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RESUMO

O uso de anestésicos é fundamental para minimizar o estresse e garantir o bem-estar
de peixes durante o manejo. Com este foco, o presente estudo investigou a segurancga
e eficacia do etomidato como anestésico para juvenis de tambaqui (Colossoma
macropomum), avaliando seus efeitos sobre o comportamento e os sistemas
cardiorrespiratério. O estudo foi realizado com tambaquis juvenis (27,38 + 3,5g; n =
99), em concentragdes de etomidato de 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4 mg.L™", analisando o
comportamento de inducdo e recuperacdo anestésica e o movimento ocular
(experimento ), eletrocardiograma (experimento II) e movimento opercular
(experimento 1ll). Observou-se que o0s peixes expostos a maiores concentragdes
atingiram mais rapidamente o estagio de anestesia geral; entretanto, o tempo de
recuperacao foi prolongado, evidenciando uma relagéo dose-dependente tanto para a
inducdo quanto recuperagcao anestésica. A exposicdo ao anestésico causou
acentuada depressao cardiorrespiratoria, com redugdes significativas na frequéncia
cardiaca (até 69,19%) e ventilatéria (até 40,70%). No entanto, todos os parametros
fisiologicos retornaram a normalidade de forma gradual apods a retirada do anestésico.
Conclui-se que o etomidato € um anestésico seguro e eficaz para o tambaqui em
concentragdes de 2 a 3 mg.L™" para procedimentos curtos. Doses mais altas, contudo,
sao desaconselhadas, pois ha severa bradicardia e a lenta reversao do quadro

representam um significativo risco hemodinamico para a espécie.

Palavras-chave: Anestesia; Etomidato; Tambaqui; Eletrocardiograma; Respiragao.



ABSTRACT

The use of anesthetics is essential to minimize stress and ensure the well-being of fish
during handling. With this focus, the present study investigated the safety and efficacy
of etomidate as an anesthetic for tambaqui juveniles (Colossoma macropomum),
evaluating its effects on behavior and the cardiorespiratory systems. The study was
conducted with juvenile tambaquis (27.38 + 3.5g ; n = 99), at etomidate concentrations
of 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4 mg.L™", evaluating anesthetic induction and recovery behavior
and eye movement (experiment 1), electrocardiogram (experiment Il), and opercular
movement (experiment lll). Fish exposed to higher concentrations reached the general
anesthesia stage more rapidly; however, the recovery time was prolonged,
demonstrating a dose-dependent relationship for both induction and recovery.
Exposure to the anesthetic caused pronounced cardiorespiratory depression, with
significant reductions in heart rate (up to 69.19%) and ventilatory rate (up to 40.70%).
However, all physiological parameters gradually returned to baseline levels after
withdrawal from the anesthetic. It is concluded that etomidate is a safe and effective
anesthetic for tambaqui at concentrations of 2 to 3 mg.L™" for short-term procedures.
Higher doses, however, are not recommended, as the severe bradycardia and slow

recovery from anesthesia pose a significant hemodynamic risk to the species.

Keywords: Anesthesia; Etomidate; Tambaqui; Electrocardiogram; Breathing.
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1 INTRODUGCAO

Os animais aquaticos, especialmente os peixes, vivem em diversos ambientes
onde é necessario garantir a promogao do seu bem-estar. Os peixes desempenham
um papel importante em praticas laboratoriais, na piscicultura, em zoologicos e
também como animais ornamentais (Brereton; Brereton, 2020; Schroeder et al., 2021;
Smith, 2023). Em pesquisas laboratoriais, os peixes ocupam o segundo lugar entre os
animais mais utilizados na Unido Europeia e na Noruega, com o0 uso de mais de 2
milhdes de individuos registrados (Schroeder et al., 2021; Hobson, 2024). Em 2020, a
pesca e a piscicultura em todo o mundo movimentaram mais de 214 milhdes de
toneladas de animais aquaticos e algas (FAO, 2023). Ademais, o comércio global de
peixes ornamentais tornou-se uma industria envolvendo mais de 125 paises, com a
maioria das espécies de agua doce sendo comercializadas, principalmente para
aquarios amadores e, em menor escala, para aquarios publicos e laboratérios de
pesquisa (Evers; Pinnegar; Taylor, 2019; Jones et al., 2022). Dessa forma, € evidente

a ampla presenca dos peixes em diversos nichos.

Quando submetidos a estressores, esses animais podem apresentar respostas
negativas que afetam sua homeostase. A captura, o transporte e outras formas de
manipulacédo de peixes, usadas tanto na aquicultura quanto em outras praticas, sao
conhecidas como estresse de manuseio (Martins et al., 2019; Soldatov, 2021; Barreto
et al., 2022). Dada a importancia do bem-estar animal, o uso de anestésicos € muitas
vezes necessario em praticas de manejo, para evitar o estresse causado por esses
procedimentos e até para controlar a dor em peixes (Zahl; Samuelsen; Kiessling,
2012; Benovit et al.,, 2015; Stevens et al.,, 2017; Das; Thraya; Vijayan, 2018;
Rajakumar; Senthilkumaran, 2020; Mirzargar et al., 2021; Sneddon; Roques, 2023).
Dessa maneira, métodos de contengdo quimica sao utilizados para garantir o bem-
estar dos animais, podendo prevenir e/ou minimizar os efeitos adversos associados a
manipulagéo, conforme o objetivo da intervencao (Soldatov, 2021; Schroeder et al.,
2021).

Em vista disso, diversos anestésicos sao investigados para sua aplicagao em
animais aquaticos. Os agentes anestésicos utilizados em peixes podem ser de origem
vegetal ou sintética, e seus efeitos podem ser monitorados por meio de aspectos

bioquimicos, fisioldgicos e comportamentais (Hoseini; Mirghaed; Yousefi, 2019; Aydin;
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Barbas, 2020; Jorge et al., 2021; Vergneau-Grosset; Cruz Benedetti, 2022; Hoseini et
al., 2022). Entre os anestésicos sintéticos mais comuns estdo o metanossulfonato de
tricaina (MS-222), benzocaina, etomidato, propofol e alfaxolona, que podem ser
usados para sedacédo, anestesia e eutanasia (Stetter, 2001; Matthews; Varga, 2012;
Aydin; Barbas, 2020). Os efeitos desses anestésicos podem variar de acordo com a
espécie de peixe em questdo (Ross & Ross, 2008). Portanto, € essencial pesquisar
diferentes agentes anestésicos e seus efeitos para garantir seu uso adequado em

cada espécie.

O etomidato tem potencial de uso em diferentes espécies, sendo um dos
compostos mais investigados para a aplicagdo como anestésico em peixes. O
etomidato é um agente hipnético ndo barbiturico a base de imidazol, que aumenta a
atividade dos receptores de acido gama-aminobutirico e inibe a liberacdo de
neurotransmissores (Witeska; Dudyk; Jarkiewicz, 2015; Pejo et al., 2016). Além disso,
ele exerce um efeito inibitorio na esteroidogénese, resultando na diminuigdo dos niveis
de cortisol e, consequentemente, suprimindo a resposta ao estresse (Forman; Warner,
2011). O etomidato tem sido investigado como anestésico em varias espécies de
peixes, como Cyprinus carpio, Sander lucioperca, Perca fluviatilis € Sparus aurata
(Dziaman; Hajek; Ktyszejko, 2010; Kristan et al., 2014; Rozynski et al., 2018; Jerez-
Cepa et al., 2021). Um estudo realizado por Rozynski et al. (2018) utilizou o etomidato
como agente anestésico em Perca fluviatilis L. e, com base em analises
comportamentais, hematoldgicas e bioquimicas, concluiu que esse agente € seguro
para induzir anestesia nessa espécie. Destarte, a aplicagdo deste agente anestésico

€ promissora em diferentes espécies.

O tambaqui (Colossoma macropomum) desempenha um papel importante na
piscicultura brasileira de peixes nativos, especialmente na regido Norte (Pires et al.,
2018; Ruiz-Jarabo et al., 2020; Val; Oliveira, 2021; Peixe BR, 2023). Alguns estudos
investigaram o efeito de agentes anestésicos nessa espécie. Souza et al. (2019)
avaliaram o efeito anestésico do propofol e do 6leo essencial de Nepeta cataria,
observando alteracdes cardiacas e ventilatorias. Dada a importancia do tambaqui e o
manejo na piscicultura, diversos outros trabalhos utilizaram metodologias
comportamentais e eletrofisiolégicas para compreender melhor a fungdo dos
anestésicos na fisiologia dessa espécie, como demonstrado nos estudos de
Cantanhéde et al. (2021), Costa et al. (2022) e Vilhena et al. (2022). Assim, este
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trabalho tem como objetivo investigar uma faixa de concentragdo adequada para a
anestesia segura em banho de imersdao com etomidato na espécie Colossoma

macropomum a partir de dados comportamentais e eletrofisioldgicos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anestesia em peixe

Nos ultimos anos, vem sendo discutida a capacidade de nocicepgao e dor em
peixes. Estudos defendem a presenga de nociceptores em peixes teledsteos com
similaridade de amino acidos muito proxima de ratos e humano (Sneddon, 2012;
Sneddon, 2019). Dentre os aparatos de nocicep¢ao e dor em mamiferos tem-se os
canais i0nicos sensiveis a acido (ASICs), canais de potencial receptor transiente
(TRP) e receptores opioides (Carattino; Montalbetti, 2020; Samanta; Hughes;
Moiseenkova-Bell, 2018, Sneddon, 2019). Estes canais e receptores sao descritos em
peixes, sendo identificados nove tipos de TRPs, alguns dos quais diferem dos
encontrados em mamiferos; seis tipos de ASICs ja foram caracterizados em peixe-
zebra; e os receptores opioides possuem grande similaridade ao de mamiferos
(Sneddon, 2019). Estudos com peixes revelaram mudancas na atividade cerebral em
resposta a estimulos nocivos, além de alteragbes comportamentais e fisioldgicas
adversas, as quais podem ser prevenidas por analgésicos reconhecidos por sua
eficacia no alivio da dor em mamiferos (Sloman et al., 2019). Dessa forma, um
conjunto de informacdes tidas até o momento apoiam a percepgéo de dor em peixes,
embora, a natureza exata dessa experiéncia ainda esteja sendo explorada e segue

em discussao na literatura.

