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RESUMO 

REGINATO, LUCIANO AMADEU. M. CF, Universidade Vila Velha – ES, setembro 
de 2022. Respostas de estresse em lambari (astyanax lacustris) 
anestesiado com óleo essencial de erva cidreira (lippia alba). Orientador:    
Dr. Levy de Carvalho Gomes.  

O transporte e manuseio de peixes ocasiona estresse nos indivíduos e interfere 
diretamente em suas atividades naturais, sendo necessário sua anestesia para 
diminuição da letalidade e lesões traumáticas advindas pelo transporte. Os 
anestésicos utilizados atualmente são majoritariamente sintéticos e com custo 
elevado de obtenção, mas existem compostos naturais e com custos menores 
que apresentam a mesma função, como o óleo essencial de Lippia alba (OELA). 
Porém, os óleos são substâncias hidrofóbicas e necessitam da utilização de 
dispersantes para maior diluição do produto e maior aproveitamento. Ademais, 
o presente trabalho teve como objetivo verificar as respostas de estresse 
causadas pela anestesia utilizando o óleo essencial de Lippia alba em lambaris 
(Astyanax lacustris) em nível molecular e celular, com utilização de etanol como 
dispersante e tween.  Após a anestesia e recuperação dos indivíduos, a partir da 
coleta de sangue foi realizada a dosagem de glicose e lactato e posteriormente 
a dosagem de cortisol. Para a análise da expressão gênica da enzima HSP 70 
utilizou-se o fígado para obtenção de DNA complementar e posterior análise de 
PCR em tempo real. Os animais anestesiados com OELA na concentração de 
250 ul/L com dispersante tween e etanol por um período de 10 minutos, 90,75% 
se encontraram anestesiados profundamente (estágio III). O dispersante tween 
e etanol apresentaram diferença significativa (p<0,05) quando comparados 
apenas no estágio II de anestesia em 10 minutos. A glicose apresentou aumento 
logo após a anestesia utilizando OELA na concentração de 250 ul/L com 
dispersante tween e etanol, mas apresenta diminuição posterior na exposição de 
10 minutos. O lactato teve uma diminuição em relação ao grupo controle nas 
duas situações. O cortisol teve um aumento nos grupos anestesiados em relação 
ao grupo controle. A expressão gênica da enzima HSP 70 não apresentou 
diferença significativa entre os grupos controle, tween com OELA e etanol com 
OELA. A anestesia dos animais por um período de 15 minutos apresentou alta 
taxa de letalidade dos organismos (66,66%) e alta glicose sanguínea. Portanto, 
nota-se que o OELA é um anestésico eficiente e seguro para Astyanax lacustris 
no tempo de anestesia de 10 minutos, não acarretando estresse, e podendo ser 
utilizado para manejo e transporte de indivíduos por menor custo e com 
segurança para os animais. 

PALAVRAS CHAVES: Lippia Alba - Anestésico – Estresse – Óleo Essencial – 
HSP70 – expressão gênica. 

 

 

 
 



11 

 

ABSTRACT 

 

REGINATO, LUCIANO AMADEU. M. CF, University of Vila Velha – ES, 
September de 2022. Stress responses in lambari (Astyanax lacustris) 
anesthetized with lemon balm essential oil (lippia alba). Advisor: Dr. Levy de 
Carvalho Gomes. 
 
The transport and arrivals of fish directly interfere with their natural activities, 
requiring their anesthesia to increase the lethality and traumatic ad transport. The 
Compounds All the compounds are essentially synthetic and cost-heavy high-
cost, but they exist on the same basis as the smaller OELA work. However, 
hydrophobic substances are important in the use of dispersants for greater 
product dilution and greater use. In addition, the work aimed to control the cellular 
stress responses presented by anesthesia using the essential oil of Lip alba in 
lambaris (Asstyanax lacustris) at the molecular level and tween, using ethanol as 
a dispersant and tween. After anesthesia and capacity tests, from the blood 
collection, glucose and lactate analysis was performed and later the cortisol 
measurement. For the analysis of the gene expression of the HSP 70 enzyme, 
the power to complement the DNA and subsequent real-time PCR analysis was 
used. The animals anesthetized with OELA at a concentration of 250 ul/L with 
tween dispersant and ethanol for a period of 10 minutes, 90.75% were deeply 
anesthetized (stage III). The tween and ethanol significantly differed (p<0.05) 
when compared only in stage II anesthesia in 10 minutes. Glucose presented 
shortly after anesthesia using OELA at a concentration of 250 µl/L with dispersant 
between and ethanol, but shows further increase at 10 min exposure. Lactate 
had an increase in relation to the control group in both situations. Cortisol was 
increased in the anesthetized groups compared to the control group. The gene 
expression of the HSP 70 enzyme showed no significant difference between the 
control, tween with OELA and ethanol with OELA groups. Anesthesia of the 
animals for a period of 15 minutes showed a high lethality rate of the organisms 
(66.66%) and high blood glucose. Therefore, OELA is a little bit more efficient for 
Astyana in 10 minutes stress time and can be used to manage and transport to 
smaller animals cost and safely. 
 
