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RESUMO

O presente trabalho avaliou os efeitos anestésicos e analgésicos dos
Oleos essenciais (OE) de cravo Eugenia caryophyllata, melaleuca
Melaleuca alternifolia e manjericdo Ocimum basilicum durante o
manejo de peixes-palhacos Amphiprion clarkii. Animais com 1,03 +
0,50 g (média + desvio padrdo) de peso e 3,70 + 0,75 cm de
comprimento total foram submetidos as concentra¢des de 40, 50, 60, 70
e 80 pl L? de OE de cravo, 150, 200, 250, 300 e 350 pl L™ de
manjericdio e 200, 300, 400, 500 e 600 pl L™ de melaleuca
(n=10/concentracdo), previamente definidas em testes pilotos. Também
foram realizados tratamentos controle (apenas dgua marinha) e branco
(apenas etanol na maior concentragdo utilizada para diluir os OE
adicionado a &gua marinha). Apds atingirem o estagio anestésico VI
(auséncia de movimentos natatérios e minimo movimento opercular), os
peixes foram submetidos a procedimento de biometria e teste de
sensibilidade (pungdo nos labios). Em seguida foram transferidos para
recuperacdo em agua sem anestésico contendo aeragdo. Os tempos de
inducdo necessarios para atingir cada estagio anestésico, para procedera
biometria e recuperacao anestésica foram registrados. Os animais foram
observados por 72 horas apds os procedimentos quanto a ingestdo de
alimento e mortalidade. Todos os OE provocaram efeitos anestésicos e
analgésicos em A. clarkii. Apenas em tratamentos com OE de
manjericdo foram observados mortalidade e efeitos colaterais
indesejaveis (contragcBes musculares involuntarias) em 12% e 100%,
respectivamente. As menores concentracfes que promoveram tempos
adequados de inducdo e recuperacao, maior efeito analgésico sem causar
mortalidade foram 50, 250 e 500 pl L™ de OE de cravo, manjericdo e
melaleuca, respectivamente.

Palavras-chave: Aquicultura. Basilicdo. Cravo-da-india. Piscicultura
ornamental marinha. Pomacentridae.






ABSTRACT

This study evaluated the anesthetic and analgesic effects of essential oils
(EO) of clove Eugenia caryophyllata, tea tree Melaleuca alternifolia
and basil Ocimum basilicum during the handling of juveniles (1.0 g;
3.70 cm) of the clownfish Amphiprion clarkii. Animals were subjected
to concentrations of 40, 50, 60, 70, and 80 ul L™ of the EO of clove,
150, 200, 250, 300 and 350 ul L™ of basil and 200, 300, 400, 500 and
600 pl L™ of tea tree (n = 10 / concentration), previously set in pilot
tests. Control (only seawater) and Complementary (only ethanol in the
highest concentration used to dilute the EO added to seawater)
treatments were also carried out. After reaching the anesthetic stage VI
(no swimming and minimal opercular movement), fish were subjected
to biometrics procedures and to a sensibility test (puncture on the lip).
They were then transferred to recovery water without anesthetic
containing aeration. The induction times required to achieve each
anesthetic stage, to proceed biometry and to recover were recorded. The
animals were observed for 72 hours after these procedures to monitor
feeding and mortality. All EO caused anesthetics and analgesic effects
in A. clarkii. Only in treatment with basil, mortalities and undesirable
side effects were observed (involuntary muscle contractions) by 12%
and 100%, respectively. The lowest concentrations that promoted
appropriate induction and recovery times, greater analgesic effect
without causing mortalities were 50, 250 and 500 pl L™ of clove, basil
and tea tree EO, respectively.

Keywords: Aquaculture. Basil oil. Clove oil. Marine ornamental fish
production. Pomacentridae.
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1. INTRODUCAO GERAL

Mercado mundial de aquariofilia marinha

O mercado internacional de ornamentais marinhos teve origem
entre as décadas de 1920 e 1930 no Sri Lanka, em pequena escala de
importacdo (EKARATHNE, 2004), expandindo gradativamente a partir
da década de 1950, quando negociantes comegaram a exportar peixes
por via aérea. Segundo Herath & Wijewardene (2014), a exportacao de
peixes ornamentais € uma atividade muito lucrativa e, ao todo, 45 paises
encontram-se envolvidos nessa indudstria, dos quais a Indonésia e as
Filipinas sdo os principais exportadores (WOOD, 2001). Os EUA, a
Unido Europeia e 0 Japdo, por outro lado, sdo os principais importadores
(WOOD, 2001; WABNITZ et al., 2003).

Estima-se que entre 1,5 a 2 milhGes de pessoas tenham aquarios
marinhos, mantendo um comércio global que movimenta cerca de US$
200 a 330 milhdes por ano. O problema dessa atividade multimilionaria
é que ao contrario do comércio de espécies de peixes ornamentais de
agua doce, onde 90% dos animais sdo provenientes da aquicultura, a
grande maioria das 1471 espécies marinhas mundialmente
comercializadas para fins ornamentais sdo extraidas do seu habitat
natural (WABNITZ et al., 2003). A intensa pressdo da pesca tem
mostrado um consideravel impacto sobre as populagdes das espécies-
alvo, gerando sobrexplotagcdo de algumas espécies, colocando-as em
listas de animais ameacados de extingdo (KOLDEWEY & MARTIN-
SMITH, 2010; MADDUPPA et al., 2014).

Dessa forma, apesar da coleta destes animais no ambiente natural
ser uma fonte potencial de renda para as comunidades que vivem no
entorno de recifes de coral, a atividade pesqueira para fins ornamentais
tem sido fortemente criticada pela utilizacdo de técnicas de coleta
insustentaveis, (WABNITZ et al., 2003). No entanto, considerando a
importancia de peixes de recifes de corais para 0 mercado da
aquariofilia e buscando reduzir a sobrexplotagdo dos estoques selvagens,
grandes esforcos tem sido feitos para cultivar as espécies de interesse
em cativeiro (JOHNSTON et al., 2003).

Agquicultura de ornamentais marinhos

Além de ser uma ferramenta alternativa para diminuicdo do
extrativismo, a criacdo de peixes ornamentais marinhos em sistema de
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recirculacdo de agua apresenta grandes vantagens em compara¢do com a
piscicultura de corte (KOLDEWEY & MARTIN-SMITH, 2010). Um
dos fatores favoraveis é o cultivo ornamental ndo exigir ocupacdo de
grandes éareas, podendo ser realizado em sistema de aquarios
verticalizados e, inclusive, ser localizado em areas urbanas, proximas ao
grande mercado consumidor. Ademais, segundo Blancheton (2000), o
reaproveitamento da agua através do uso de sistema de filtragem, atende
0 conceito de uma atividade responsavel e ecologicamente correta,
garantindo economia de agua e baixo impacto ambiental.

Outrossim, 0s peixes ornamentais marinhos também possuem um
alto valor de mercado, pois o0s animais sdao comercializados
unitariamente, conferindo um prego por quilo superior ao da piscicultura
de corte. Além disso, a complexidade do aquarismo marinho eleva ainda
mais o valor unitario dos peixes em relagdo aos ornamentais de agua
doce. Essas caracteristicas acima citadas favorecem a geracdo de
trabalho e renda para pequenos empreendedores, aproveitando modestas
areas e mao-de-obra familiar para a geracdo de produtos bem
valorizados (WABNITZ et al.,, 2003; KOLDEWEY & MARTIN-
SMITH, 2010). Todavia, antes de se iniciar na atividade, alguns fatores
devem ser considerados, como demanda de mercado, valor de
comercializacdo, aspectos zootécnicos e tecnologia de produgdo
disponivel para avaliar o potencial para aquicultura comercial de cada
espécie (KODAMA, 2010).