Em vista disso, tem-se consolidado na literatura a questao do bem-estar animal
nos diferentes cenarios onde estao inseridos. Os peixes sao importantes para as
praticas laboratoriais, psicultura, zooldgicos e, ainda, como elementos ornamentais
(Brereton; Brereton, 2020; Schroeder et al.,, 2021; Smith, 2023). No cenario
laboratorial, os peixes ocupam o segundo lugar no ranking de animais mais utilizados
na pesquisa na Unido Europeia e Noruega, onde foram registrados o uso de mais de

2 milhdes de peixes, ficando atras somente dos camundongos (Schroeder et al., 2021;
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Hobson, 2024). Por outro lado, em 2023, a piscicultura brasileira registrou um
expressivo avango, alcangando aproximadamente 887 mil toneladas de peixe,
segundo dados da Associacéo Brasileira de Piscicultura (Peixe BR, 2024). Ademais,
o comeércio global de peixes ornamentais consolidou-se como uma industria que
envolve mais de 125 paises, sendo predominantemente voltada para espécies de
agua doce. A maior parte da produgao € destinada ao mercado de aquariofilia
amadora, enquanto uma parcela menor atende instituigdes publicas e laboratérios de
pesquisa (Evers; Pinnegar; Taylor, 2019; Jones et al., 2022). Dessa maneira, é notéria

a presenca de peixes em diferentes contextos e cenarios.

Por vezes, quando submetidos a estressores, esses animais produzem uma
resposta negativa para sua homeostase. A captura, o transporte e outras formas de
manipulacdo de peixes ocorrem nao apenas na aquicultura, mas também em
diferentes praticas relacionadas, sendo essas intervengdes caracterizadas como
estresse de manuseio (Martins et al., 2019; Soldatov, 2021; Barreto et al., 2022). O
estresse em peixes ocorre em trés estagios: 1) liberacdo de catecolaminas e
glicocorticoides; 2) reagdes fisioldgicas, como aumento da frequéncia cardiaca e uso
de reservas de energia; e 3) estressores cronicos que afetam o desempenho corporal,
resultando em impactos fisicos e comportamentais, como crescimento prejudicado e
padrdes de natagao alterados (Barreto et al., 2022, Li et al., 2022). A quantificagdo do
estresse em peixes pode ser feita através de avaliagbes fisiolégicas e
comportamentais, sendo que a mais comum se da através da mensuragao do nivel
cortisol, que pode ser verificado por meio de tecidos corporais, exsudados ou até
mesmo na agua em que o animal € mantido (Steven set al., 2017; Sadoul; Geffroy,
2019).

Em vista do impacto negativo que a manipulagdo pode causar em peixes,
métodos de contencdo quimica sdo empregados para viabilizar o bem-estar do
animal. Nesse sentido, o uso de anestésicos pode prevenir e/ou minimizar os fatores
negativos atrelados a manipulagdo de acordo com seu propdsito (Soldatov, 2021;
Schroeder et al., 2021). A anestesia € caracterizada como um estado reversivel,
induzido por um agente externo, que provoca a perda de sensibilidade por meio da
supressao do sistema nervoso central (SNC) (Martins et al., 2019). A anestesia
perpassa por diferentes estagios desde a sedacao até a anestesia geral, refletindo a

profundidade anestésica (Priborsky; Velisek, 2018; Martins et al.,, 2019). Entre os
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anestésicos sintéticos mais utilizados destacam-se o metanossulfonato de tricaina
(MS-222), a benzocaina, o etomidato, o propofol, entre outros (Priborsky; Velisek,
2018; Aydin; Barbas, 2020).

Estes agentes anestésicos quando utilizados, pode acarretar condigdes
estressantes para os animais. Estudos utilizando peixe-zebra (Danio rerio)
demonstraram que agentes anestésicos habitualmente utilizados como o
metanosulfonato de tricaina (MS-222) e a benzocaina resultaram em uma averséo
nos animais testados (Readman et al., 2013). Contudo, comportamentos aversivos de
uma determinada espécie nao deve necessariamente anular o uso de determinado
agente anestésicos em outras espécies. Pesquisa realizada com a medaka (Oryzias
latipes), carpa (Cyprinus carpio), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e peixinhos-
gordos (Pimephales promelas) submetidos a trés anestésicos (tricaina, benzocaina e
etomidato) revelaram que a medaka e o peixe-zebra evitaram tricaina e benzocaina,
enquanto a carpa evitou etomidato, mas ndo os outros dois, ja a truta arco-iris e os
peixinhos-gordos ndo mostraram aversdo a nenhum anestésico (Readman et al.,
2017; Schroeder et al.,, 2021). Portanto, a viabilidade de determinado agente

anestésico pode variar dependo da espécie testada.

Diversas vias de administracdo anestésica sao possibilitadas em peixes,
incluindo a imerséo, injecdo intramuscular e injecao intravenosa. A imersao € uma
técnica amplamente utilizada que permite a rapida absor¢édo do anestésico pelas
branquias, 6rgaos respiratérios acessorios e/ou pele (Neiffer, 2021). O agente
anestésico se difunde rapidamente para as lamelas secundarias e, em seguida, para
0 sangue arterial eferente, percorrendo um caminho direto até o cérebro, resultando
em um efeito rapido e eficaz (Martins et al., 2019; Neiffer, 2021). Ja a injecao
intravenosa, embora permita um controle ainda mais rigoroso da anestesia, pode ser
desafiadora requerendo contengdo manual (Neiffer, 2021). Ainda, a injecao
intramuscular oferece uma aplicagado mais precisa e pode ser ajustada de acordo com
a necessidade do peixe, mas requer manuseio cuidadoso e pode ser estressante para
o animal, o local preferido para a administragao intramuscular € os musculos epaxiais
dorsais (Neiffer, 2021). Deste modo, cada via possui suas especificidades, exigindo
consideragao cuidadosa para garantir a eficacia e minimizar o estresse durante os

procedimentos.



14

Durante a anestesia em peixes, diversos efeitos metabdlicos e fisioldgicos
ocorrem, afetando principalmente os sistemas respiratério, cardiovascular e
neurologico. A anestesia induz uma queda no metabolismo geral, o que reduz a
necessidade de energia e a produgédo de residuos metabdlicos (Boaventura et al.,
2021; Ferreira et al., 2024). Ademais, alguns anestésicos podem alterar os niveis de
glicose no sangue, levando a hiperglicemia temporaria (Baesso et al., 2024). Nessa
perspectiva, muito € discutido as alteragdes respiratérias em peixes anestesiados,
ocorrendo a diminuicdo da taxa de ventilagdo branquial, 0 que pode causar hipdxia e
hipercapnia no sangue (Ferreira et al., 2021; Jia et al., 2022). Para além, o efeito
causado no sistema cardiovascular € sua depressdao e reducdo da frequéncia
cardiaca, também, sucede-se a atenuacdo do SNC, diminuindo a atividade neural e
causando perda de reflexos motores e sensoriais (Soldatov, 2021; Barbas et al., 2021).
Portanto, € de suma importancia que as alteragdes metabdlicas e fisiologicas sejam
avaliadas durante a anestesia para averiguar de forma mais consistente a bem-estar

do animal.

Outrossim, a eficacia anestésica é influenciada por diversos parametros,
necessitando de uma ampla investigacdo dos agentes anestésicos em diferentes
condigdes. A suscetibilidade a anestesia em uma dosagem especifica, mesmo entre
peixes da mesma espécie, varia conforme fatores bioldgicos, como idade, peso
corporal, maturidade sexual e outros aspectos fisioldgicos (Zahl; Samuelsen;
Kiessling, 2012; Zahran; Risha; Rizk, 2021; Vergneau-Grosset; Benedetti, 2022).
Ainda, fatores abidticos como pH, temperatura, nivel de oxigénio e outros, também
exercem influéncia no momento da submissao anestésica (Jacobsen; Steen; Nilssen,
2019; Hsu et al., 2023). Dessa forma, a partir dos pontos abordados é notdria a
necessidade de investigacdo de diferentes agentes anestésicos sob diferentes

condigdes.