KEYWORDS: Lippia Alba - Anesthetic - Stress - Essential Oil - HSP70 - gene 
expression. 
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INTRODUÇÃO 

1.1 ANESTÉSICOS EM PEIXES 

O manuseio e o transporte de peixes é uma situação estressante e que 

demanda energia, obtida através de glicogenólise, glicogênese e aumento na 

produção de proteínas (MOMMSEN et al., 1999; PANKHURT, 2011). Qualquer 

estímulo ou manejo que cause estresse pode gerar uma ou mais mudanças 

fisiológicas e\ou de comportamentos, que podem ocasionar diminuição da 

alimentação, mudança na natação, sensibilidade, e consequentemente atrasar 

o crescimento e a mortalidade (BARTON, 1997). 

A utilização de anestésicos, advindos de forma sintética ou natural, em 

concentrações sedativas durante o manuseio de peixe tem sido um instrumento 

essencial para diminuir os estímulos, sensibilidade, tempo de natação e estresse 

dos peixes (ROSS E ROSS, 2008; ZAHL et al., 2010, ASADI et al., 2018; SOUZA 

et al., 2015; ZEPPENFELD et al., 2016). Seu uso como sedativo para manuseio 

iniciou-se a partir de observações dos índios americanos que depositavam 

Rodenona (Derris elliptica) para sedar e capturar os peixes na natureza (GIMBO, 

2008). 

Atualmente, sabe-se que os anestésicos são eficientes na redução ou 

diminuição do estresse aos peixes, na redução de estímulos visuais, no consumo 

de oxigênio e na mobilidade dos peixes, evitando assim lesões traumáticas 

durante o manuseio do animal e transporte, diminuindo a taxa de mortalidade. 

(CUNHA et al., 2010).  Mesmo a anestesia parecer diminuir o impacto de agentes 

estressores, é importante a determinação de concentrações seguras dos 
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fármacos com propriedades anestésicas para se evitar efeitos adversos na 

prática, pois a uso de quantidade excessiva de anestésico pode promover 

alterações metabólicas e até a morte dos animais (PARK et al., 2008; Souza et 

al., 2017). 

 Os anestésicos mais usados nas pisciculturas são o MS 222 (tricaína 

metanosulfonato), 2-fenoxietanol e a quinaldina, que possuem custo elevado, o 

que dificulta a aquisição pelos pequenos criadores, evidenciando a necessidade 

da obtenção de anestésicos de origem natural que apresentam baixo custo de 

obtenção. Dentre os produtos naturais que vem sendo estudados, tem-se os 

óleos essenciais, como de Lippia alba, Ocimum gratissimum e Aloysia triphylla, 

que apresentam propriedades anestésicas em organismos aquáticos e vem 

apresentando resultados satisfatórios (AZAMBUJA et al., 2011; BENOVIT et al., 

2012; PARODI et al., 2012; SILVA et al., 2012).   

 As respostas metabólicas e antioxidantes dos peixes submetidos a 

anestésicos ainda é pouco investigada (TONI et al., 2015; PARODI et al, 2012), 

necessitando de mais pesquisas na área. Embora as substancias anestésicas 

vem sendo utilizadas para minimizar estes efeitos estressantes. (CUNHA et al 

2010). 

1.2  ÓLEOS ESSENCIAIS COMO ANESTÉSICOS PARA PEIXES 

O uso de óleos essenciais extraídos de plantas, como Lippia alba e 

Syzgium aromaticum, utilizados como anestésico para peixes parece ser uma 

opção viável frente ao alto custo e dificuldades em aquisição dos produtos 

químicos disponíveis no mercado para esta finalidade. (CUNHA et al. 2010; 
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AWAAD, 2017). O óleo de cravo da índia (Syzgium aromaticum), o qual possui 

como principal constituinte o eugenol, foi reconhecido como anestésico efetivo 

para sedar peixes (SOTO & BURHANUDDIM, 1995). 