Porém, apesar do cultivo de ornamentais marinhos ser uma
atividade ambiental, econdmica e socialmente sustentavel, segundo
Wittenrich (2007), apenas aproximadamente 100 espécies de peixes
marinhos comercializados para fins ornamentais sdo produzidas em
cativeiro. Entre essas espécies cultivadas, encontram-se 0s peixes-
palhagos, cuja desova em cativeiro é conhecida desde os anos de 1900,
tendo sua reproducdo comercial estabelecida desde os 1950.

Os peixes-palhagos Amphiprion clarkii

Os peixes-palhacos, pertencentes a familia Pomacentridae
(Teleostei: Perciformes), sdo também conhecidos como peixe-anémona
devido a simbiose obrigatdria, quando em ambiente natural, com
algumas espécies de anémonas (WABNITZ et al., 2003; SHUMAN et
al., 2005; THORNHILL, 2012). Essa relacdo influéncia a distribuigdo
geografica dos peixes-palhacos e sua populacdo (WILKERSON, 2003)
e, 0s tornam intensamente susceptiveis a sobrepesca pela facilidade de
coleta (EDWARDS E SHEPHERD, 1992).
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Toda a familia, particularmente as espécies do género
Amphiprion, representa o mais importante grupo de espécies marinhas
em aquarios (JOHNSTON, 2003) dominando 47% das exportacdes de
ornamentais (WABNITZ et al., 2003). Esse prestigio deve-se
principalmente devido & sua variada coloragdo (PIRARAT et al., 2011),
facilidade de reproducdo em cativeiro (WABNITZ et al., 2003) e a
existéncia de pacotes tecnoldgicos de cultivo (ZIEMANN, 2001).

O A. clarkii € uma espécie ndo migratoria que se distribui ampla e
naturalmente por todo o Oceano Indo-Pacifico (PINSKY, MONTES-JR.
& PALUMBI, 2010), habitando desde as ilhas da Micronésia e
Melanésia, no Pacifico Ocidental ao Golfo Pérsico, e da Austrélia até o
Japdo (THORNHILL, 2012). A espécie é bem requisitada no mercado
mundial de aquariofilia marinha (YE et al., 2011; THORNHILL, 2012),
sendo seu tamanho comercial entre 3 e 4 cm. Conhecido como peixe-
palhago-de-cauda- amarela, possui coloracdo altamente variavel,
podendo ser amarela, marrom ou até mesmo préxima ao negro,
apresentando de duas a trés faixas de coloracdo branca ou acinzentada
perpendiculares ao corpo. Quando as fémeas amadurecem sexualmente,
a nadadeira caudal muda da coloracdo amarela para a branca
(WILKERSON, 2003).

Os peixes dessa espécie sdo hermafroditas protandricos e
monogamicos, vivendo em grupos sociais com dominancia baseada no
tamanho corporal, sendo a fémea o maior animal do grupo e o macho o
segundo maior, enquanto os demais peixes permanecem imaturos. Na
ocasido de morte ou remogdo desta fémea, o macho do grupo sofre
inversdo sexual para ocupar a posi¢cdo dominante (KOBAYASHI et al.,
2010; THORNHILL, 2012), enquanto que um dos peixes imaturos do
grupo torna-se macho.

Possuem frequéncia regular entre as desovas, com fecundacéo e
desenvolvimento ocorrendo no meio externo. ldade e nutricdo dos
reprodutores influenciam na taxa de fecundidade (WILKERSON, 2003),
podendo gerar em torno de 1500 ovos. O periodo de incubacéo é rapido,
entre 6 e 8 dias (WITTENRICH, 2007), sendo os machos responsaveis
por cuidar dos ovos durante esse tempo, promovendo vigorosa
oxigenacdo, defendendo-os de possiveis predadores e retirando 0s
mortos (WILKERSON, 2003; THORNHILL, 2012). As larvas
apresentam comportamento voraz iniciando a alimentacdo exdgena logo
apos eclosdo e, os peixes sdo considerados resistentes e crescem de
forma rapida assim que ultrapassado o critico processo de metamorfose
(WILKERSON, 2003).
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Por ainda ser uma espécie fortemente explorada no ambiente
natural, o declinio de A. clarkii em seu habitat gerou a criacdo de areas
protegidas, com restricbes de coleta (THORNHILL, 2012). Por outro
lado, felizmente o cultivo da espécie vem sendo realizado com sucesso
(YE et al, 2011), o que representa uma alternativa para suprir a
demanda de mercado.

Estresse e dor durante 0 manejo de peixes

Durante o cultivo e a comercializagdo, os peixes sdo submetidos a
procedimentos de manejo capazes de provocar alteracGes fisiologicas
conhecidas como resposta ao estresse, 0 que diretamente influencia o
bem-estar dos animais (BARTON & IWANA, 1991; COOKE &
SNEDDON, 2007; GULLIAN & VILLANUEVA, 2009; BERGQVIST
& GUNNARSSON, 2013). Além disso, ha um crescente
reconhecimento de que 0s peixes podem experimentar conscientemente
medo, dor e sofrimento (CHANDROO et al., 2004; COOKE &
SNEDDON, 2007; ROSS & ROSS, 2008).

InvestigacOes recentes relataram a presenca de diferentes tipos de
neuroreceptores, incluindo nociceptores, na cabeca e, em especial, na
boca de truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (COOKE & SNEDDON,
2007). As fibras nociceptoras do tipo C e A-delta encontradas sobre a
cabeca do peixe, ao redor dos labios e no opérculo (SNEDDON et al.,
2003) sdo idénticas as dos mamiferos (SNEDDON, 2003a), o que
sugere que 0s peixes também sejam capazes de sentir dor (SNEDDON,
2003b), uma resposta complexa e subjetiva, envolvendo tanto a detecgdo
e a transducdo de estimulos nocivos, quanto o processamento emocional
e cognitivo desse estimulo dentro do cérebro (ROSS & ROSS, 2008).
Sneddon (2003b) relata a ocorréncia de consequéncias comportamentais
e fisioldgicas adversas em truta arco-iris como resposta a evento nocivo,
potencialmente doloroso.

Qualquer processo que envolva métodos invasivos, que vao desde
formas relativamente simples de marcagédo usando agulhas até incises,
suturas ou cirurgias internas, pode proporcionar algum grau de dor nos
peixes (ROSS & ROSS, 2008), o que caracteriza desconforto
(SNEDDON, 2012). Assim, medidas devem ser tomadas para atenuar
qualquer sofrimento que eventualmente venha a ser causado em
manipulagfes durante o cultivo. Logo, substdncias sedativas e
analgésicas tém sido utilizadas para facilitar o manejo, preservar o bem-
estar animal e minimizar os efeitos deletérios do estresse, prevenindo
injarias fisicas e blogueando a transmissdo nociceptiva, impedindo a
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sensacdo de dor durante os procedimentos (WAGNER, ARNDT &
HILTON, 2002; INOUE, SANTOS-NETO & MORAES, 2003;
SMALL, 2003; FACANHA & GOMES, 2005; ROSS & ROSS, 2008;
GULLIAN & VILLANUEVA, 2009; SNEDDON, 2012).

