanol e &gua). A escolha das concentracbes neste segundo
experimento levou em conta aquelas em que 0s peixes permanecem somente nos estagios E1
e E2, caracterizados pelo decréscimo das reacGes ao estimulo externo (sedacdo). A
concentracdo de etanol usada na diluicdo do 6leo foi de 90 uL/L™, baseado na concentracéo
de maior diluicdo do OE testado (1:10). Os parametros de qualidade de 4gua foram avaliados

nos tempos 0, 1, 2, 4 e 6 horas.

4.5 Avaliacdo da qualidade da dgua

A temperatura e os niveis de oxigénio dissolvido foram avaliados com auxilio de um
oximetro digital (AT-160), o pH da agua, com auxilio de um pHmetro digital (DMPH-2 pH),
a amonia total, pelo método colorimétrico e a aménia ndo ionizada, pela relacdo aménia
total/temperatura/pH (Alfakit).

4.6 Analises estatisticas

Os dados foram expressos como média * erro padrdo e submetidos ao teste de Levene
para verificar a homogeneidade das variancias e Shapiro-Wilk para verificar a normalidade. A
atividade anestésica (tempo de sedacdo, anestesia e recuperacao) foi avaliada por regressdo
linear e a frequéncia ventilatoria dos animais, apds 6 horas de exposi¢cdo ao 0leo de canela,
foram determinadas pela analise de variancia (ANOVA), quando houve diferengas

significativas, aplicou-se o teste de comparagdo de médias (p<0,05). Para estudar o efeito do
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Oleo essencial sobre o tempo necessdrio para alcancar cada uma das etapas
(sedacéo/anestesia/recuperacdo) foi ajustado o modelo exponencial:

Yi=A+B(1-e CO= D) 4ep

em que: A = tempo estimado para alcancar cada etapa utilizando a menor
concentracdo de oleo (10 pL/L); B= diferenca entre o tempo estimado com a menor dose
testada e o tempo em que a resposta da etapa cessa; C= coeficiente de inclinacdo da curva; D=
menor concentracéo testada (10 puL/L); e = base do logaritmo neperiano (2,718282) e ej= erro
associado aos valores observados e estimados. As concentragBes necessarias para alcancar
95% do tempo em que a resposta cessa em cada etapa foram estimadas pela expressdo: (In
0,05)/C + D). As analises foram realizadas utilizando-se o programa computacional SAS 9.0,
por meio dos procedimentos PROC GLM para analise de variancia e PROC NLIN para ajuste
dos demais modelos (SAS, 2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento I: Sedacdo-Anestesia-Recuperacdo

N&o houve mortalidade durante ou apds 48 horas de observagdo. Durante o primeiro
contato com o0 anestésico, o comportamento dos peixes foi seguido pelo padrdo
comportamental de hiperatividade, caracterizado pelo nado agitado contra as paredes do
aquario (E1). O mesmo padrdo de euforia inicial e movimentos rapidos no aquario foi
observado por Inoue et al. (2011) e também em outras espécies de peixes que foram induzidas
a anestesia com eugenol, como pacu (Piaractus mesopotamicus) (SANCHEZ et al., 2014) e
tambaqui (Colossoma macropomum) (CAVALLI et al., 2020).

Nos estagios de inducdo a sedacdo e anestesia, 0 comportamento dos peixes foi o
mesmo observado por Vidal (2008), seguindo este modelo: hiperatividade, natacdo lenta,
parada do animal na posicéo dorso ventral. Em alguns casos, com leve inclinagdo para um dos
lados, perda da reacdo aos estimulos externos e tateis. Com o passar do tempo, houve perda
total de respostas.