2.2 Etomidato

Dentre os agentes anestésicos administrados em peixes tem-se o etomidato.
O etomidato [etil 3-(1-feniletil)imidazole-4-carboxilato] € um hipndtico ndo-barbiturico

derivado de imidazdis, que atua ativando e modulando os receptores inibitorios do
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acido gama-aminobutirico tipo A (GABA-A) (Pejo et al., 2016; Martins et al., 2019).
Cada receptor GABA-A é formado por cinco subunidades (a, B e y), organizadas de
forma pseudossimétrica em torno de um canal ibnico central, o qual é seletivo para
ions cloreto (Mcgrath et al., 2018). Dessa forma, nos receptores GABA-A, os locais de
ligacao para etomidato sdo formados por partes das hélices transmembranas M1, M2
e M3 da subunidade B, conservadas entre peixes-zebra, camundongos € humanos
(Yang et al., 2019). Nessa perspectiva, a ligacdo do etomidato aumenta a poténcia
agonista para ativar os receptores GABA-A (potenciagdo agonista), e, na auséncia de
um agonista, também ativa diretamente esses receptores, aumentando as correntes
de cloreto mediadas por GABA e produzindo correntes de cloreto em concentragdes
mais altas (Meyer; Fish, 2008; Pejo et al., 2016). Nesse sentido, ocorre a inibicdo da

liberagdo de neurotransmissores em células neurossecretoras.

Em vista disso, o etomidato tem sido aplicado como anestésico em diferentes
espécies de peixes. O estudo realizado por Jerez-Cepa et al. (2021) demonstrou que
o etomidato produziu uma resposta anestésica em dourada (Sparus aurata L.),
contudo, doses mais elevadas foram necessarias para alcangar a anestesia profunda
de forma mais rapida. Isto posto, € reconhecido seu potencial em indugdo e
recuperacao anestésica de maneira rapida, sem causar irritagdo ou reagdes alérgicas
(Readman et al., 2013; Rozynski et al., 2016). Ademais, a partir do etomidato foi
desenvolvido, na Polbnia, a propiscina, a qual contém uma solucéo estabilizada de
0,2% de etomidato (Svacina et al., 2016; Soldatov, 2021). O trabalho de Rozynski et
al. (2018) utilizando a espécie Perca fluviatilis para a submissdo anestésica com
propiscina em concentracdo de 1 a 2 ml.L-', demonstrou que a anestesia profunda foi
alcangada em menos de 4 minutos na menor concentragdo e em torno de 2 minutos
na maior concentracdo, com caracteristica de dose-dependéncia. Portanto, é
enfatizado na literatura a utilizacao e eficacia anestésica do etomidato em diferentes

espécies de peixe.

Outro fator que destaca a utilizacdo do etomidato é a reducéo dos niveis de
cortisol durante situacdes de estresse em peixes. Este medicamento exerce um efeito
inibitério na esteroidogénese, resultando na diminuicdo dos niveis de cortisol e,
consequentemente, suprimindo a resposta ao estresse, o que também reduz a
possibilidade de imunossupressao relacionada ao estresse em peixes (Witeska;

Dudyk; Jarkiewicz, 2015; Martins et al., 2019). Ferreira et al. (2022a) verificou em seu
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trabalho a alteracdo nos niveis de cortisol do peixe-zebra exposto a concentragbes
equipotentes de diferentes anestésicos. Logo, os animais expostos ao etomidato
apresentaram niveis de cortisol inferiores em comparacgao aos tratados com a tricaina,
um agente anestésico amplamente utilizado em peixes e, também, os demais
comparados no estudo. Assim, a utilizacdo do etomidato pode ser direcionada para

praticas em que a redugao do estresse em condi¢cdes de longa duragao seja benéfica.

2.3 Indicadores comportamentais

Aavaliacéo anestésica é realizada com base em diversos parametros, incluindo
os comportamentais, que servem como indicadores do plano anestésico. Sao
avaliados a natacao, postura, comportamento, ventilagcido branquial, movimento dos
olhos, respostas reflexas e frequéncia cardiaca, com o grau de mudanga desses
parametros dependendo do nivel de anestesia alcangado (Sneddon, 2012). Em 1959,
McFarland adaptou e descreveu pela primeira vez os estagios progressivos de
sedacdao e anestesia em peixes, o que estabeleceu um consenso na literatura,
fundamentando-se em seus parametros (Ross; Ross, 2008). Dessa forma, os peixes
apresentam evidéncias comportamentais que podem ser avaliados de maneira visual
quanto ao plano anestésico em que se encontra, o que torna um fator valioso na

validacdo e manutencéo de agentes anestésicos.

Os niveis de anestesia perpassam pela sedagao até o ponto critico em que
pode ocorrer o colapso medular. Segundo Ross & Ross (2008), os estagios de
anestesia em peixes sdo: 1) sedagdo: reducdo da atividade e resposta leve a
estimulos com ventilagdo reduzida; 2) anestesia leve: perda parcial de equilibrio e
resposta a estimulos fortes; 3) anestesia profunda: perda total de equilibrio e auséncia
de resposta a estimulos com ventilagao quase ausente; 4) colapso medular: cessagao
da ventilacdo branquial, parada cardiaca, podendo levar a morte. O plano anestésico
que se deseja alcancar depende do procedimento ao qual o animal sera submetido.
Em vista disso, para intervengdes rapidas e n&o invasivas, uma anestesia leve pode
ser adequada; no entanto, para procedimentos invasivos e de longa duragao, €

aconselhavel utilizar anestesia cirurgica (Sneddon, 2012; Rairat et al., 2021).
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Outrossim, também sao avaliados os padrdes comportamentais referentes ao
processo de recuperagcdo anestésica. Jia et al. (2022) classificou os estagios de
recuperacado em trés fases: estagio | - perda de equilibrio, movimento das branquias
e auséncia de resposta a estimulos externos; estagio Il - recuperagao parcial do
equilibrio, mas sem natacao ativa; estagio Ill - equilibrio totalmente recuperado,
natacdo normal e resposta a estimulos externos. Ademais, a eficacia anestésica esta
atrelada ao tempo de inducdo e recuperacao que tal agente é capaz de exercer nos
animais expostos. Na literatura, o tempo ideal para anestesia em peixes se da em
torno de 3 minutos, o que é visto como um tempo de inducgéao ideal para a anestesia
em diversas espécies e estagios de desenvolvimento (Ross; Ross, 2008; Park et al.,
2008; Valentim et al., 2016; Mccord et al., 2020). E, a recuperacéo para os padrdes

comportamentais devem ocorrer em 5 minutos (Ross; Ross, 2008; Park et al., 2008).

A partir das observagdes comportamentais também é possivel inferir respostas
negativas de estresse a determinado agente anestésico. Os indicadores de estresse
comportamental em peixes, como agitacdo, movimentos bruscos e resisténcia, sao
essenciais para avaliar o bem-estar animal durante procedimentos anestésicos,
sinalizando que a anestesia pode estar inadequada ou que o peixe esta sob estresse
excessivo. O trabalho de Aydin e Orhan (2021) com base no monitoramento de video
verificou que altas concentragbes de timol e carvacrol causaram o aumento da
distancia percorrida e de movimento circular com alta velocidade de nado que podem
estar relacionados com o agravamento do bem-estar animal. A identificacdo de
comportamentos estressantes € crucial para ajustar a anestesia e reduzir o estresse.
Técnicas de monitoramento, como a observacdo dos padrdes de movimento e
respostas a estimulos, ajudam a determinar a profundidade adequada da anestesia.
Assim, a analise desses indicadores é fundamental para a eficacia da anestesia e para

0 bem-estar dos peixes em intervengdes cientificas e praticas de manejo.

2.4 Eletrocardiografia em peixe

Além das observagdes comportamentais, cresce na literatura a discussao sobre
a importancia do monitoramento cardiaco durante processos anestésicos em peixes.

O coragao esta localizado posterior as branquias, sendo formado por quatro camaras
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dispostas em série: o seio venoso, atrio, ventriculo e coénio arterioso (ou bulbo
arterioso) (Axelsson, 2005; Icardo, 2017). Os eventos elétricos do eletrocardiograma
apresentam muitas semelhangas com os coragdes de mamiferos, utilizando a mesma
terminologia: a onda P marca o inicio da contragéo atrial; o complexo QRS sinaliza o
inicio da contragdo ventricular; e a onda T representa o inicio do relaxamento
ventricular (Farrel; Smith, 2017). A eletrocardiografia € uma ferramenta valiosa para
estudar a fungcdo cardiaca em peixes, especialmente em modelos anestesiados,
através da analise dos padrdes elétricos, € possivel obter uma compreensao mais

profunda da fisiologia cardiovascular desses animais.

As analises eletrofisioldgicas proporcionam uma ferramenta para compreender
a resposta fisioldégica de animais anestesiados, permitindo avaliar a seguranca dos
agentes anestésicos administrados. Souza et al. (2019) investigou a resposta cardiaca
de Colossoma macropomum submetidos ao propofol e 6éleo essencial de Nepeta
cataria, seus dados revelam a diminui¢cao acentuada da frequéncia cardiaca, contudo,
seu ritmo sinusal é mantido. Por outro lado, o trabalho de Reis et al. (2024) utilizando
a espécie Oreochromis niloticus submetida as mesmas concentracdes de tricaina (175
ppm), indicaram uma reducao de apenas 31.41 % na frequéncia cardiaca. Dessa
forma, pode-se concluir que espécies diferentes reagem de maneiras distintas a agéo
do mesmo anestésico em sua fisiologia. Ademais, o estudo de Vieira et al. (2023) com
Colossoma macropomum submetidos a banhos de imersdo em lidocaina indicaram
também um alto decaimento na frequéncia cardiaca desses animais. A vista disso,
ressalta-se a importancia do monitoramento cardiaco nas praticas anestésicas para a

manutencao do bem-estar animal.