Uso de anestésicos e analgésicos na piscicultura

De modo geral, a escolha de um anestésico para uso em
piscicultura depende da sua eficicia na indugdo e recuperacdo dos
animais (MARKING & MEYER, 1985; ROSS & ROSS, 2008).
Aspectos econdmicos, consideragdes legais, caracteristicas de
disponibilidade no mercado, além de possiveis efeitos colaterais tanto
aos peixes, quanto aos humanos e ao ambiente, também devem ser
avaliados como critérios para a escolha do produto (MARKING &
MEYER, 1985).

Diversos produtos sintéticos tais como a tricaina metano
sulfonato (MS-222), sulfato de quinaldina, benzocaina e 2-fenoxietanol
sdo amplamente utilizados para anestesiar peixes (GOMES et al., 2001).
No entanto, algumas dessas substancias podem apresentar diversos
inconvenientes, tais como a perda de muco, irritagdo nas branquias e
danos nas corneas (INOUE et al., 2003) e, efeito carcinogénico
(PIRHONEN & SCHRECK, 2003). Ademais, alguns quimicos ainda
podem ser de uso limitado ou proibido (IVERSEN et al., 2003), bem
como de dificil obtengdo ou custo elevado em alguns paises
(ROUBACH & GOMES, 2001). Como alternativas ao uso de produtos
sintéticos, os 6leos essenciais (OE) tém sido estudados para esse fim.

Oleos essenciais com potencial para anestesia e analgesia em A.
clarkii

H& uma crescente demanda por uso de produtos anestésicos de
baixo custo, facil aquisicdo e que oferecam seguranca ao manipulador e
ao meio ambiente. Alguns OE derivados de plantas tém se mostrado
uma alternativa viavel para reduzir o estresse em peixes durante
procedimentos como captura e manuseio (SILVA et al., 2013). Os OE
de Eugenia caryophyllata (WEBER et al., 2009; PAWAR et al., 2011),
Lippia alba (CUNHA et al., 2011), Cinnamomum camphora, Mentha
arvensis (PEDRAZZANI & OSTRENSKY 2014), Melaleuca
alternifélia (HAJEK  2011),0cimum  gratissimum  (BENOVIT,
GRESSLER & SILVA 2012), Hesperozygis ringens e Ocotea acutifolia
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(SILVA et al., 2013) sdo exemplos de substancias naturais com acao
anestésica em peixes.

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias
volateis lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas contidas em varios
6rgaos das plantas (TAVARES, MOMENTE & NASCIMENTO, 2011).
A qualidade do produto é afetada por varios fatores ambientais, como
clima, solo, regides geograficas, duracdo do dia e da noite, 6rgdo de
onde foi extraido o Oleo (caules, flores, folhas, raizes), fase de
desenvolvimento da planta na época da colheita, condi¢do de secagem,
tempo de armazenamento, entre outros fatores (KAMADA et al., 1999;
CASTRO et al.,, 2004; LUZ et al., 2009; COUIC-MARINIER &
LOBSTEIN, 2013).Assim, faz-se necessario utilizar 6leos produzidos
em laboratérios que possuem credibilidade e que fornegam laudos
(Anexos A, B e C) indicando as concentragdes de cada componente de
seus produtos.

O 6leo de cravo € um conhecido depressor do sistema nervoso
central (SNC) de peixes, atuando como anestésico e analgésico (ROSS
& ROSS, 2008). Esse 0Oleo é extraido da Eugenia caryophyllata
(sinbnimos: E. caryophyllus e Sysygium aromaticum), pertencente a
familia Myrtaceae, popularmente conhecida como cravo-da-india, uma
arvore aromatica nativa da Indonésia (FRUTUOSO et al., 2013). Possui
como principal componente o eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol),
substancia segura para peixes, por ndo apresentar efeitos colaterais
(SOTO & BURHANUDDIN, 1995; WAGNER et al., 2002; ROSS &
ROSS, 2008) quando em concentragdes e metodologias indicadas para
espécie especifica.

Outra espécie também pertencente a familia Myrtaceae, cujo OE
apresenta potencial para uso em peixes é a Melaleuca alternifolia,
arbdrea nativa da Australia, popularmente conhecida como “tea tree”
(4rvore do chd). E vastamente utilizada pela medicina tradicional devido
as propriedades antiflngicas, bactericidas e anti-inflamatdrias de seu
principal componente, o terpinen-4-ol (CARSON et al., 2006), além de
apresentar propriedades anestésicas e analgésicas. Apesar de ser
utilizado em pisciculturas ornamentais como medicamento cicatrizante
de origem natural, o conhecimento sobre anestesia em peixes ainda sao
escassos (HAJEK, 2011).

O Ocimum basilicum, pertencente a familia Lamiaceae,
popularmente conhecido como manjericdo ou basilicdo, é outra espécie
de planta que possui potencial para uso como anestésico em peixes, pois
além de ser amplamente cultivado (MACHADO et al., 2011), esse
vegetal possui efeito analgésico em humanos (GRANDI et al., 1989;
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ARVIGO & BALICK, 1993; BILAL et al., 2012), além de proporcionar
anestesia local e possuir propriedades depressoras do SNC (BILAL et
al., 2012; PANDEY, SINGH & TRIPATHI, 2014).

Como se desconhece existéncia de documento cientifico sobre o
uso de OE de manjericdo como anestésico ou analgésico em peixes,
assim como também néo ha estudos conclusivos sobre o uso de dleo de
cravo e de melaleuca em A. clarkii, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a eficiéncia de diferentes concentracbes de OE dessas trés
espécies vegetais tanto para anestesia, quanto para analgesia do peixe-
palhago-de-cauda-amarela.

O artigo serqd submetido & publicagdo no periédico Aquaculture
Research (ISSN:1365-2109), tendo sido redigido segundo as normas da
revista cientifica, porém ora apresentado em Lingua Portuguesa.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo Geral

Avaliar a eficiéncia anestésica e analgésica de diferentes
concentracGes de 6leo essencial de cravo E. caryophyllata, manjericdo
O. basilicum e melaleuca M. alternifolia sobre juvenis de peixe palhago
A. clarkii.