O uso do etanol (grupo controle) ndo induziu os animais a nenhum dos estagios
anestesicos. A menor concentracao testada (5 pL/L™) causou apenas sedaco leve nos animais
e ndo indizindo aos estagios E2, E3 durante os 30 minutos de exposicdo ao 6leo. As demais
concentracdes avaliadas do OEC (10, 15, 25, 50 e 100 uL/L™) induziram os peixes aos trés

estagios de inducdo a anestesia, como mostrado na figura 4.
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Figura 4 - Representacdo grafica dos valores observados de sedagd, anestesia e recuperacdo de

tambatingas submetidas ao 6leo essencial de canela. Y'= Tempo = 311,9 — 276,1* 1 - ¢ ~%317(Conc ~10)
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(R?=0,99; P<0,0001); Y2 = Tempo = 509,5 — 418,5* (1 - ¢ ~ %2#"(Conc ~10)y (R2-0 98- P<0,0001); Y3=
Tempo = 164,7 + 185,2* (1 - e ~ ®38*(Conc ~10)y (R2-( 98: P<0,0001). As equacdes representam a relacdo
entre 0 tempo de sedacdo (YY), anestesia (Y?) e recuperacdo (Y®) do OE, y= tempo para atingir os

estagios (segundos). Os valores sdo médias + SEM

O tempo de sedacdo (Figura 4) na concentragdo de 10 pL/L™ foi em torno de 5
minutos. Este tempo € considerado alto e ndo é recomendado pela literatura como ideal. A
concentracdo de 15 pL/L™” sedou os animais em menos de 2 minutos, e as demais
concentracdes foram eficientes para promover este estagio em menos de 40 segundos, sendo
que na concentracio de 100 pL/L™ o tempo de inducéo a sedacéo foi de 36 segundos.

O tempo para a perda total de reacdo a manipulacdo (estagio E3 - Anestesia) (Figura
4) foi maior na concentragdo de 10 uL/L™, os peixes levaram cerca de 8 minutos para
anestesiarem, ja as concentracdes acima de 25 uL/L™, apresentaram menor tempo de inducéo
em relacdo a concentracdo mais baixa. Essas concentragcdes induziram 0s animais ao estagio
anestésico em menos de 2 minutos. A concentra¢io de 100 pL/L™, entretanto, permitiu que os
peixes atingissem o estagio E3 mais rapidamente, apresentando o tempo de inducdo a
anestesia em 1 minuto.

O OEC utilizado neste estudo contém o eugenol como uma das principais substancias
ativas (86%). Segundo alguns autores, diminui os efeitos do estresse causado pelo manejo
(INOUE et al., 2005) e apresenta acdo rapida a anestesia profunda (WOODY et al., 2002;
HAJEK et al., 2006).

O aumento da concentracdo de OEC na &gua implicou na reducdo do tempo para
inducdo desses animais aos estagios de sedacdo. Este efeito também foi observado na
utilizacdo do 6leo de cravo (100% de eugenol) na sedacdo de pirapitinga, seu parental
(SLADKI et al., 2001).

No estudo realizado por Gongalves (2008) testando o eugenol (principal constituinte
do OEC) como anestésico para juvenis de pacu ( 10 mg/L™ ) ndo foi observado anestesia em
menos de 1h, descartando a possibilidade do uso desta concentragdo em procedimentos
anestésicos para a espécie.

Em estudo com molinésia Mollienesia sp. Dos Santos (2016), relata que a
concentracdo de eugenol de 10 mg/L™ apresentou um maior tempo médio para anestesia em
relagdo aos demais tratamentos. Desta forma o autor ndo indica, o uso do eugenol nesta
concentragdo. Com tambatinga o presente estudo observou resultados semelhante com a

mesma concentracgéo.
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O tempo recomendado por Ross e Ross (2008) é de no maximo 6 minutos para que o
6leo seja considerado ideal como anestésico. Para biometria, manuseio de peixes em geral e
reprodutores, o estagio de anestesia profunda normalmente deve ser atingido em 1 a 3 minutos
(ROUBACH; GOMES, 2001). As concentracdes de 15 a 100 pL/L™ foram capazes de
preencher estes requisitos descartando a concentracio de 10 uL/L™ de OEC para anestesia em
peixes.