E possivel também, com a analise do eletrocardiograma, observar
intercorréncias durante a anestesia. Nesse sentido, Souza et al. (2024), em seu
estudo com juvenis de tambaqui expostos a banhos de imersdo com tricaina,
observaram a ocorréncia de bloqueio atrioventricular em concentragdes mais
elevadas de tricaina (200 e 250 mg.L™"). Além disso, Araujo et al. (2023) identificaram,
em seu experimento, um potencial bloqueio atrioventricular evidenciado pelo
prolongamento do complexo QRS, assim como dos intervalos RR e QT. Outrossim, o
estudo realizado por Santos et al. (2024) identificou a apiculagéo da onda P durante a
recuperacao anestésica com o uso do Oleo essencial de Nepeta cataria na

concentragéo de 200 uL.L™* em tambaqui, essa alteragao indica uma sobrecarga atrial
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no bombeamento de sangue para o ventriculo. Portanto, a eletrocardiografia revela
eventos que podem ser prejudiciais a hemodinamica do animal, permitindo a avaliagéao

do anestésico mais adequado para cada espécie.

Dessa maneira, o eletrocardiograma (ECG) permite a avaliagdo continua da
atividade elétrica do coracgéo, possibilitando o monitoramento em tempo real das
mudangas na frequéncia e no ritmo cardiaco. Essa ferramenta é fundamental, pois a
anestesia pode afetar a fungao cardiovascular de maneiras inesperadas podendo
desenvolver arritmias. Assim, caso um anestésico promova alteragdes indesejadas no
ECG, isso pode levar a reconsideragdo de sua utilizacdo para aquela espécie

especifica.

2.5 Movimentagao opercular

A movimentagao opercular € um aspecto fundamental da fisiologia dos peixes,
especialmente no que se refere a ventilacdo das branquias. O opérculo, oferece
suporte a cobertura branquial, desempenhando um papel crucial na respiracéo e na
abertura da boca (Kimmel; Small; Knope, 2017). Dessa forma, o ciclo ventilatério em
peixes teledsteos € composto por duas fases: 1) com a boca aberta e os opérculos
fechados, as cavidades bucal e opercular se expandem, puxando a agua para dentro
da boca; 2) com a boca fechada e os opérculos abertos, as cavidades bucal e
opercular se contraem, permitindo que a agua na cavidade bucal flua pelas branquias

e saia pelas aberturas operculares (Pan e Perry, 2023).

Em grande parte dos teledsteos, o complexo opercular € formado por quatro
unidades distintas e interconectadas, sendo: o pré-opérculo, o interopérculo, o sub-
opérculo e o opérculo (Wu et al., 2024). Os musculos respiratérios responsaveis pela
ventilagdo sao inervados pelos nervos trigémeo, facial, glossofaringeo e vago (Milsom,
2018). Destarte, os opérculos desempenham um papel crucial na respiragédo dos
peixes, facilitando a troca gasosa necessaria para sua sobrevivéncia em ambientes
aquaticos. Durante a anestesia, a respiragao deve ser monitorada para garantir que
as fungdes vitais do animal estd sendo mantida durante todo o processo.
Normalmente, a taxa respiratdria em animais anestesiados é diminuida, ocorrendo a

supressao do aparelho branquial (Soldatov, 2021; Brostand, 2022). Este fator deve
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ser acompanhado pois a diminuigcdo da taxa respiratoria devido a diminuigdo do
movimento opercular pode levar a hipdxia, com alteragées nos niveis de oxigénio e
dioxido de carbono (Carter; Woodley; Brown, 2011; Hoseini, 2022).

Nesse sentido, diversos autores discutem a frequéncia respiratéria durante o
processo anestésico. O trabalho de Jia et al. (2022) utilizando a tricaina e o dleo
essencial de cravo como agentes anestésico na espécie Oplegnathus punctatus,
verificou que esses anestésicos deprimiram de forma significativa a taxa respiratoria
desses animais. Ademais, o estudo de Costa et al. (2022) identificou uma queda
brusca na taxa de batimento opercular quando administrado o mentol como agente
anestésico em Colossoma macropomum. Portanto, a avaliagdo do movimento
opercular para a seguranga anestésica e manutengao do bem-estar animal € validada

na literatura.

2.6 Tambaqui

O tambaqui (Colossoma macrpomum), é a maior espécie de caracideo
presente nas bacias dos rios Amazonas e Orinoco, este, € considerado o segundo
maior peixe amazdnico de escamas, podendo alcangar até um metro de comprimento
e pesar até 30 kg (Val; Oliveira, 2021; Hilsdorf et al., 2022). Essa espécie possui
grande importancia econdmica e nutricional na regido amazénica e, desde a década
de 1980, foi consolidada como uma espécie viavel para a aquicultura (Hilsdorf et al.,
2022). O tambaqui é reconhecido por sua fisiologia adaptada a condigées hipdxicas e
e acidas da regido, além de sua resisténcia a doengas (Wood et al., 2018; Hilsdorf et
al., 2022). Dessa forma, esta espécie se torna alvo para o cultivo e criagdo devido a

suas caracteristicas de interesse para a aquicultura.

Dentre as dificuldades da aquicultura tem-se como um estressor a densidade
de estocagem. A densidade de estocagem € um elemento relevante na aquicultura
intensiva pois pode afetar a homeostase dos animais devido a sua resposta a este
estressor (Martos-Sitcha, 2020; Li et al., 2021). O tambaqui demonstra boa
adaptabilidade sob altas condi¢cdes de estocagem (Silva et al., 2021; Hilsdorf et al.,

2022). Devido a suas propriedades fisioldgicas, o tambaqui também é estudado para
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diferentes finalidades. Barbas et al. (2017a) sugere esta espécie como um modelo de

estudo para avaliagdo de agentes anestésicos para espécies tropicais de agua doce.

Para além, Barbas et al. (2017b) demonstrou que juvenis de tambaqui
anestesiados e transportado com tricaina nao tiveram diferengas significativas no
estresse secundario e oxidativo quando comparado com o grupo controle, o que vai
de encontro ao achado de Stringhetta et al. (2017). Outrossim, Ferreira et al. (2022b)
investigou a suscetibilidade do tambaqui ao éleo essencial de Hesperozygis ringens
como agente anestésico, validando sua agdo em concentragdes de 150 - 450 yL.L~".
Diante do exposto, percebe-se que a literatura oferece uma ampla gama de
informagdes que corroboram o uso de diferentes agentes anestésicos. No entanto, a
avaliacdo detalhada das respostas eletrofisioldgicas de cada composto ainda constitui

um desafio a ser plenamente explorado.

Agentes anestésicos como tricaina, lidocaina, mentol e eugenol foram
avaliados nesta espécie com base em parametros bioquimicos e comportamentais.
No entanto, a literatura ainda ndo apresenta dados sobre o uso do etomidato no
tambaqui, especialmente em relacado as respostas fisiologicas. Embora o etomidato
tenha sido investigado em diversas espécies e demonstrado um efeito anestésico
eficaz, sua aplicacao especifica em tambaqui permanece inexplorada, o que destaca

a necessidade de estudos adicionais para compreender seus efeitos nessa espécie.

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Investigar uma janela de concentragdo adequada para anestesia segura em

banho de imersdo com etomidato na espécie Colossoma macropomum a partir de

dado comportamentais e eletrofisiolégicos.

3.2 Objetivos especificos
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e Avaliar a laténcia para a perda do reflexo de postura durante banho de
imers&o nas concentragdes de etomidato de 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4 mg.L"’
e, laténcia para a recuperagao do reflexo de postura apds o contato;

e Avaliar a atividade cardiaca durante o contato com concentragdes 2,0;
2,5; 3,0; 3,5; 4 mg.L", durante indugéo e recuperagéo da anestesia;

e Avaliar as caracteristicas eletrocardiograficas durante a indugdo e a
recuperacdo da anestesia com etomidato, incluindo a frequéncia
cardiaca, intervalo P-Q, intervalo R-R, intervalo Q-T e duragado do
complexo QRS;

e Avaliar a atividade opercular durante o contato com concentracoes 2,0;

2,5; 3,0; 3,5; 4 mg.L™", durante indugéo e recuperagio da anestesia.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais experimentais

Os individuos utilizados foram (n= 99) da espécie tambaqui, Colossoma
macropomum, adquiridos do Laboratério de Aquacultura de espécies Tropicais (IFPA-
Castanhal). Os animais foram estocados em aquarios no Biotério de Experimentagao
do Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos Naturais da Universidade
Federal do Para (UFPA) em ambiente com temperatura controlada (25 a 28 °C) e
fotoperiodo 12 h C: 12 h E. A alimentacao realizada duas vezes ao dia com ragao
comercial (32% de proteina) até a saciedade. Concomitantemente a sifonagem para
a retirada de alimento ndo consumido e fezes, a agua foi parcialmente renovada
(aproximadamente 20% do volume dos tanques) com agua de mesma origem.
Durante a aclimatagao (10 dias), as variaveis de qualidade da agua como temperatura
da agua (°C); potencial hidrogenionico (pH); oxigénio dissolvido (OD), foram
monitorados. Este projeto obteve a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Para (CEUA/UFPA), conforme o protocolo n°
7637241023.