1.1.2  Objetivos Especificos

v Avaliar a eficiéncia anestésica das diferentes concentragdes
dos o6leos essenciais de cravo, melaleuca e manjericdo sobre
o0s juvenis de A. clarkii em relacdo ao tempo de inducéo e de
recuperacéo;

v' Determinar a eficiéncia de diferentes concentracdes dos OE de
cravo, manjericdo e melaleuca para analgesia em A. clarkii;

v" Verificar mortalidade dos peixes apés exposicdo aos produtos
anestésicos.
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2 CAPITULO UNICO

Uso dos 6leos essenciais Eugenia caryophyllata, Melaleuca
alternifolia e Ocimum basilicum como anestésicos e analgésicos em
peixes-palhacos Amphiprion clarkii

Alcinéa M Correia, Ana S Pedrazzani & Ménica Y Tsuzuki
Integrantes do Laboratdrio de Peixes e Ornamentais Marinhos,
Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brasil.
E-mail: neacorreia@yahoo.fr

21 RESUMO

O presente trabalho avaliou os efeitos anestésico e analgésico dos
6leos essenciais (OE) de cravo Eugenia caryophyllata, melaleuca
Melaleuca alternifolia e manjericdio Ocimum basilicum durante o
manejo de peixes-palhacos Amphiprion clarkii. Animais com 1,03 +
0,50 g (média + desvio padrdo) de peso e 3,70 + 0,75 cm de
comprimento total foram submetidos as concentracdes de 40, 50, 60, 70
e 80 ul L™ de OE de cravo, 150, 200, 250, 300 e 350 pl L™ de
manjericio e 200, 300, 400, 500 e 600 pl L™ de melaleuca
(n=10/concentracdo), previamente definidas em testes pilotos. Também
foram realizados tratamentos controle (apenas dgua marinha) e branco
(apenas etanol na maior concentracdo utilizada para diluir os OE
adicionado a &gua marinha). Apés atingirem o estagio anestésico VI
(auséncia de movimentos natatérios e minimo movimento opercular), 0s
peixes foram submetidos a procedimento de biometria e teste de
sensibilidade (puncdo nos labios). Em seguida foram transferidos para
recuperacdo em agua sem anestésico contendo aeracdo. Os tempos de
inducdo necessarios para atingir cada estagio anestésico, para proceder a
biometria e recuperacao anestésica foram registrados. Os animais foram
observados por 72 horas apds os procedimentos quanto a ingestdo de
alimento e mortalidade. Todos os OE provocaram efeitos anestésicos e
analgésicos em A. clarkii. Apenas em tratamentos com OE de
manjericdo foram observados mortalidade e efeitos colaterais
indesejaveis (contracBes musculares involuntarias) em 12% e 100%,
respectivamente. As menores concentracfes que promoveram tempos
adequados de inducdo e recuperacdo, maior efeito analgésico, sem
causar mortalidade foram 50, 250 e 500 pl L' de OE de cravo,
manjericdo e melaleuca, respectivamente.
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Palavras-chave: Basilicdo, cravo-da-india, Eugenia caryophyllus,
piscicultura ornamental marinha, Pomacentridae, Syzygium aromaticum.

2.2 INTRODUCAO

A familia  Pomacentridae (Teleostei: Perciformes),
particularmente as espécies do género Amphiprion, representa 0 mais
importante grupo de peixes marinhos em aquarios (Johnston, Kaiser,
Hecht & Oellermann 2003). O peixe-palhago Amphiprion clarkii vive
em associacdo com diversas anémonas, sendo o peixe recifal mais
amplamente distribuido, encontrando-se naturalmente em todo o Oceano
Indo-Pacifico (Pinsky, Montes-Jr. & Palumbi 2010). E um dos
importantes icones no mercado de animais recifais para ornamentacgéo e,
sua larvicultura tem sido realizada (Ye, Yang, Zhu, Liu, Lin, & Wu
2011). Entretanto, sdo escassos os trabalhos que lidam com métodos
mais adequados para 0 manejo da espécie.

E sabido que durante o cultivo e a comercializacio, os peixes si0
submetidos a procedimentos de manejo capazes de provocar alteracdes
fisioldgicas, como resposta ao estresse, 0 que diretamente influencia o
bem-estar dos animais (Barton & Iwana 1991; Cooke & Sneddon 2007;
Gullian & Villanueva 2009; Bergqvist & Gunnarsson 2013). Além
disso, hd um crescente reconhecimento de que os peixes podem
experimentar conscientemente medo, dor e sofrimento (Chandroo,
Duncan & Moccia 2004; Cooke & Sneddon 2007; Ross & Ross 2008;
Sneddon 2012). A fim de facilitar o manejo, prevenir injdrias fisicas e
dor durante os procedimentos, preservando o bem-estar animal,
minimizando os efeitos deletérios do estresse e mortalidades,
substancias sedativas e analgésicas tém sido utilizadas (Wagner, Arndt
& Hilton 2002; Small 2003; Facanha & Gomes 2005; Inoue, Santos-
Neto & Moraes 2003; Ross & Ross 2008; Gullian & Villanueva 2009).

Diversos produtos  sintéticos, tais como a ftricaina
metanosulfonato (MS-222), sulfato de quinaldina, benzocaina e 2-
fenoxietanol sdo amplamente utilizados para anestesiar peixes (Gomes,
Chippari-Gomes, Lopes, Roubach & Araujo-Lima 2001; Inoue et al.
2003). No entanto, diversos inconvenientes, tais como a perda de muco,
irritacdo nas branquias e danos nas cOrneas podem ser observados
(Inoue et al. 2003), além de poderem ser carcinogénicos (Pirhonen &
Schreck 2003). Ademais, podem ser de uso limitado ou proibido, de
dificil obtencdo e custo elevado em alguns paises (Roubach & Gomes
2001; Iversen, Finstad, McKinley & Eliassen 2003).
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Por outro lado, ha uma crescente demanda por uso de produtos
anestésicos de baixo custo, facil aquisicdo e que ofereca seguranga ao
manipulador e ao meio ambiente. Alguns Oleos essenciais (OE)
derivados de plantas tem se mostrado uma alternativa vidvel para
reduzir o estresse em peixes produzido durante procedimentos como
captura e manuseio anestesia de peixes (Silva, Silva, Garlet, Cunha,
Mallmann, Baldisserotto & Heinzmann 2013). Os OE de Eugenia
caryophyllata (Weber, Peleteiro, Garcia-Martin & Aldegunde 2009;
Pawar, Sanaye, Sreepada, Harish, Suryavanshi, Tanu & Ansari 2011),
Lippia alba (Cunha, Silva, Delunardo, Benovit, Gomes, Heinzmann &
Baldisserotto, 2011), Cinnamomum camphora, Mentha arvensis
(Pedrazzani & Ostrensky 2014), Melaleuca alternifolia (Hajek 2011),
Ocimum gratissimum (Benovit, Gressler & Silva 2012), Hesperozygis
ringens e Ocotea acutifélia (Silva et al. 2013) sdo exemplos de
substancias naturais com acdo anestésica em peixes.

O oOleo de cravo, extraido da Eugenia caryophyllata
(Myrtaceae), € um conhecido depressor do sistema nervoso central
(SNC) de peixes, atuando como anestésico e analgésico. Possui como
principal componente o eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol), substancia
segura para peixes, por ndo apresentar efeitos colaterais (Soto &
Burhanuddin 1995; Wagner et al. 2002; Ross & Ross 2008).

A Melaleuca alternifolia (Myrtaceae), é conhecida pelas acbes
antifingicas, bactericidas e anti-inflamatérias de seu principal
componente, o terpinen-4-ol (Carson, Hammer & Riley 2006), além de
apresentar propriedades anestésicas e analgésicas. Produto comercial a
base de OE de melaleuca é comumente utilizado como medicamento
cicatrizante em peixes ornamentais. Entretanto, estudos sobre sua
eficiéncia anestésica em peixes é escasso (Hajek 2011).