Na fase de recuperagdo, nossos resultados foram semelhantes aos apresentados por
Vidal et al. (2007), que avaliaram a influéncia das diferentes concentracGes de eugenol para
indugéo e recuperagdo de tambaqui e matrinxd, observando que, conforme o aumento das
concentragdes, o periodo de recuperacdo aumenta significativamente.

De acordo com nossos resultados em relacdo a recuperacdo, todas as concentracdes
testadas sdo eficazes para manejos rotineiros e biometria dos peixes, pois ndo excederam 0s 5
minutos. Segundo Duarte et al. (2015), um bom anestésico deve apresentar efeito de
recuperagédo que néo ultrapasse 5 minutos.

Park et al. (2003) indicam até 10 minutos como tempo desejavel para a recuperagédo da
anestesia, tornando todas as concentracdes testadas em tambatinga dentro do considerado
como ideal para a recuperacdo anestésica. Para Neiffer e Stamper (2009), a recuperagdo maior
que 10 minutos pode indicar uma dose excessiva ou um animal comprometido
fisiologicamente.

Em tambatinga a concentragdo de 10 pL/L™ induziu um retorno dos movimentos
natatdrios mais rapido (2,75min) que as demais concentracdes. Nas concentracdes mais altas,
0S animais apresentaram uma recuperacdo mais prolongada, entretanto, sem diferenca
significativa entre os tratamentos (15; 25; 50 e 100 uL/L™) (Figura 4).

Prince e Powell (2000) afirmam que o alto tempo de recuperacdo apresentado por
peixes anestesiados com eugenol pode ser adequado em biometrias, cirurgias ou manejo de
desova, visto que nestas manipulacfes, é necessario que 0 peixe permaneca anestesiado por
um longo periodo de tempo depois de ser removido da solugédo anestésica.

O uso de agentes anestesicos deve ser realizado com a minima concentracao eficiente
(SOUZA et al., 2012), imobilizar rapidamente os peixes e resultar em uma recuperacdo sem
prejuizos ao animal (AYDIN e BRABAS., 2020). Deve ser amplamente disponivel, ter boa
relacdo custo-beneficio e apresentar baixa ou nenhuma toxicidade, além de ocasionar o
minimo de hiperatividade e estresse ao animal (BAGHERI; IMANPOOR, 2011). Fatores
como baixo custo e facilidade tanto na obtengdo quanto na aplicacdo devem ser considerados,

quando se opta por um determinado produto com esta funcdo (GRESSLER et al., 2017).
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Cavale et al. (2020) relataram que o eugenol mostrou eficicia anestésica em tambaqui
na concentracao de 26,5 mg/L a uma temperatura de 31 ° C, sendo esta concentracdo, segundo
0s autores, a mais indicada para as praticas rotineiras nas pisciculturas. Neste contexto, o 6leo
essencial de canela enquadra-se como um anestésico ideal para a tambatinga nas maiores
concentracdes avaliadas neste experimento (25, 50 e 100 pL/L™).

Considerando a relagéo custo-beneficio utilizou-se neste estudo, o0 modelo exponencial
com o objetivo de avaliar a melhor dose em relacdo ao menor tempo de exposicdo,
considerando 95% da resposta assintotica, a concentracdo do 0leo essencial de canela mais
adequada para a fase de sedaco foi de 19,45 pL/L™" em 52s. Na anestesia a concentragéo de
21,35 puL/L™" a partir de 112s e na recuperacdo a concentracdo de 17,86 pL/L™ a partir de
350s.

Acima destas concentracfes o0 tempo se estabiliza, mostrando que essas concentragdes
apresentam o mesmo efeito que as maiores doses testadas, desta forma podendo reduzir o
custo do produtor, evitando desperdicios e maiores gastos econdémicos.

Segundo Souza (2010) este modelo apresenta dificuldades no estabelecimento do
nivel-6timo na maioria das vezes em situacbes em que variaveis econdmicas nao Sao
consideradas nas andlises. As exigéncias obtidas por modelos exponenciais podem estar
sujeitas a critica, uma vez que sdo estimadas com base na proporcao da resposta escolhida
arbitrariamente, situando-se, na maioria das vezes, entre 95% e 98% da resposta maxima ou
assintética (SAKOMURA; ROSTAGNO, 2007).