O Eugenol é um depressor do sistema nervoso central, utilizado 

principalmente em odontologia e medicina como antisséptico, analgésico e 

anestésico (DAVIDSON et al., 2000), possui ação efetiva em baixas 

concentrações, reduzindo o estresse, segundo estudo em salmão do Atlântico 

(Salmo salar), constituindo baixo custo, fácil aquisição e é uma mistura de 

substâncias orgânicas segura para o meio ambiente (IVERSEN et al., 2013). 

O gênero Lippia inclui aproximadamente 200 espécies de pequenos 

arbustos. A Lippia Alba (erva cidreira) é uma planta medicinal nativa e muito 

usada na América Central, na África do sul e no Sul dos Estados Unidos Da 

América. O óleo essencial das folhas desta planta é um anestésico e vem se 

mostrando uma alternativa viável como anestésico em peixes (SOARES & 

TAVARES – DIAS 2013; TERBLANCHE & KORNELIUS, 1996; HENNEBELLE et 

al., 2008). 

Dentre os óleos essenciais, a Lippia Alba (erva cidreira) tem sido a 

espécie mais estudada do gênero, do ponto de vista farmacológico e o Óleos 

essenciais de Lippia alba (EOLA) tem benefício à saúde como: atividade anti-

inflamatória, ansiolítica e propriedades bioativas. A Lippia Alba é fácil de ser 

cultivada, possui um grande potencial agronômico, com um desenvolvimento 

rápido, propagação clonal e rusticidade, sendo promissora para as indústrias 

químicas e farmacêuticas (YAMAMOTO et al. 2008; SACCOL et al., 2013). As 

atividades sedativas e miorrelaxante de Lippia Alba já são utilizadas pela 
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medicina popular e já foram evidenciadas em roedores (ZÉTOLA et al., 2002). 

A atividade neurossedativa de LA já estudada em diversos espécie 

aquática. Em jundiá (Rhamdia quelen) observou a eficácia anestésica com 

diminuição dos níveis de cortisol plasmático sem alterar o odor e sabor dos filés, 

sendo usada nas concentrações de 5 a 500 μL L em tempo máximo de 

observação igual a 30 minutos (CUNHA et al., 2010). 

Os anestésicos são agentes químicos ou físicos, que com o aumento da 

exposição ou da concentração, sedam um animal e depois causam perda de 

mobilidade, equilíbrio, consciência e das reações reflexas, por evitarem o início 

e condução do impulso nervoso (SUMMERFELT & SMITH, 1990). Em peixes, os 

estágios de anestesia se dividem em cinco estágios (Tabela 1), sendo o último a 

morte do animal, notáveis em comportamento. 

Tabela 1. Estágios de anestesia em peixes*  

Estágios Descrição Comportamento  

0  Normal  Reativos a estímulos externos; batimentos 
operculares normais; reação muscular normal.  

1 Sedação leve  Natação agitada, aumento movimento 
opercular, reativo a estímulos externos.  

2 Sedação profunda  Perda parcial equilíbrio e tônus muscular, 
queda do movimento opercular. 

3 Anestesia 
profunda 

Perda total equilíbrio e tônus muscular, 
batimento opercular lento. 

4 Colapso medular Parada da ventilação e morte eventual. 

*Modificada de Ross & Ross 2008. 
 

1.3 ESTRESSE EM PEIXES EXPOSTOS AOS ANESTÉSICOS 

Os peixes expressam um conjunto de respostas fisiológicas frente ao fator de 

estresse, que consistem no reconhecimento do estressor pelo sistema nervoso 

central, na qual são notadas as reações hormonais do eixo Hipotálamo-hipófise-
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interrenais (HHI), e com liberação das catecolaminas e do cortisol (BARTON & 

IWANA, 1991). O aumento de catecolaminas e de cortisol plasmático resulta em 

aumento da atividade cardíaca e respiratória, alterando a circulação e a 

capacidade de trocas gasosas nas brânquias. Além disso, causam alterações no 

desbalanço de sódio (Na+), cloro (Cl-), potássio (K+) e amônia plasmáticos 

(MOMMSEN et al., 1999). 