4.2 Aquisicdao do medicamento
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O etomidato (2 mg.ml) foi adquirido no Laboratério Midfarma, fabricado por Blau
Farmacéutica S. A., localizado na Rua Adherbal Stresser, 84, Sado Paulo. O
medicamento foi diluido em agua nas concentragdes de 2,0; 2,5; 3,0; 3,5e 4,0 mg.L "
'. Posteriormente, os animais foram colocados em banhos de imersdo em todas as

concentracoes.

4.3 Delineamento experimental

Os juvenis de tambaqui (27,38 £ 3,5g) foram distribuidos aleatoriamente nos
seguintes tratamentos: a) controle (eletrocardiograma), b) peixes submetidos ao
banho de imersdo em etomidato (ETM) na concentragdo de 2,0 mg.L ", c) 2,5 mg.L"
1,.d)3,0mg.L", e)3,5mg.L"ef)4,0mg.L-"(comportamental e eletrocardiograma).
Todos os peixes foram submetidos a indugédo anestésica mantendo o contato por um
periodo de 10 minutos e para a recuperagao anestésica foi observado durante 10
minutos em agua sem anestésico, tanto para a avaliagdo comportamental quanto
eletrofisiolégica. Todos os experimentos tiveram duragdo de 20 minutos. Para cada
registro foi utilizado um n = 9/tratamento (banho de imersdo com ETM e recuperagao

apo6s banho de imersao), em um total de 99 animais.

4.4 Analise comportamental

Foi avaliada a laténcia para a perda do reflexo de postura em banho de imersao
com concentragoes de ETM de 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 mg.L ", com a perda de postura
sendo caracterizada pelo decubito lateral mantido por mais de 15 segundos. Apds a
remogao dos animais do contato com o ETM, foi avaliada a laténcia para a
recuperacao do reflexo de postura, definida pela manutencdo da postura por 15
segundos. Também foi analisada a média de laténcia para a perda do movimento
sacadico dos olhos durante a inducao anestésica, assim como a laténcia média para

a recuperacgao desse movimento durante o periodo de recuperagao anestésica.

4.5 Analise do eletrocardiograma
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Para a analise e monitoramento da fungdo cardiaca, foram confeccionados
eletrodos de prata 925 com diametro de 0,3 mm e comprimento de 10 mm, que foram
posteriormente isolados com isolante liquido e mantidos de forma ndo conjugada. A
posicao de fixagdo do eletrodo de referéncia seguira a orientagado do vetor cardiaco,
com o polo negativo na base cardiaca e o polo positivo no apice cardiaco, sendo fixado
na porgcao ventral da abertura opercular esquerda, a 0,2 mm apds o término da
cavidade opercular. O eletrodo de registro foi inserido a 2,0 mm da abertura opercular
direita e captou o sinal na derivagédo D1. Em seguida, os eletrodos foram conectados
a um amplificador de alta impedancia (Grass Technologies, Modelo P511) para a
realizacdo dos registros eletrocardiograficos, permitindo a analise da frequéncia
cardiaca (bpm), amplitude do complexo QRS (mv), duragédo do complexo QRS (ms) e

os intervalos RR (ms), PQ (ms) e ST (ms).

4.6 Registro da atividade opercular

Para a analise da atividade opercular, foram confeccionados eletrodos de prata
925 com diametro de 0,5 mm e comprimento de 15 mm. Esses eletrodos foram
fabricados de forma conjugada, com uma distdncia de 5 mm entre eles, e isolados
com isolante liquido. A posicao escolhida para a fixagao dos eletrodos e o registro do
batimento opercular foi a parte central da abertura opercular direita. Durante o registro,
foram avaliadas a frequéncia do batimento opercular (batimentos por minuto) e a

poténcia do batimento opercular (mV?/Hz).

4.7 Gravacgao e analise dos registros

Os eletrodos foram conectados a um sistema de aquisicdo de dados digital por
meio de um amplificador diferencial de alta impedéncia de entrada (Grass
Technologies, Modelo P511), ajustado com filtragem entre 0,3 e 300 Hz, amplificagao
de 2000X, e monitorados por um osciloscopio (ProteK, Modelo 6510). Os registros
foram continuamente digitalizados a uma taxa de 1 kHz em um computador equipado
com uma placa de aquisigdo de dados (National Instruments, Austin, TX), e foram
armazenados em disco rigido e posteriormente processados por um software

especializado (LabVIEW express).
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As analises dos sinais adquiridos foram realizadas com uma ferramenta
desenvolvida em Python 2.7, que utilizou as bibliotecas Numpy e Scipy para
processamento matematico e Matplotlib para criagdo de graficos. A interface grafica
foi desenvolvida com a biblioteca PyQt4 (Hamoy et al., 2023). Os graficos de amplitude
demonstraram as diferencas de potencial entre os eletrodos de referéncia e de

registro, e os sinais foram observados a uma taxa de 1000 amostras por segundo.

4.8 Analise estatistica

Verificaram-se o0s pressupostos de normalidade e homogeneidade das
variancias, utilizando os testes de Kolmogorov-Smirnov e Levene, respectivamente,
as comparacdes das médias de poténcia foram realizadas por meio de analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida do teste de Tukey. As analises foram
conduzidas no software GraphPad Prism® 8, e valores de *p<0,05, **p<0,01 e

*k*

p<0,001 foram considerados estatisticamente significativos em todos os casos.

5 RESULTADOS

5.1 Analise comportamental

O etomidato causou perda do reflexo postural e paralisia dos movimentos
oculares em todas as concentragdes testadas. A analise comportamental revelou uma
perda dose-dependente do reflexo postural, com maior dose resultando em menor
laténcia para a perda do reflexo. Peixes expostos a 2,0 mg.L - apresentaram perda
de postura em 194,8 + 18,54 s, enquanto o grupo exposto a 2,5 mg.L -' teve um tempo
significativamente menor, com perda de reflexo em 163,1 £ 11,44 s. Os peixes tratados
com 3,0 mg.L -' de etomidato perderam o reflexo postural em 135,0 + 16,03 s,
significativamente mais rapido do que os grupos que receberam 2,0 e 2,5 mg.L -'. Os
grupos tratados com 3,5 mg.L -' (90,89 + 10,48 s) e 4,0 mg.L ' (86,11 = 10,06 s)
apresentaram tempos significativamente menores em relagdo aos demais, mas sem

diferenca entre si (p=0,949) (Figura 1A).
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A recuperacéo do reflexo postural no grupo exposto a 2,0 mg.L -! de etomidato
ocorreu em 203,7 + 26,78 s, sendo mais rapida que nos grupos expostos a 2,5 mg.L -
1(240,0 +£ 19,83 s), 3,0 mg.L " (294,0 + 18,61 s), 3,5 mg.L ' (373,2 £ 31,47 s) e 4,0
mg.L ' (417,4 = 30,03 s). Todos os grupos mostraram tempos de recuperagio
dependentes da concentragdao, com concentragdes mais altas resultando em tempos
mais longos para a recuperagdo do reflexo postural, indicando que o efeito foi
reversivel de forma mais lenta nos grupos que receberam concentragdes maiores
(Figura 1B).
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Figura 1. Laténcias médias (s) para perda do reflexo postural durante banhos de imersdo com
diferentes concentracdes de etomidato (A). Recuperacdo do reflexo postural apds contato com
diferentes concentragdes de etomidato (B). (ANOVA seguida do teste de Tukey; *p<0.05, **p<0.01 e
***p<0.001).

A analise comportamental mostrou que o etomidato (ETM) provocou paralisia
dos movimentos oculares no tambaqui durante a anestesia (Figura 2A), indicando um
aprofundamento do efeito anestésico. A laténcia para a paralisia ocular no grupo
tratado com 2 mg.L -' de ETM foi, em média, 193,7 + 316,79 s, sendo maior que nos
grupos tratados com 2,5 mg.L ' (169,8 + 10,60 s), 3,0 mg.L ' (131,8 + 17,82 s), 3,5
mg.L ' (97,67 £ 7,85 s) e 4,0 mg.L " (89,56 + 10,19 s). Assim, houve uma relagao
inversa entre a concentracdo de ETM e a laténcia para a perda dos movimentos
oculares, com as concentragdes mais altas apresentando menores laténcias (Figura
3A).
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Arecuperacao dos movimentos oculares apos 10 minutos de contato em banho
de imersao com ETM (Figura 2B) foi, em média, 186,6 £ 20,03 s no grupo tratado com
2,0 mg.L ', semelhante ao grupo de 2,5 mg.L ' (211,7 + 12,23 s) (p=0,135). No
entanto, esses tempos foram menores em comparagéo aos grupos tratados com 3,0
mg.L" (271,4 £21,70 s), 3,5 mg.L "' (350,7 £ 26,00 s) e 4,0 mg.L " (394,2 + 27,59 s),
com maiores concentragdes resultando em maior laténcia para a recuperagao dos

movimentos oculares (Figura 3B).

Etomidate anesthesia

2.5mg.L!

~ 3.5mg.L!

3.0 mg.L!

Control

Figura 2. Apresenta registro fotografico do movimento ocular do tambaqui. Ocorre paralisia do
movimento ocular durante o tratamento com diferentes concentracdes de ETM (A); Registro fotogréafico
da recuperacdo dos movimentos oculares do tambaqui em agua livre de etomidato (B). (As
concentragdes aumentam da esquerda para a direita).
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Figura 3. Laténcias médias (s) para perda do movimento sacadico dos olhos durante banhos de
imersao com diferentes concentracées de etomidato (A). Recuperagdo do movimento sacadico dos
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olhos apoés contato com diferentes concentragdes de etomidato (B). (ANOVA seguida do teste de Tukey;
**p<0,01 e ***p<0,001).