Outra espécie de planta que possui potencial para uso como
anestésico em peixes € Ocimum basilicum (Lamiaceae), popularmente
conhecida como manjericdo ou basilicdo, pois possui efeito analgésico
(Bilal, Jahan, Ahmed, Bilal, Habib & Hajra 2012) sendo utilizado para
aliviar co6licas menstruais (Arvigo & Balick 1993) e demais dores no
corpo (Grandi, Trindade, Pinto, Ferreira & Catella 1989), além de
proporcionar anestesia local e possuir propriedades depressoras do SNC
(Bilal et al. 2012; Pandey, Singh & Tripathi2014). Todavia, ndo ha
qualquer conhecimento cientifico sobre 0 seu uso como anestésico ou
analgésico em peixes, assim como também ndo ha estudos conclusivos
sobre o uso de 6leo de cravo e de melaleuca em A. clarkii.

Portanto, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar
comparativamente a eficiéncia de diferentes concentracdes de OE de
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cravo, melaleuca e manjericdo tanto para anestesia, quanto para
analgesia do peixe-palhaco A. clarkii.

2.3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Peixes e Ornamental
Marinhos (LAPOM) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), em Floriandpolis, Estado de Santa Catarina, Brasil.

2.3.1 Manutencdo dos Animais

Foram utilizados 170 A. clarkii (1,03 = 0,50 g de peso e 3,70 +
0,75 cm de comprimento total; média + desvio padrdo) cultivados a uma
densidade de 0,5 peixe L™ em sistema aberto com aquecimento (25,5 +
1,5 °C) e aeragdo constante, na salinidade de 35 + 1 g L™ (médias +
desvio padrdo). Os peixes eram alimentados até a saciedade aparente
duas vezes ao dia com ragdo comercial para peixes ornamentais
marinhos (Inve, Bélgica), porém foram privados de alimento 24 horas
antes dos experimentos.

2.3.2  Oleos essenciais

Os 6leos essenciais foram adquiridos da Ferquima Industria e
Comércio LTDA, sendo as composices dos produtos informadas pela
empresa através de laudos técnicos (cravo E. caryophyllata: Eugenol =

86%; melaleuca M. alternifolia: Terpinen-4-ol = 42% e
Gammaterpinene = 22%; manjericdo O. basilicum: Metil Chavicol =
84%).

Solugdes-estoque foram preparadas diluindo cada 6leo essencial
em alcool etilico 92,8%, na propor¢do de 1:10. Cada solucdo foi
armazenada em frascos de vidro &mbar devidamente identificados,
ficando esses protegidos de umidade, fontes de luz e de calor.

2.3.3 Delineamento experimental

Os peixes foram submetidos a cinco diferentes concentracdes de
cada OE (n=10/concentracdo), previamente definidas em testes pilotos,
sendo 40, 50, 60, 70 e 80 uL L 'de cravo, 150, 200, 250, 300 e 350 pL
L™ de manjericdo e, 200, 300, 400, 500 e 600 pL L™ de melaleuca.
Ainda foram avaliados um grupo branco, no qual foi acrescentado a
4gua apenas 5400 pL L™ de etanol (maior concentraco utilizada para
diluir os OE) e, um grupo controle, no qual nenhuma substancia foi
adicionada a agua marinha. Em todos os tratamentos foram avaliados os
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seguintes pardmetros de qualidade de agua: nitrito (NO;), ambnia tdxica
(NHs), e potencial hidrogeniénico (pH) através de kits colorimétricos
(LabconTest); oxigénio dissolvido (OD) através de oximetro digital com
sensor optico (YSI Pro ODO) e; nivel de turbidez das solugdes através
de turbidimetro digital (Alfakit).

Individualmente e apenas uma vez, os peixes de cada tratamento
foram inseridos em um recipiente de vidro contendo 1 litro de agua
marinha na temperatura de 25 °C, salinidade de 35 g L* e a
concentracdo especifica do OE diluido (solugdo-estoque). Os testes
foram realizados sempre da menor para a maior concentragdo de
anestésico. As solugfes eram descartadas e os recipientes eram lavados
com detergente neutro e agua; enxaguados com alcool e secos para
iniciar os procedimentos em outro animal. Durante todo o processo, 0s
peixes foram monitorados visualmente, para que fossem cronometrados
e registrados os tempos para atingir cada um dos estagios anestésicos,
sendo de interesse o estagio 1V (Tabela 1).

Tabela 1. Comportamentos caracteristicos de cada estagio anestésicos em
peixes.

Estagio anestésico Parametros comportamentais
| — sedagdo Perda de reacdo ao toque e a estimulos visuais.
I — anestesia leve Inicio de perda de equilibrio, caracterizado pelo

movimento natatério na posicdo normal
intercalado por movimentacdo irregular (lateral).

Il — anestesia profunda Perda total de equilibrio, natagdo descoordenada.

IV — anestesia cirrgica Reducdo do movimento opercular, auséncia de
movimentos natatorios.

V — colapso medular Auséncia de batimentos operculares.

FONTE: Pedrazzani & Ostrensky 2014,

Ao atingirem o estagio 1V, os peixes foram imediatamente
retirados do recipiente, levemente secos em papel absorvente, pesados e
medidos (comprimento total, comprimento padrdo e altura), simulando
um manejo de rotina em piscicultura (biometria). Em seguida, para
verificar a ocorréncia de efeito analgésico foi realizado teste de
sensibilidade, pressionando levemente a ponta de uma agulha no labio
de cada peixe, local onde normalmente se encontram fibras nociceptoras
(Cooke & Sneddon 2007). Qualquer reagdo indicativa de dor (como
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boguejamento ou salto) foi registrada como auséncia de efeito
analgésico. O tempo necessario para realizagdo desses procedimentos
também foi cronometrado e registrado.

Para avaliacdo do periodo necessério a recuperagdo anestésica, 0s
peixes foram imediatamente colocados em outro recipiente de vidro
contendo 1 L de 4gua marinha sem anestésico, e aeragdo constante. Os
peixes foram considerados recuperados quando responderam ao
estimulo visual (movimento de objeto proximo a cabeca) e atingiram
natagdo horizontal, aparentando retorno do equilibrio. O tempo
necessario para recuperacao foi cronometrado e registrado.

Os grupos controle e branco foram os Ultimos a serem
executados, pois se estabeleceu 0o maior tempo para inducdo anestésica
com o uso dos 6leos essenciais como tempo fixo para permanéncia dos
peixes no interior do recipiente, anteriormente a realizacéo da biometria
e do teste de sensibilidade. O mesmo ocorreu no procedimento de
recuperagcdo, onde o0s peixes dos grupos controle e branco
permaneceram contendo 1 litro de agua limpa e aeragdo constante
durante a média de intervalo de tempo necessario para a recuperagao dos
animais nos demais tratamentos.

Apds a recuperacdo, os peixes foram transferidos para 17
tanques-redes (um para cada tratamento) imersos em um tanque com
agua marinha de caracteristicas similares a anterior ao experimento.
Foram alimentados 12h apds o experimento e foram registrados a
sobrevivéncia e possiveis comportamentos atipicos como falta de
interesse pelo alimento e auséncia ou dificuldade de natagdo nas 24, 48 e
72h subsequentes ao experimento.