Para se proteger contra o estresse oxidativo, os organismos desenvolveram 

defesas antioxidantes, que incluem enzimas como superóxido dismutase e 

catalase (SABERGO et al., 2015) que auxiliam na detecção de estresse. 

Ademais, a glicose plasmática tem um importante papel no metabolismo de 

peixes, sendo outro importante indicador juntamente com Cortisol, para 

diagnosticar a ocorrência de estresse fisiológico (WEDEMEYER et al., 1990).  

Em um estudo realizado utilizando Líppia Alba como anestésico em 

tilápias, não se detectou nenhuma morte após quatro horas de transporte dos 

peixes, além de notar-se que os níveis de glicogênio e lactato no fígado e 

músculo foram significativamente menores em todos os grupos transportados 

com a Lippia Alba em comparação com grupo controle (sem anestésico) 

(SALBEGO et al, 2017). Em comparação, um estudo utilizando benzocaína na 

água dos tanques de transporte de Matrinxã (Brycon amazonicus), notou-se o 

aumento dos níveis de cortisol plasmático, concluindo que não houve diminuição 

da resposta fisiológica ao estresse do transporte (HOSHIBA et al 2009). 

É valido ressaltar também que variações mínimas na dose de benzocaína 

podem provocar alterações significativas na glicose sanguínea e glicogênio 

hepático, sugerindo cuidado a utilização do mesmo para prevenir a morte ou 
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injúria física pelo uso de concentração inadequadas (CARNEIRO et al., 2002). 

1.4 DISPERSANTES PARA ÓLEOS ESSENCIAIS 

Os efeitos anestésicos e sedativos do EO de Lippia alba foram 

comprovados em indução anestésica de várias espécies de peixe (CARNEIRO 

et al., 2002; BENOVIT et al., 2012; HOHLENWERGER et al., 2016; CUNHA et 

al., 2017; ALMEIDA et al., 2019). Entretanto, os EO são imiscíveis em água, 

sendo necessário um tensoativo para tornar o produto efetivo. Essas substâncias 

apresentam em sua estrutura molecular uma região apolar e outra polar e, que 

levam à formação de emulsões água em óleo (A/O) ou óleo em água (O/A). 

Portanto, reduzem a tensão interfacial entre os líquidos, diminuindo, assim, a 

energia necessária para dispersar um líquido do outro, dividindo uma das fases 

do sistema heterogêneo em pequenos glóbulos, o que resulta em um aumento 

considerável da superfície de contato e mistura de fases (ELFIYANI et al., 2017). 

O etanol é o produto mais utilizado para esse fim, geralmente na 

proporção de 1:10. Com a utilização do etanol é perceptível a formação de um 

sistema heterogêneo, em que o EO fica na superfície do tanque enquanto o 

solvente se dilui na água, o que dificulta a disponibilidade de compostos e, 

consequentemente, a sua absorção pelos animais (POSTAY et al. 2019). Um 

estudo realizado por POSTAY (2019), demostrou que a formação de emulsão de 

óleo de Lippia alba em Polisorbato 20 (Tween20) antecipa a indução anestésica 

comparado com a solução de etanol. Obtendo assim uma indução mais rápida 

de anestesia, concluindo que houve aumento da miscibilidade do óleo na água 

no processo de anestesia por imersão. 
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1.5 ASTYANAX LACUSTRIS (LAMBARI) 

 
O lambari (Astyanax lacustris) é uma espécie de peixe de pequeno porte 

que atinge cerca de 10 a 15 cm de comprimento, chegando a atingir 60 gramas 

de peso, possui hábito alimentar onívoro, seu crescimento é rápido 

(RODRIGUES et al., 2013) e é encontrado exclusivamente na América do Sul 

(DIAS et al., 2018). Podem existir cerca de 100 espécies deste gênero, que 

ocorrem na América Central e do sul, sendo largamente presentes nas bacias 

hidrográficas brasileiras (BALDISSEROTTO & GOMES, 2013). A espécie é 

conhecida por sua facilidade reprodutiva, por se reproduzir várias vezes ao ano. 