5.2 Anadlise eletrocardiografica

O ritmo cardiaco do grupo controle foi classificado como sinusal, operando a
uma frequéncia média de 88.00 £ 2.44 bpm, com todas as ondas do eletrocardiograma
claramente visiveis (Figura 4.A). Uma amplificacdo do tragado por 10 segundos,
detalhada na Figura 4.B, tornou possivel distinguir os elementos graficos que
representam cada fase do ciclo cardiaco: a onda P para a atividade dos atrios, o
complexo QRS para a atividade dos ventriculos e a onda T para a repolarizacao
ventricular. Essa distingdo foi fundamental para a analise dos intervalos durante e

apods a imersao em ETM.
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Figura 4. Tragado de registros eletrocardiografico demonstrando atividade cardiaca em juvenis de
Colossoma macopomum (A), amplificagdo dos ultimos 10 segundos do registro de 10 minutos (590 a
600s), demonstrando os grafoelementos avaliados no trabalho demonstrando a onda P, o complexo
QRS e onda T e variaveis como a frequéncia cardiaca (bpm), amplitude (mV), intervalos R-R, P-Q e Q-
T (ms) e duragéo do complexo QRS (ms), estdo indicados em vermelho (B).

O tratamento com ETM induziu uma bradicardia dose-dependente, evidenciada

pela redugéo na excitabilidade cardiaca nos registros de ECG (Figura 5 A-E), embora
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todos os animais tenham mantido o ritmo sinusal. Em comparacdo a frequéncia
cardiaca (FC) do grupo controle (88.00 + 2.44 bpm), os grupos tratados apresentaram
uma reducgao progressiva. Nas concentragdes de 2,0 e 2,5 mg.L™", a FC diminuiu para
43.78 + 2.33 bpm (reducgéo de 50,25%) e 37.78 + 3.073 bpm (redugao de 57,06%),
respectivamente. A bradicardia foi ainda mais severa nas doses de 3,0 mg.L™" (32.44
+ 2.40 bpm), 3,5 mg.L™ (29.33 £+ 1.41 bpm) e 4,0 mg.L™ (27.11 £ 2.66 bpm),
correspondendo a quedas de 63,13%, 66,67% e 69,19%. Notadamente, na
concentracdo mais alta, a atividade cardiaca diminuiu acentuadamente em 10 minutos
(Figura 5). A analise estatistica confirmou que essas diferencas foram significativas
entre a maioria dos grupos, com excegao das comparagdes entre 3,0 e 3,5 mg.L™
(p=0.093) e entre 3,5 e 4,0 mg.L™" (p=0.396) (Figura 5 F).

A amplitude do complexo QRS nédo foi significativamente alterada pelo
tratamento com ETM. O grupo controle apresentou uma média de 1.103 + 0.088 mV,
e os valores para os grupos tratados com 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 e 4.0 mg.L™" foram,
respectivamente, 0.967 + 0.222 mV, 1.048 + 0.102 mV, 0.933 £ 0.188 mV, 0.954 +
0.158 mV e 1.043 £ 0.188 mV. A analise estatistica confirmou a auséncia de diferencga
significativa entre todos os grupos (F(5,48)= 1.438; p=0.227), como ilustrado na Figura
5G.

O grupo controle registrou a menor média do intervalo RR (681.7 £ 19.00 ms),
valor significativamente inferior ao de todos os grupos tratados. Nos grupos expostos
a substancia, o intervalo RR médio aumentou de forma dependente da concentragao:
1368.0 £ 67.78 ms (2.0 mg.L™), 1593.0 + 139.9 ms (2.5 mg.L™"), 1854.0 + 136.4 ms
(3.0 mg.L™), 2048.0 £ 95.52 ms (3.5 mg.L™") € 2231.0 £ 223.2 ms (4.0 mg.L™"). Todas
as diferencas observadas entre os grupos foram estatisticamente significativas (Figura
5H).
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Figura 5. Atividade cardiaca em juvenis de Colossoma macropomum, durante banho de imersdo em
diferentes concentragcbes de etomidato (esquerdo). Amplificagcdo do registro nos ultimos 10 segundos
(590-600 s) (centro), para identificacdo das deflagracdes cardiacas, para tratamento nas concentragdes
de 2.0 mg.L-" (A), 2.5 mg.L"" (B), 3.0 mg.L"" (C), 3.5 mg.L-" (D) e 4.0 mg.L-! (E). Valores médios da
frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (bpm) (F), valores de média de amplitude do complexo
QRS (mV) (G), valores médios de intervalos RR (ms) (H) durante o tratamento com ETM. (ANOVA
seguida do teste de Tukey; *P<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; n=9).

A média do intervalo PQ no grupo controle foi de 130.6 £ 7.92 ms, nao diferindo
estatisticamente dos grupos tratados com 2.0 mg.L™" (138.6 £+ 7.41 ms; p=0.158) e 2.5
mg.L™" (139.2 £ 7.87 ms; p=0.102). No entanto, este valor foi significativamente menor

quando comparado as médias obtidas nas concentragbes de 3.0 mg.L™" (151.3 %
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6.124 ms), 3.5 mg.L™" (1551 £ 6.412 ms) e 4.0 mg.L™ (175.2 + 5.31 ms).
Adicionalmente, n&o houve diferenca significativa entre os grupos de 3.0 e 3.5 mg.L™
(p=0.853) (Figura 6 A).

A duragdo média do complexo QRS no grupo controle foi de 32.44 + 1.87 ms,
valor inferior ao de todos os grupos tratados. Entre estes, os grupos de 2.0 mg.L™"
(35.89 £ 1.61 ms), 2.5 mg.L™" (36.44 + 3.38 ms) e 3.0 mg.L™" (37.22 + 2.048 ms) nao
apresentaram diferenga estatistica entre si. Por sua vez, o tratamento com 3.5 mg.L™
(39.67 £ 1.50 ms) resultou em um QRS mais longo que o do grupo de 2.0 mg.L™,
enquanto a concentragédo de 4.0 mg.L™" (42.22 £ 3.308 ms) induziu o maior aumento

na duragcédo do complexo, superando todos os demais grupos (Figura 6 B).

Durante a indugao, o grupo controle registrou uma média do intervalo ST de
333.3 £ 10.76 ms. Este valor foi significativamente menor que os observados em todos
0s grupos tratados, os quais apresentaram um prolongamento do intervalo conforme
a dose aumentava: 378.6 + 10.26 ms (2.0 mg.L™), 425.4 + 11.49 ms (2.5 mg.L™),
456.4 + 18.37 ms (3.0 mg.L™"), 460.8 £ 11.13 ms (3.5 mg.L™") € 487.9 + 10.87 ms (4.0
mg.L™"). Aanalise estatistica revelou diferencga significativa entre todos os grupos, com
a notavel excecdo dos tratamentos com 3.0 e 3.5 mg.L™", que se mostraram
semelhantes (p=0.981) (Figura 5 C).
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Figura 6. Valores de média do intervalo P-Q (ms) (A), duragdo do complexo QRS (ms) (B) e intervalo
ST (ms) (C) durante a exposigdoao ETMa2.0mg.L",25mg.L"',3.0mg.L"',3.5mg.L"e4.0
mg . L' . (ANOVA seguida do teste de Tukey; *P<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; n=9).
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ApoOs a exposicao ao ETM, observou-se uma reversido gradativa e dose-
dependente das alteragbes eletrocardiograficas em todas as concentragdes testadas
(2.0 a 4.0 mg.L™). O ritmo cardiaco permaneceu sinusal e a frequéncia cardiaca
aumentou progressivamente, tendendo aos valores do grupo controle. No entanto, a
velocidade de recuperacdo foi inversamente proporcional a concentragao;
concentragbes mais altas necessitaram de mais de 10 minutos para uma reversao
parcial. O grupo tratado com 2.0 mg.L™ foi o unico que atingiu uma média de
frequéncia cardiaca (85.78 + 1.56 bpm) estatisticamente semelhante a do grupo
controle (88.00 £ 2.44 bpm; p=0.280). A partir da concentragdo de 2.5 mg.L™,
observou-se uma bradicardia residual significativa, que se intensificou
progressivamente com o aumento da dose: 84.22 + 2.33 bpm (2.5 mg.L™"), 62.89 %
2.84 bpm (3.0 mg.L™"), 50.22 £ 1.56 bpm (3.5 mg.L™") € 43.78 £ 2.10 bpm (4.0 mg.L™"),
com percentual de recuperagado da frequéncia cardiaca em relagdo ao controle de
95,70% (2.5 mg.L™"), 71,46% (3.0 mg.L™"), 57,06% (3.5 mg.L™). O grupode 4.0 mg.L™
registrou a menor frequéncia cardiaca com percentual de 49,75%. E importante notar
que nao foram observadas arritmias durante este periodo (Figuras 7 A-E). Apesar
disso, o ritmo permaneceu sinusal em todos os grupos, com uma tendéncia gradual
de retorno a normalidade, confirmando que concentragdes mais altas exigiram mais

tempo para reverter a bradicardia (Figura 7 F).