2.3.4  Andlise estatistica

Os resultados obtidos de cada OE foram analisados
separadamente e o0s desempenhos de suas concentracBes foram
comparados entre si. A normalidade dos dados foi avaliada através de
Shapiro-Wilk. Como os dados demonstraram-se ndo paramétricos, foi
utilizado o teste de Kruskall-Wallis para comparar periodos de inducdo,
de manejo e de recuperacdo. As correlagbes entre concentracles e
tempos de inducdo anestésica, entre concentracfes e tempos de
recuperacdo e, entre tempos de inducdo e de recuperacdo foram
avaliadas por regressdo linear. Para todas as analises foi admitido o
nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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2.4 RESULTADOS

Em todos os tratamentos os parametros de qualidade da agua
(NO,;, NHs;, pH e OD) permaneceram em niveis adequados para o
cultivo de peixes marinhos, segundo Poxton & Allouse (1982). Quanto a
aparéncia das soluges, ocorreu elevacdo da turbidez com o aumento das
concentragGes dos farmacos (Tabela 2).

Conforme o esperado, os peixes dos grupos controle e branco nédo
apresentaram efeito anestésico ou analgésico. Por outro lado, todas as
concentracbes de OE testadas promoveram nos animais analgesia e
anestesia.

Houve diferenca significativa entre as concentra¢fes dos OE em
relacdo ao tempo de inducdo anestésica (estagio IV; Figura 1), sendo os
menores tempos observados nas maiores concentragGes. Os peixes
submetidos ao O6leo de cravo (p=0,0000) obtiveram as menores
medianas nos tratamentos de 60, 70 e 80 pL L' (67,5 58,0 e 71
segundos, respectivamente) em relacdo a menor concentragao (40 pL L
1. Todavia, as concentracdes de 40 e 50 pL L™ ndo se diferenciaram
estatisticamente. As concentraces de 250 e 350 pL L™ do 6leo de
manjericdo (p=0,0058), provocaram anestesia em menor tempo
(medianas de 79 e 82 segundos, respectivamente) em relagdo a menor
concentracdo, mas ndo diferiram da concentracéo de 200 e 300 pL L™
Para o 6leo de melaleuca (p= 0,0043), as concentra¢des de 500 e 600 uL
L™ (medianas de 37,5 e 40 segundos, respectivamente) induziram
estagio IV mais rapidamente que as duas menores concentracdes, porém
ndo diferiram de 400 pL L™

Todas as concentracGes de OE de cravo e a concentracdo de 250
puL L' de manjericio provocaram efeito analgésico em 100% dos
animais. Tal efeito também foi verificado em pelo menos 70% dos
peixes submetidos as demais concentragcGes de OE de manjericdo e de
melaleuca (Tabela 2).

Né&o ocorreu diferenca significativa entre 0s tempos necessarios
para a realizacdo do manejo (biometria e teste de sensibilidade) nas
diferentes concentracGes de OE de cravo, bem como de manjericéo.
Contudo, houve diferenca de tempo de manejo entre as concentragdes de
M. alternifolia (p= 0,0186), sendo o menor tempo (mediana = 65,5
segundos) observado na maior concentragdo que, no entanto, diferencia-
se estatisticamente apenas da menor concentracgdo (Tabela 2).

Todos o0s animais anestesiados com OE de manjericdo
apresentaram espasmos musculares durante os procedimentos tanto de
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Figura 1. Tempos (em segundos) de inducdo anestésica em A. clarkii em
cada concentracdo dos OE, sendo (A) cravo E. caryophyllata, (B) manjericdo O.
basilicum e (C) melaleuca M. alternifolia.
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inducéo anestésica, quanto de manejo. Adicionalmente, ocorreram dois
Obitos de peixes tratados com este mesmo OE assim que transferidos
para o recipiente de recuperacdo (Tabela 2). Tais efeitos ndo ocorreram
nos tratamentos com cravo e melaleuca.

As concentracdes de 40 e 50 uL L™ de 6leo de cravo
apresentaram maior rapidez para recuperacdo anestésica (medianas de
115 e 104 segundos, respectivamente), em relacdo as concentragdes de
60 e 80 pL L™. Os demais OE ndo obtiveram diferenca para tempo de
recuperacao entre as suas concentragdes, permanecendo entre medianas
de 67,5 e 79,5 segundos para o 6leo de melaleuca e entre medianas de
184 e 294 segundos para 0 manjericdo (Figura 2).

A andlise de regressdo linear demonstrou correlagcdo negativa
entre as concentragdes de cada 6leo e o tempo para atingir o estagio
IV(p > 0,05; Tabela 3). Porém ndo houve correlagéo entre o tempo de
inducdo e recuperacdo anestésicas em nenhum dos tratamentos.
Também ndo houve correlagdo entre as concentrag@es dos farmacos e o
tempo para recuperacao dos animais.

Durante 72 horas subsequentes & exposi¢cdo anestésica nédo foi
observada alteracdo no comportamento alimentar e natatorio, porém
houve mortalidade de mais quatro animais tratados com manjericdo ao
longo desse periodo de observacéo, totalizando 12% de mortalidade dos
peixes submetidos a esse dleo (Tabela 2).

Tabela 3. Variaveis estudadas pela analise de regressdo ap6s o uso de dleos
essenciais de cravo E. caryophyllata, manjericdo O. Basilicum e melaleuca M.
alternifolia em A. clarkii (r= coeficiente de correlagdo; p= nivel de significancia
e; r’= coeficiente de determinacéo).

VARIAVEIS CRAVO MANJERICAO MELALEUCA
concentracdo do OE r=-0,7200 r=-0,5219 r=-0,5200

X p= 0,0000 p=0,0001 p= 0,0001
tempo de inducéo ’=0,0500  r’=0,2724 r’= 0,2700
concentracdo do OE r=0,2300 r=-0,0900 r=0,1410

X p=0,0968 p=0,5300 p=0,3287
tempo de recuperacio r’=0,0500  r’=0,0000 r’=0,0199
tempo de inducgéo r=-0,1700 r=0,2749 r=0,2763

X p=0,2300 p=0,0614 p=0,0521

tempo de recuperacio ’=0,0290  r’=0,0756 r’= 0,0700
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Figura 2: Tempos (em segundos) para recuperacdo dos A. clarkii em cada
concentracdo dos OE, sendo (A) cravo E. caryophyllata (P = 0,0270), (B)
manjericdo O. basilicum e (C) melaleuca M. alternifolia.
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25 DISCUSSAO

Conforme Marking & Meyer (1985) e Ross & Ross (2008), o
tempo para inducdo anestésica ndo deve ultrapassar a margem de 180
segundos. No presente estudo, observou-se que, com exce¢do dos
tratamentos de 150 e 200 pL L™ de manjericdo, todos os demais
apresentaram tempos (medianas) adequados para promocdo de
anestesia. Isto demonstra que todos os anestésicos utilizados permitiram
0 uso de concentracdes que fossem efetivas em curto tempo de
exposicao.

A tendéncia observada neste trabalho de diminui¢éo do tempo de
inducdo anestésica, & medida que houve o aumento das concentragdes,
também foi observada em robalo peva Centropomus parallelus
anestesiado com eugenol, com mentol e com benzocaina (Souza,
Carvalho, Nunes, Scopel, Guarizi & Tsuzuki 2012), em linguado Solea
senegalensis anestesiado com 2-phenoxyethanol, com metomidate, com
OE de cravo e com MS-222 (Weber et al. 2009) e em garoupas
Epinephelus bruneus anestesiadas com 6leo de cravo (Park M.O., Hur,
Im, Seol, Lee & Park I.S. 2008). Esta caracteristica facilita o controle da
administragdo e manutencdo da anestesia.