(ORSI, 2010) 

Não existem dados oficiais sobre a produção desta espécie em cativeiro, 

mesmo sendo uma espécie promissora para a piscicultura brasileira e tão pouco 

existem pesquisas com Astyanax lacustris (RODRIGUES et al., 2013). Segundo 

Gonçalves et al., 2012 a espécie tem grande potencial econômico e também 

pode ser utilizada como isca para pesca esportiva, é bem aceita como petiscos 

e por estas razões o cultivo pela aquicultura está aumentando. 

Figura 1. Foto de astyanax lacustris sob balança analítica. 
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1.6 HIPÓTESE  

H1: Lippia alba como anestésico não causa estresse no lambari (Astyanax 

lacustris) submetidos a anestesia por esta substância.  

H0: Lippia alba como anestésico causa estresse em lambari (Astyanax lacustris) 

submetidos a anestesia por esta substância.  

2. OBJETIVOS  

2.1 OBJETIVO GERAL  

Verificar as respostas de estresse bioquímico e expressão gênica 

causada pelo manuseio de lambari (Astyanax lacustris) após a exposição à 

Lippia Alba como anestésico.  

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Mensurar níveis de cortisol sérico dos peixes submetidos a anestesia 

com Lippia Alba em comparação com não submetidos a anestesia; 

• Mensurar níveis plasmáticos de glicose e lactato; 

• Verificar se o uso do anestésico bloqueia a resposta do estresse no 

manuseio do animal; 

• Verificar qual solvente é mais efetivo álcool x T20, como dissolvente no 

anestésico.  

• Observar a expressão genica da enzima HSP 70 no fígado do animal; 

• Observar se o tempo de exposição ao anestésico pode influenciar na 

resposta do estresse. 
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3. METÓDOS 

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

Todos os procedimentos foram em conformidade com o estabelecido pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Vila Velha (CEUA – 

UVV). 

Foram utilizados juvenis de lambari (Astyanax lacustris) com 

aproximadamente 3 meses de idade, 7.77 gr com DP de ± 2.47 e tamanho de 

7.64 cm com DP de 0.90, procedentes de um produtor privado da região de 

Itaguaçu - ES. Os peixes foram transportados para o laboratório na Universidade 

Vila Velha e condicionados por 90 dias em um tanque de 500 L com aeração 

constante e sistema de filtragem com recirculação de água. Os peixes foram 

alimentados duas vezes ao dia com uma ração comercial contendo 28% de 

proteína. Durante o período de aclimatação, a qualidade da água foi monitorada 

a cada 5 dias por meio do pH, oxigênio dissolvido, temperatura, condutividade e 

dureza. Todas as coletas de material foram realizadas na parte da tarde visto 

que  os peixes, quando submetidos a um ciclo diário de luz/escuro evidenciam 

um padrão de atividade locomotora que os podem classificar como diurnos, 

noturnos e crepusculares (HERRERO et al., 2003; SCHULZ e 

LEUCHTENBERGER, 2006; BLANCO-VIVES e SÁNCHEZ-VÁZQUEZ, 2009). 

Portanto o ciclo luz/escuro tem sido considerado um importante fator ambiental 

sincronizadores do ritmo biológico, sendo um fator importante para sincronização 

do ritmo de atividade em peixes (VERA et al., 2007). Portanto o efeito do ciclo 

circadiano foi levado em consideração para a análise dos dados bioquímicos.  
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3.2 DESENHO EXPERIMENTAL 

O experimento foi realizado em 2 etapas, sendo a primeira com 72 peixes  

distribuídos aleatoriamente em 3 grupos e avaliados nos tempos 0, 12, 24 e 48 

horas após a anestesia por Lippia alba, e a segunda realizada também com 72 

peixes distribuídos em 3 grupos e submetidos à 3 tempos de indução (10, 15 e 

20 min) do anestésico. Ambos seguiram um delineamento inteiramente 

casualizado em esquema de parcelas subdivididas. 

Na primeira etapa 72 peixes foram divididos em três tratamentos (n=24 

cada) (Figura 2): 1) controle sem anestésico; 2) Lippia alba (250 µg/L de água) 

disperso em etanol (1:10); 3) Lippia alba (250 µg/L) disperso em T20 (1:1000) 

(Tween® 20). A concentração foi escolhida com base no estudo de Cunha et al. 