Apesar das criticas ele descreve de forma detalhada os pequenos acréscimos na
resposta animal, que permite a associacdo de varidveis econémicas para o estabelecimento do
nivel 6timo e ajustes aos dados obtidos em ensaios dose-resposta. O modelo é capaz de
detectar pequenas diferencas no desempenho que sdo economicamente importantes. E, por
fim, permite calcular o lucro marginal em conformidade com o custo marginal para
determinar o nivel mais viadvel economicamente (SAKOMURA; ROSTAGNO, 2007). O
que o torna de grande utilidade quando o interesse é determinar o nivel 6timo de um
determinado produto do ponto de vista econdmico e pode ser valioso em decisfes praticas
(SIQUEIRA, 2009).

5.2 Experimento I1: Frequéncia ventilatoria (FV)

A maioria dos anestésicos para peixes tem efeito inibitério sobre o sistema

respiratorio, o que resulta em menor frequéncia (KEENE et al., 1998), mas este efeito pode
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variar dependendo da concentragdo do anestésico (ROOHI; IMANPOOR, 2015). A FV é uma
importante ferramenta na avaliagdo do estresse (TEIXEIRA, 2015). De acordo com Barreto e
Volpato (2004) o anestésico entra no sistema circulatorio do animal através das branquias e da
pele, bloqueando os reflexos (efeito inibitorio no sistema respiratdrio), porem as branquias
sdo a principal rota de entrada e de ventilacdo branquial. Um aumento na VVF pode indicar
maior estresse e/ou metabolismo (LOPES et al., 2018).

Neste estudo, a FV dos peixes submetidos as concentragdes de 5 e 10 puL/L * de OEC
nos tempos 0; 1; 2; 4 e 6 horas é apresentada na tabela 3. Durante as 6 horas de exposi¢do, 0s
tratamentos controle (dgua e etanol) se mantiveram estaveis em relagdo ao tempo zero (Tabela
2). A exposicdo as concentragdes 5 e 10 uL/L™ de OEC por 6h manteve os batimentos
operculares da tambatinga abaixo de 40 batimentos/min™, evidenciando o estado de sedacio
leve nos animais.

Nas duas concentracgdes testadas de OEC observou-se a reducdo da FV dos animais em
relacdo ao grupo controle a partir de 1 hora de exposicao e se mantendo até 6 horas (Tabela
2). Observou-se interacdo entre o tempo e as concentracBes testadas, ou seja, a medida que
aumentou o tempo ocorreu diminuicdo na FV (P<0,05).

Em Cyprinus carpio anestesiados com o¢leo de horteld foi observado que a VF
primeiro aumentou e depois diminuiu gradualmente com concentragdo crescente de anestésico
em comparagdo com peixes do grupo controle (ROOHI; IMANPOOR, 2015). Eugenol e o
Oleo essencial de Lippia alba (rica em eugenol) também reduziu a FV em Rhamdia sp.
(BECKER et al., 2012).

Tabela 2 - Frequéncia ventilatéria de juvenis de tambatingas apés 6 horas de exposi¢do a &gua, etanol e
diferentes concentra¢des do OEC.

Tempo Concentragéo (pL/L™) OEC
(h)

Agua Etanol 5 10

0 37,40+ 1,55ABa 35,40 +1,55ABa 30,20 +1,55Ba 39,40 + 1,55 Aa
1 32,00 +1,55Aa 32,20 +1,55Aa 23,40 + 1,55Bab 25,20 + 1,55Bb
2 37,60 +1,55 Aa 33,80 £1,55Aa 24,40 + 1,55Bab 23,20 + 1,55Bb
4 33,80 +1,55Aa 31,80 +1,55Aa 25,40 +1,55Bab 21,00 + 1,55Bb

6 35,00+ 1,55Aa 37,80+ 1,55 Aa 25,20 + 1,55Bab 21,20 + 1,55Bb
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Os valores sdo médias + SEM. Letras maitsculas diferentes nas linhas indicam diferencas significativas entre os
tratamentos no mesmo tempo. Letras mindsculas diferentes nas colunas indicam diferencas significativas entre

tempos no mesmo tratamento (Andlise de varidncia — ANOVA seguida do teste Duncan).