De modo geral, a analgesia ou alivio da dor em animais aquaticos
pode ser considerada quando estes ndo respondem ou diminuem a
resposta a estimulos nocivos apds sedacdo ou anestesia (Ross & Ross
2008). Esses mesmos autores ainda sugerem que um bom produto
anestésico também deva promover analgesia. Todos 0s anestésicos ora
utilizados apresentaram efeito analgésico nos A. clarkii, destacando-se o
OE de cravo, que forneceu analgesia na totalidade dos individuos em
todas as concentragdes testadas.

A facilitacdo do manejo também é um dos requisitos para a
classificacdo de um agente anestésico como uma substancia eficaz.
Entretanto, segundo Burka, Hammell, Horsberg, Johnson, Rainnie &
Speares (1997), a habilidade do manejo é uma variavel altamente
subjetiva, pois depende do manipulador, dos peixes, dos procedimentos
a serem executados, além de outros parametros. Todavia, 0s
procedimentos de manejo (biometria e puncdo para verificar a
ocorréncia de efeito analgésico dos farmacos), foram realizados, no
presente estudo, por um Unico manipulador, seguindo sempre a mesma
ordem de execucdo, sob as mesmas condi¢des fisicas e de trabalho. Os
peixes anestesiados com OE de cravo necessitaram de intervalos de
tempo menores para O manejo, PoiS 0S MESMOS permaneceram
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completamente imoveis durante todo o processo, facilitando a
manipulacéo.

As constantes contragdes musculares involuntarias observadas
nos peixes submetidos ao OE de manjericdo, seguidas de mortalidade
durante os experimentos e em até 72 horas apds seu término, ndo foram
relatadas por Silva, Parodi, Reckziege, Garcia, Birger, Baldisserotto,
Malmann, Pereira & Heinzmann (2012) e Benovit et al. (2012) em
juvenis de jundid Rhamdia quelen e de linguado Paralichthys
orbignyanus, respectivamente, anestesiados com OE de espécie do
mesmo género, O. gratissimum. Todavia, Benovit et al. (2012) observou
esses efeitos colaterais nos linguados anestesiados com Aloysia
gratissima. Tal efeito também é relatado por Silva et al. (2013) em
jundid Rhamdia quelen submetidos & Lippia sidoides. Essa producdo de
excessivo estimulo muscular pode estar relacionada com inibi¢do de
acetilcolinesterase (AChE) nos musculos, devido ao possivel aumento
dos niveis de acetilcolina (Drummond & Russom 1990; Kirby, Morris,
Hurst, Kirby, Neall, Tylor & Fagg 2000). Inibicdo da AChE também foi
relatada “in vitro” para os componentes de OE de tomilho Thymus
vulgaris sobre o peixe-elétrico Electrophorus electricus (Jukic, Politeo,
Maksimovic, Milos & Milos 2007).

Em relacdo ao tempo de recuperacdo, o tempo méaximo de 300
segundos é descrito como ideal para o retorno dos peixes ao estagio
basal, segundo Marking & Meyer (1985) e Ross & Ross (2008). Neste
estudo, todos os tratamentos apresentaram medianas de tempo abaixo do
limite recomendado, sendo as de melaleuca e de cravo inferiores & 80 e
163 segundos, respectivamente, enquanto que as de manjericdo eram
préximas ao limite recomendado (méxima = 295 segundos). Contudo, a
recuperacdo tardia observada no caso do manjericio pode ser
conveniente para determinados procedimentos que necessitem de uma
maior demora de retorno dos peixes ap6s exposicdo anestésica, tais
como cirurgias e reproducdes induzidas (Prince & Powell 2000). Por
outro lado, a concentragdo de 300 pL L™ de manjericio apresentou duas
amostras que ultrapassaram o limite maximo e, 50% da mortalidade
observada no presente estudo ocorreram nesse tratamento.

As correlagdes negativas verificadas entre as concentragfes
utilizadas e os tempos de inducdo observados no presente trabalho
também foram observadas em estudos realizados em juvenis de cavalo-
marinho Hippocampus reidi anestesiados com OE de Lippia alba
(Cunha et al. 2011), em cavalos marinhos Hippocampus kuda adultos
anestesiados com MS-222, benzocaina, OE de cravo e 2-
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phenolxyethanol (Pawar et al. 2011) e, em sete espécies de peixes
recifais anestesiadas com OE de cravo (Cunha & Rosa 2006).

A auséncia de correlacdo significativa entre tempo de inducdo e
de recuperacao anestésica observada neste estudo também foi verificada
por Ostrensky, Pedrazzani & Vicente (2015) em lambari-do-rabo-
amarelo Astyanax altiparanae submetido a MS-222 e propofol. Esses
ultimos autores, contudo, relatam correlagéo entre as concentragdes dos
farmacos e o tempo de recuperacdo dos peixes submetido a propofol. O
mesmo também foi observado por Pawar et al. (2011) em cavalos
marinhos anestesiados com MS-222, benzocaina, OE de cravo e com 2-
phenolxyethanol e, por Cunha & Rosa (2006) em sete espécies recifais
anestesiadas com OE de cravo. Entretanto, no presente trabalho ndo
houve correlagcdo entre as concentrages dos farmacos e o tempo para
recuperacdo dos A. clarkii. Essas auséncias de correlagbes entre tempo
de retorno e tempo de indugdo, bem como entre tempo de recuperacdo e
concentracBes dos farmacos podem indicar que os intervalos de tempo
para recuperacdo estdo mais intensamente relacionados com a
capacidade dos A. clarkii em eliminar as drogas do organismo do que
com o tempo de exposicao ao fArmaco ou com a dosagem utilizada.

As menores dosagens de cada OE que resultaram em menores
tempos de inducgdo anestésica e de recuperacdo, maior analgesia no lote
de peixes e auséncia de mortalidade, foram 50, 250 e 500 pL L™ de
cravo, manjericdio e melaleuca, respectivamente. A dosagem ora
recomendada de OE de cravo (50 pL L™, equivalente a 52,25 mg L™
para A. clarkii juvenis é similar aos 50 mg L™ indicados por Pawar et al.
(2011) para anestesia de cavalo marinho Hippocampus kuda
(comprimento total 15,51 + 0,98 cm e peso 11,15 + 1,68 g), sugerindo
uma auséncia de relacdo de tamanho das espécies com a concentragdo
do farmaco. A concentracdo 500 pL L™ de melaleuca, ora recomendada,
confere com a dosagem indicada por Hajek (2011) para anestesia da
espécie dulcicola carpa comum Cyprinus carpio (peso = 22 + 6 g; média
+ desvio padrdo). Ndo foram encontradas outras referéncias na literatura
sobre uso de melaleuca em anestesia de peixes, bem como qualquer
documentacdo sobre o uso de manjericdo para esse fim.