Durante o periodo de recuperagcdo, a amplitude do complexo QRS néo
apresentou variagao estatisticamente significativa entre os grupos, conforme indicado
pela analise de variancia (F(5, 48) = 0,2785; p=0,922). O valor médio do grupo controle
foi de 1,103 + 0,088 mV, e os valores para os grupos tratados foram: 1,128 + 0,122
mV (2.0 mg.L™), 1,12 £ 0,088 mV (2.5 mg.L™), 1,074 £ 0,115 mV (3.0 mg.L™"), 1,09 £
0,11 mV (3.5mg.L™") e 1,131 £0,184 mV (4.0 mg.L™) (Figura 7 G).

A recuperacgao do intervalo RR demonstrou um efeito limiar, com a reversao
completa do efeito ocorrendo apenas nas concentracdes mais baixas. O valor médio
do grupo controle (681,7 + 19,00 ms) nao apresentou diferenga estatistica do grupo
tratado com 2.0 mg.L™ (699,1 £ 12,94 ms; p=0,916) e do grupo de 2.5 mg.L™" (712,4
1 20,09 ms; p=0,501). Contudo, a partir de 3.0 mg.L™", a recuperagéao foi incompleta,
resultando em um prolongamento significativo e dose-dependente do intervalo RR,
com médias de 958,8 + 42,05 ms (3.0 mg.L™), 1194 £ 39,09 ms (3.5 mg.L™") e 1373 £
63,53 ms (4.0 mg.L™") (Figura 7 H).
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Figura 7. Atividade cardiaca em juvenis de Colossoma macropomum, durante a recuperagdo apos
banho de imersdo com diferentes concentragcbes de ETM (esquerdo). Amplificacdo do registro nos
ultimos 10 segundos (590-600 s), para identificagdo das deflagragbes cardiacas (centro), no periodo
de recuperagdo apds banho de imersdo com as seguintes concentragdes de ETM: 2.0 mg.L" (A), 2.5
mg.L* (B), 3.0 mg.L-" (C), 3.5 mg.L-" (D) e 4.0 mg.L-" (E). Valores médias de frequéncia cardiaca (bpm)

(F); valores de média de amplitude do complexo QRS (mV) (G); valores médios de RR (ms

) (H).

(ANOVA seguida do teste de Tukey; *P<0,05, **p<0.01, ***p<0.001; n=9).

A recuperacdo do intervalo PQ foi considerada completa em todas as

concentracgodes, visto que nenhum grupo tratado apresentou diferenca estatistica em

relagdo ao grupo controle (130,6 £ 7,92 ms). Os valores médios para os grupos de
2.0, 2.5, 3.0, 3.5 e 4.0 mg.L™" foram, respectivamente, 127,3 + 8,10 ms (p=0,893),
124,2 £ 8,715 ms (p=0,310), 125,0 £+ 3,16 ms (p=0,455), 126,6 + 3,43 ms (p=0,773) e

135,7 £ 4,69 ms (p=0,547). Apesar da semelhanga geral com o controle, uma analise
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mais detalhada revelou que o valor na concentragdo de 4.0 mg.L™ foi

significativamente superior aos dos grupos de 2.5, 3.0 e 3.5 mg.L™" (Figura 8 A).

A recuperacéao do intervalo ST foi completa para as concentragdes de até 3.0
mg.L™". Nesse intervalo de doses, os valores dos grupos tratados com 2.0 mg.L™
(320,4 £ 12,62 ms; p=0,262), 2.5 mg.L™ (329,9 £ 9,68 ms; p=0,990) e 3.0 mg.L™
(344,9 + 9,714 ms; p=0,379) nao apresentaram diferenca estatistica em relacéo ao
grupo controle (333,3 + 10,76 ms). Em contraste, nas concentragdes mais altas a
recuperagcdo foi incompleta, resultando em um prolongamento significativo do
intervalo. Os grupos de 3.5 mg.L™ (372,6 £+ 19,75 ms) e, de forma ainda mais
acentuada, o de 4.0 mg.L™ (395,9 = 9,18 ms) registraram valores significativamente

maiores que os do grupo controle (Figura 8 C).
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Figura 8. Valores médios dos parametros cardiacos durante a recuperagao a exposigéo a diferentes
concentragdes de ETM em banho de imersdo a 2.0 mg.L-", 2.5 mg.L', 3.0 mg.L-", 3.5 mg.L-" € 4.0 mg.L-
1. Valores de médias de intervalos PQ (ms) (A); duragdo do complexo QRS (ms) (B) e intervalo QT (ms)
(C). (ANOVA seguida do teste de Tukey; *P<0,05, **p<0.01, ***p<0.001; n=9).

5.3 Analise opercular

O tratamento com ETM (2.0 a 4.0 mg.L™) induziu uma redugéo significativa e
dose-dependente na frequéncia do movimento opercular (omm) em comparagéo ao
grupo controle. Enquanto o grupo controle apresentou uma média de 69,33 + 3,162
omm, os grupos tratados exibiram uma diminuigdo progressiva, que variou de 24,18%
(52,56 + 3,208 omm) na menor concentracdo até 40,70% (41,11 £ 1,76 omm) na maior.

Os valores intermediarios foram de 50,22 + 1,85 omm (-27,56%) para 2.5 mg.L™,
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48,00 £ 1,73 omm (-30,73%) para 3.0 mg.L™", e 42,67 + 2,64 omm (-38,45%) para 3.5
mg.L™". A analise estatistica detalhada revelou que os grupos de 2.0, 2.5 e 3.0 mg.L™
foram semelhantes entre si (p=0,358), assim como os grupos de 3.5 e 4.0 mg.L™
(p=0,766). No entanto, o segundo bloco (3.5 e 4.0 mg.L™") apresentou uma redugao

significativamente maior que a do primeiro (Figura 9 A-G).

Durante a indugao anestésica, a poténcia média dos movimentos operculares
do grupo controle, de 109,0 + 6,515 x 107* mV?/Hz, foi significativamente maior que a
de todos os grupos tratados com ETM. Os valores de poténcia para as concentragdes
de2.0mg.L™, 2.5mg.L™",3.0mg.L™", 3.5mg.L™" e 4.0 mg.L™" foram, respectivamente,
29,08 + 3,56, 22,78 + 8,42, 28,42 + 13,38, 17,29 £ 0,99 e 12,40 * 3,24 (unidade de x
1072 mV?#/Hz). Dentre estes, os dois grupos de maior concentracao (3.5 e 4.0 mg.L™)
apresentaram os menores valores de poténcia e nao diferiram estatisticamente entre
si (p=0,750) (Figura 9 H).
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Figura 9. Registro da atividade opercular em juvenis de Colossoma macropomum, durante banho de
imersdo em diferentes concentragdes de ETM (esquerdo). Amplificagdo do registro nos ultimos 10
segundos (590-600 s) (centro), para identificagdo das alteragbes dos registros de movimento opercular
por minuto (omm), para o grupo controle (A), para tratamento nas concentragdes de 2.0 mg.L-" (B), 2.5
mg.L* (C), 3.0mg.L" (D), 3.5 mg.L-! (E) e 4.0 mg.L-! (F). Valores médios da frequéncia de movimentos
operculares por minuto (G) e valores de média de poténcia do movimento opercular (mV2/Hz) (H).
(ANOVA seguida do teste de Tukey; *P<0.05, **p<0.01, ***p<0.001; n=9).

A recuperacgao da frequéncia do movimento opercular (omm) foi completa na
maioria das concentragdes, com excecao da dose mais elevada. Os grupos tratados
com2.0mg.L™" (70,44 + 3,28 omm; p=0,989), 2.5 mg.L™" (67,33 + 5,56 omm; p=0,877),
3.0 mg.L™" (67,78 + 4,055 omm; p=0,954) e 3.5 mg.L™" (64,89 + 2,84 omm; p=0,159)
apresentaram médias estatisticamente semelhantes a do grupo controle (69,33 *
3,162 omm). Em contraste, o grupo tratado com 4.0 mg.L™" exibiu uma recuperagao
apenas parcial, com uma frequéncia de 58,22 + 3,52 omm, valor significativamente

inferior ao dos demais grupos (Figuras 10 A-E, G).

Arecuperagéao da poténcia dos movimentos operculares (omm) foi considerada
completa em todas as concentragdes, visto que nenhum grupo tratado apresentou
diferenca estatistica em relagéo ao grupo controle (109,0 + 6,515 x 107 mV?#Hz). As
médias de poténcia para os grupos de 2.0, 2.5, 3.0, 3.5 e 4.0 mg.L™" foram,
respectivamente, 117,6 + 17,93, 106,2 £ 9,41, 112,8 £ 5,94, 99,78 + 13,36 € 96,78 *

8,48 (todos em x 1072 mV?/Hz). No entanto, ao comparar os grupos tratados entre si,
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foi observado que a poténcia no grupo de 4.0 mg.L™" foi significativamente menor do

que a registrada nos grupos de 2.0 mg.L™" e 3.0 mg.L™" (Figura 10 G).
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Figura 10. Registro da movimentagao opercular em juvenis de Colossoma macropomum, durante a
recuperacao apos banho de imersao com diferentes concentragées de ETM (esquerdo). Amplificagcao
do registro nos ultimos 10 segundos (590-600 s), para identificacdo dos registros (centro), no periodo
de recuperagdo apds banho de imersdo com as seguintes concentragdes de ETM: 2.0 mg.L" (A), 2.5
mg.L" (B), 3.0 mg.L"" (C), 3.5 mg.L"" (D) e 4.0 mg.L" (E). Valores médias de movimentagao opercular
por minuto (F); valores de média de poténcia do movimento opercular (mV?/Hz) (G). (ANOVA seguida
do teste de Tukey; *P<0,05, **p<0.01, ***p<0.001; n=9).