A associacdo entre 0 uso de anestésicos e a diminuicdo da frequéncia ventilatéria foi
relatada em Tilapia do Nilo por Moreira et al. (2010) usando eugenol. Essa reducdo da
frequéncia ventilatoria (batimentos operculares) segundo Park et al. (2009) esta relacionada

com a diminui¢do do metabolismo e consumo de oxigénio.

5.3 Qualidade da 4gua durante a exposi¢do ao OEC

Apo6s 6 horas de exposicdo ao 6leo de canela, os parametros de qualidade da agua
permaneceram sem alteracdo, ndo apresentando diferencas significativas (P>0,05) entre 0s
tratamentos testados (Tabela 3). O oxigénio dissolvido ficou entre 8,1 e 8,8 mg/L. Cyryno et
al. (2010) afirmam que niveis acima de 5 mg/L sdo considerados ideais para a producdo de
peixes tropicais. A temperatura se manteve estavel em 26 °C e dentro da faixa ideal
considerada por Leira et al. (2017). Segundo os autores, peixes oriundos de aguas tropicais
geralmente vivem bem com temperaturas entre 24 e 28 °C. O pH permaneceu na faixa de 6,04
a 7,03, dentro da faixa recomendada para tambatingas (6,5 a 9,0), conforme Baldisserotto e
Gomes. (2005).

Tabela 3 - Pardmetros da dgua observados apds 6 horas de exposi¢do de tambatinga ao 6leo OEC, agua e etanol.
Concentracdo EOCZ

Agua Etanol* 5pL/L? 10 pL/ L™?
O.D 8.3+0.09 8.4+0.13 8.8+0.12 8.1+0.11
Temperatura 26.80 £ 0.26 26.25 +0.63 26.61 + 0.04 26.69 + 0.62
pH 6.93+0.15 7.03+0.09 6.04 £ 0.16 6.19+£0.36
TAN 0.2+0.09 0.3+0.06 0.40 £0.04 0.38 £0.03
NH; 0.001 0. 002 0.001 0.001
*concentracdo etanol 90 pL/ L; O,D: Oxigénio dissolvido; TAN: Aménia total (mg/L); NH3: Amdnia ndo

ionizada.

Né&o houve diferenga nos niveis de TAN e NHj; entre os tratamentos. Para a amonia
total é recomendado valor menor que 0,5 mg/L e a toxicidade pode aumentar em funcéo do
pH. Em relagdo a amonia ndo ionizada € recomendavel que ndo exceda 0,05 mg/L para peixes
tropicais, acima desse limite pode reduzir o crescimento e baixar a eficiéncia alimentar
(LEIRA et al., 2017).



33

A utilizacdo de &gua de boa qualidade, com temperatura adequada, aliada ao uso de
substancias com acdo sedativa ou anestésica, auxilia na diminuigdo do estresse, a medida que
reduz a atividade e o metabolismo dos peixes, minimiza injdrias fisicas, excrecdo de
metabolicos toxicos e proporciona grande economia de oxigénio (OLIVEIRA, 1999). Nao foi

observado mortalidade durante os experimentos nem 48h ap6s.
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6 CONCLUSAO

Considerando a analise do modelo exponencial usado, os resultados indicam que a
concentracdo ideal do 6leo essencial de canela para a anestesia de juvenis de tambatingas é de
21 puL/L™. Para manejo ou transporte desta espécie em até 6 horas, a concentracdo de 10
uL/L™ do OEC é a mais indicada porque reduz o metabolismo dos animais.
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