2.6 CONCLUSAO

Todos os OE testados no presente estudo provocaram efeitos
anestésicos e analgésicos nos peixes. Entretanto, ndo se recomenda o
uso de OE de manjericdio O. basilicum em A. clarkii, devido aos
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espasmos musculares que dificultaram o manejo e a ocorréncia de
mortalidade.
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ANEXO A — Laudo Técnico do Oleo Essencial de cravo

LAUDO TECNICO
‘ FERQUIMA Oleo Essencial de Cravo Folha

(Eugenia caryophyllus)

Lote: 218 CAS Number: 8015-97-2
Fabricagdo: Junho/2014 Validade: Junho/2016
ltens Controlados Resultados Especificacoes
Aparéncia Liguido Ligudo
Cor Amarelo Amarelo Palha a Castanho
Impurez as Isento Isento
Odor Tipico - Spice Tipico - Spica
Densidade (20°C) 1,045 1,080 1.050
indica de Rafragas (20°C) 1535 1.520_ 1,540
Refracao Otica 100" 207
Data da Andlise 18/07/2014
Resultado Aprovado
Origem Indonésia
Principal components (aprox) Eugenol - 86 %

Focomendagoes Espocials
Ma50c Pargos MINIMOos, MASCAN § LVaS racomencavel.
Niio Ingery. Evitar contato com 2 pela, olhos © Mucosa. 56 50 0ooar, lavar Imediztamanto
com ag=a Ipida om abuncancia. Fods Cause TGS A polo seTalve
Em caso de darramamanto, absorver o matarial deramade com malanyl abeorventa (o,

Incendio Cuor'qnq;o.mlluannbrmpoamomoq‘nmuenmm N80 LRZENGC

©5 8gua pam ndo ar 0 orocido.

EXpiosnvnads Nonhum Dargc am cordigoas normals.

Uso Ennumnmmnmuumnm-omowmmummmmm
pode p00s da cor o g Som Causar
Emﬂ}em

A o Armazanar om oGl 5300, orga 98 @ do cakx, o0 O A2 , oM
orignal bomvacdado. Nac routiy & 3 embaiagem vazia.

Trarsponse P30 NSO GNQUICTATC NS POMaris 2047 GiM VIgo! Sobre oo

As informagd 3das nesta publicagd o mehhor de nosso conhecimento. Entretanto,

nada agui ionado deve ser cick oomograrlndauo Os corsumidoras devem edstuar seus

prope jos para o inar a viablidade da apl

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus ~ CRQ: IV 04330754
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ANEXO B - Laudo Técnico do Oleo Essencial de Manjericéo

LAUDO TECNICO
‘ FERQUIMA Oleo Essencial de Basilicdo

{ Ocimuon basilicum)
Lote: 250 CAS Number: 8015-73-4
Fabricagao: Maio/2014 Validade: Maio’2016
hens Controlados Resultados Especificacoes
[Aparéncia Tiguido Limpido Liquido Limpido
Amarelo Palha a Amarelo

Cor Amarelo Palha Ambar
Impurez as Isento Isento
Odor Caracteristico Caracteristico
Densidade (20°C) 0.957 0.948 - 0,970
Indice de Refragao (20°C) 1.514 1,510— 1,520
Rotagao Otica 0,22 A7+
Data da Anakse 28/07/2014
Origem India
Hesultado Aprovado

| Principal componente {aprox.) | Metilchavicol = 84%

Aecomendacoes Espocials
Mansao EvFar COMaio com & POk, OPOS © MUCOSL. 5@ 550 0COfMer, Var Imecalaments com agua
limpica om abundinoa.
Em caso do damamamanta, abecrver 0 malanal deramado com malenal absoventa (arala,
).
Inoendio Caso haya 1000, Ulirar GXiNior da Pe QUITICO SaC0 @ 30 am fofma 6 Nebina, N0 LIKZENCo
j0s C6 gua pam rido Gepahar 0 procudo.
[EXpiosviinds | Nennuim Dargo arm conaighis normals.
Uso Esto procuto dostng-5e a0 uso NOUSINS @ COMmo 0 eRDOrado @ DY Co subStANCias nasrals
pode docora B0 Causar na
oo produto.
Ammanamonio  |Ammazenas om local 5600, nge o © 00 caor, G0 Ca AE |, oM
ggu)bomvm. Nio routiz o 3 mmvuu.
Transpors Pmmogmmammmrmmmgmt_nmﬂgm
As ink - idas nesta publicagao repr o melhor de nosso conhecimento. Entretanto,
nada agui ionado deve ser $do como garantia de uso. Os consumidores devem edetuar seus
pedpes 08 para jriir wvnbificacle da sl

Engenheira Quimica Responsavel: Alice Lasthaus ~ CRQ: IV 04330754
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ANEXO C - Laudo Técnico do Oleo Essencial de Melaleuca

ﬁ FERQUIMA

_ LAUDO TECNICO
Oleo Essencial de Melaleuca (Tea Tree)

(M elalemica alterrifodia)

Lote: 182

CAS Mumber: 68647-T3-4

Fabricagdo: Janeiro'2014

Vabdade: Janeiro/2017

lens Controlados Resultados Especificacoes
Aparéncia Ligusdo Limpido Liguidia Limpido
Cor Amarela Palha Incolor &8 Amarelo Claro
Impurez as Isento lzento
Odor Caracteristico Caracteristico
Densidade [20°C) 0.556 0,585 - 0906
Indice dz= Refragao (20FC) 1,478 1,470 - 1482
Rotagdo Ofica +7.8° [+57; +157]
Data da Andlise 0770972014
Resultado Aprovado
Cirigem Austrélia
Principais Componentes | Terpinen-d-ol = 429 Gamma terpinens - 229
| (pro.) Alpha terpinens = 108 Cineol = 1.5%
e comendacoas Especlals
Marsein Perigas minimos.

& ingenr. Evitar comalo do proguio puin com oihos @ mUcosa. 52 550 oo, lvar
medatamenta com agua impida em abundarcia.

Em caso da dermmamanio, aisoner © makeral demamado com materal absorsania [arela,
o)

Risoos Frodutn nflamével 2 lamparatin acima da S0oC. Porngo da fogo 2 sxposio a0 calor ou fonla
da ignigo. & liguids pode provocar irfagdo nos olhos, apancihc respirabinio o digastivo. Polal
s guas & o 50l0. O envio a0 asgoio & probido. As Aguas ce oombate ao logo podam causar
poiusicho

Incéndio Caso haja fogo, ulkzar aoinior de pd QuiMIco Sac0 @ Aua em jorma da nebina, rio Uiz ando
jaios do &gua para ndo espalhar o produin

Explosiidack: Nanhum pengo em condipies NoMmais.

Uso Esla produio desina-s& a0 uso profissional / indusiial @ como & alaborado a parir de

subsSincias naturals pods apresantar pequenas variagles de oo @ cromaingralin sam causar
qualquer probiema na pardmanca oo produi.

TR TG T

Armaerar em local secn, O Umidacs o 00 clor, Irolegico 02 L3, &M reciplaria
original bam vedado. Nao rewllzar 2 embalagam vazia

[Trarsporis |

Nomero da Onu:1163 / Classec 3/ LICUIDG BFLAMAEL

MAs mformagdes contidas nesta publicagio representam o melhor de nosso conhscmento. Entretando,
rada agqui mancionado dews ser entandido como garanta de uso. Os consumidores devem efetuar seus
proprios snsaios para defsrminar a viabiidads da aphcagio.

Engenheira Quimica Responsdvel: Alce Lasthaus

CRGC: IV 04330754
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