38

6 DISCUSSAO

Embora o etomidato seja um anestésico consolidado na literatura para peixes,
o presente estudo € pioneiro ao investigar seus efeitos em altas concentragcbes na
espécie Colossoma macropomum (Tambaqui). Nossos resultados demonstram que
todas as concentracdes testadas foram eficazes, induzindo a anestesia de forma
dose-dependente. Especificamente, as concentragdes a partir de 2.5 mg.L™" levaram
a indugdo em menos de 3 minutos, tempo considerado ideal pela literatura (Ross and
Ross, 2008; et al., 2008), enquanto a dose de 2.0 mg.L™" resultou em um tempo
ligeiramente superior a este marco. Este resultado para a dose de 2.0 mg.L™" é
particularmente interessante quando comparado a outros estudos, que reportaram
tempos de inducao de aproximadamente 2 minutos para Perca fluviatilis L. e 4 minutos
para Sparus aurata L. com a mesma concentragao (Rozynski et al., 2018; Jerez-Cepa
et al., 2021). Tais variagdes entre espécies reforgcam a necessidade fundamental de

investigacdes anestésicas especificas para cada organismo-alvo.

A avaliagao da recuperacao anestésica, mensurada pelo retorno do reflexo de
postura, demonstrou a eficacia do etomidato em todas as concentragdes testadas,
com todos os animais se recuperando em menos de 7 minutos. De forma notavel, nas
concentragbes de 2 a 3 mg.L™", a recuperagao ocorreu em um periodo inferior a 5
minutos, alinhando-se ao tempo considerado ideal por Ross e Ross (2008). Embora
as concentragées mais elevadas (3,5 e 4 mg.L™) tenham provocado um discreto
retardo nesse processo, a recuperagao transcorreu sem intercorréncias clinicas. O
desempenho do etomidato em tambaquis mostra-se superior quando comparado a
outros estudos, como o de Amend, Goven e Elliot (1982), que reportaram tempos de
recuperacao de 13 a 23 minutos para Xiphophorus maculatus. Em concordancia com
estes resultados, o trabalho de Narumanchi et al. (2025) com peixes-zebra também
demonstrou uma reversibilidade anestésica mais lenta na concentragdo de 4 mg.L™",
sendo o tempo de recuperagao superior ao observado para a tricaina e o eugenol.
Adicionalmente, o tempo de recuperagao observado foi mais rapido do que o relatado
para diversos compostos naturais (Bonjink et al., 2016; Saccol et al.,, 2017;
Baldisserotto et al., 2018; Silva et al., 2020; Brandao et al., 2021), consolidando o

etomidato como um anestésico de recuperagao rapida para a espécie.
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Adicionalmente, o movimento ocular foi monitorado como um indicador da
profundidade anestésica. Durante a indugéo, observou-se que a perda do movimento
ocular foi quase simultanea a supressao do reflexo postural. Este achado corrobora
as observagdes de Da Fonseca et al. (2024), que também registraram a perda do
movimento sacadico em tambaquis com o aprofundamento da crioanestesia. Em
contraste, o padrédo durante a recuperagdo foi assincrono, com o retorno do
movimento ocular precedendo a restauracéo do reflexo de postura. Essa recuperacao
precoce do comportamento éptico estd em consonancia com a premissa de Leyden
et al. (2022), que afirmam que a supressao de respostas reflexivas, como a 6ptica,
representa um desafio maior para os anestésicos. A reativacdo mais rapida deste
reflexo, antes da recuperagéo motora completa, sugere que o movimento ocular € um

parametro sensivel para identificar os estagios iniciais da reversédo anestésica.

As analises eletrocardiograficas revelaram que a indugao anestésica promoveu
uma acentuada diminuicdo da frequéncia cardiaca, caracterizada como bradicardia
sinusal. Este efeito foi dose-dependente, mostrando-se mais intenso nas
concentracbes mais altas do anestésico. Consequentemente, observou-se um
aumento proporcional no intervalo RR no tragado eletrocardiografico. Este resultado
estd em consonancia com o trabalho de Souza et al. (2024), que também registraram
bradicardia em tambaquis ao utilizar metanossulfonato de tricaina (MS-222). A
depressao cardiaca induzida por anestésicos em peixes é amplamente interpretada
como um resultado indireto da depressao do sistema nervoso central, conforme
sustentado por diversos autores (Souza et al., 2019; Vilhena et al., 2022; Souza et al.,
2024; Da Paz et al., 2024).

Apesar da depressao cardiaca observada durante a inducao, os efeitos foram
totalmente reversiveis na fase de recuperacdo em todas as concentracdes, embora a
normalizagédo tenha sido mais lenta nos animais expostos as doses mais elevadas.
Um achado de grande relevancia clinica foi a manutengdo do ritmo sinusal e a
auséncia de arritmias durante todo o periodo de recuperagdo, mesmo nas
concentragbes mais altas (3-4 mg.L™") onde a frequéncia cardiaca nao retornou
completamente aos valores basais no tempo observado. A analise do tracado
eletrocardiografico indicou a normalizagdo da despolarizagéo ventricular; contudo, o
intervalo ST permaneceu prolongado nas concentragdes de 3,5 e 4 mg.L™". Este perfil

de seguranga cardiaca contrasta significativamente com os achados para outros
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anestésicos sintéticos em tambaqui. Estudos anteriores relataram a ocorréncia de
arritmias durante a recuperagao anestésica com propofol (Souza et al., 2019) e com
a tricaina (Souza et al., 2024). Dessa forma, os resultados sugerem que o etomidato
possui um perfil de seguranga superior no que tange a estabilidade do ritmo cardiaco,

nao induzindo os padrdes de arritmia documentados para outros agentes na espécie.

A monitorizagao da atividade respiratéria € um componente critico da anestesia
em peixes, uma vez que os anestésicos tipicamente induzem a supressao do aparelho
branquial, sendo essencial que o ritmo se mantenha regular (Soldatov, 2021; Neiffer,
2021; Bronstad, 2022). No presente estudo, o etomidato promoveu uma diminui¢gao
dose-dependente da frequéncia respiratdria, com redugdes variando entre 24% e
40%. Notavelmente, a depressao respiratoria observada foi menos acentuada do que
a relatada para o tambaqui com outros agentes. A frequéncia respiratéria manteve-se
superior aquela registrada com o uso de propofol (Souza et al., 2019) e mentol (Costa
et al., 2022). Adicionalmente, tanto a frequéncia quanto a poténcia opercular
diminuiram em menor grau do que o observado com o 6leo essencial de citronela
(Barbas et al., 2017). Apesar deste perfil respiratério mais seguro, a redugédo na
frequéncia e na amplitude dos movimentos operculares nas concentracdes mais altas
de etomidato pode, ainda assim, comprometer a eficiéncia da difusdo de oxigénio nos
filamentos branquiais. Sugere-se que esta potencial limitagdo na captagao de oxigénio
possa estar diretamente relacionada ao retardo na recuperagao do reflexo de postura,

explicando o efeito dose-dependente observado neste parametro.

A depressao respiratoria induzida pelo etomidato demonstrou ser um efeito
transitorio, com os peixes sendo capazes de restabelecer a atividade respiratéria
durante o periodo de recuperagcdo. Na maioria das concentragdes, a frequéncia
respiratoria retornou a niveis semelhantes aos do grupo controle. A excegéo foi
observada na dose mais elevada (4 mg.L™"), na qual a frequéncia permaneceu
aproximadamente 15% abaixo dos valores basais. Este padrédo de recuperagao mais
lenta em altas concentragdes é consistente com o observado para outros anestésicos
em tambaqui, como o mentol e o 6leo de citronela (Barbas et al., 2017; Costa et al.,
2022). De forma similar, a poténcia opercular foi restituida em todos os grupos, embora
também tenha apresentado seu menor valor de recuperagcdo na concentracado de 4

mg.L™". Portanto, apesar de uma recuperacdo dose-dependente mais lenta, os
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resultados confirmam a total reversibilidade dos efeitos do etomidato sobre a funcao

respiratoria da espécie, reforgando seu perfil de seguranca.

8 CONCLUSAO

Em conclusao, este estudo demonstrou que o etomidato € um anestésico seguro
e eficaz para juvenis de tambaqui, sendo utilizado dentro da janela terapéutica de 2 a
3 mg.L™. Nessas concentragbes, foi observada uma reversibilidade positiva dos
efeitos, com indugéo anestésica adequada para manejos curtos e uma recuperagao
gradual e sem excitabilidade. Contudo, o trabalho ndo recomenda o uso de doses
superiores, uma vez que 0O risco de severa depressao hemodinamica e a lenta

recuperacao superam os beneficios de uma indugado mais rapida.

A lenta reversdo do quadro anestésico em doses elevadas sugere que a
interacdo do farmaco com o sistema nervoso central, possivelmente via sua alta
afinidade pelo receptor GABA-A, € um fator crucial que governa o tempo de
recuperacao. Diante disso, recomendam-se estudos complementares focados nos
mecanismos neurofarmacolégicos para elucidar essa dinamica e, assim, refinar ainda
mais os protocolos anestésicos para a espécie, consolidando praticas de manejo cada

vez mais seguras e humanizadas.
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