(2010) com Rhamdia quelen 

Após o período de aclimatação, os animais foram submetidos 

individualmente a 10 minutos de indução anestésica em aquários de 6 L, 

contendo 2 L de água. O tempo para atingir os diferentes estágios 

comportamentais de anestesia foi avaliado de acordo com Ross e Ross (1999) 

– (Tabela 1). Após a anestesia, os peixes foram colocados individualmente em 

outros aquários de 20 L isento de OELP com aeração constante para monitorar 

o tempo de recuperação. Os animais foram considerados recuperados quando 

demonstraram natação normal e reação a estímulos externos (Tabela 1). Após 

a recuperação, os peixes foram reavaliados nos seguintes momentos (n=6 para 

cada momento): 0, 12, 24 e 48 h após a anestesia. Conforme mostra a figura 

abaixo. 
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Figura 2. Desenho do experimento I. 

O segundo experimento (Figura 3) continham 03 grupos colocados em 

cenários diferentes e com tempo de indução anestésico distintos (10, 15 e 20 

min) com o intuito de analisar se o tempo de indução do OE da Lippia alba é um 

fator estressante ao animal. Foram utilizados um grupo controle, um grupo com 

OE disperso no etanol e um terceiro grupo de peixes a indução anestésica no do 

OE disperso no polissorbato 20 na concentração 1:1000. Foram anestesiados 6 

peixes para cada combinação de tempo e tratamento. 

Cada animal foi utilizado apenas uma vez. Foram anestesiados em 

aquários individuais de 6L contendo 2L de água. O tempo de exposição foi de 

10, 15 e 20 minutos. (temperatura - 23,8 ± 0,2ºC). Após a exposição, os peixes 

foram transferidos para um aquário de recuperação de 30L contendo 20 L de 

água, com ausência de EO e aeração constante. Os animais foram considerados 

recuperados quando demonstraram natação normal e reação a estímulos 

externos (Tabela 1). 

Após cada etapa dos testes foram coletados sangue da veia caudal, com 

seringa heparinizada. 
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Figura 3. Desenho do experimento II. 

Com as amostras de sangue foram realizadas as análises de glicose com 

aparelho portátil da marca On-Call® Plus – Acon Laboratótio, INC –Califórnia - 

USA,  e lactato em um aparelho portátil Modelo TD-4261 – Eco Diagnóstica LTDA  

- Corinto – MG – Brasil, e uma alíquota de sangue foi centrifugado (3000G -10 

minutos) e estocado em freezer -80 °C para análise da concentração de cortisol 

plasmático por meio do teste de ELISA. O fígado do animal foi acondicionado 

em frascos Eppendorf com RNA later para análise molecular do gene relacionado 

a enzima HSP 70.  

Para análise de estatísticas os dados obtidos foram avaliados em relação 

a normalidade e homogeneidade de variâncias e apresentados como média e 

desvio padrão para dados paramétricos. Posteriormente foi aplicada uma 

Análise de Variância de dois fatores (tratamento, tempo e tratamento*tempo), 

seguida do teste de Ducan (p ≤ 0,05) no programa SAS. Para analise do segundo 

experimento foi utilizado o test t. 
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4 ANÁLISES E RESULTADOS. 

 

4.1 ANALÍSE COMPORTAMENTAL EXPERIMENTO I 

 

Em relação ao estágio I de anestesia (tabela 1, sedação leve), observa-

se que não houve diferença estatística entre os animais submetidos a anestesia 

com OE de LA na concentração (250 µg/L de água) disperso em etanol (1:10) ou 

o OE de LP na concentração de (250 µg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 

20) (Figura 4).  Portando para atingir a sedação leve (estágio I) não existe 

diferença estatística entre os dispersantes Etanol e T20  na espécie Astyanax 

lacustris. 

 

Figura 4. Avaliação do estágio I de anestesia por tratamento (T20 x Etanol). A 

análise estatística foi realizada utilizando ANOVA e posteriormente o teste t para 
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comparação dos tipos de tratamentos com 95% de confiabilidade. ET =  Etanol; 

TT = Tween 20. 

De acordo com os resultados obtidos (Figura 5) observou-se uma 

diferença estatística entre os animais submetidos a anestesia com OE de LA na 

concentração (250 µg/L de água) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP na 

concentração de (250 µg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20). 

Estatisticamente para atingir o estágio II de anestesia o Tween20 mostrou-se 

mais eficaz na espécie Astyanax lacustris. 

 

Figura 5. Avaliação dos estágios II de anestesia por tratamento (T20 x Etanol). 

A análise estatística foi realizada utilizando AVONA e posteriormente o teste T 

para comparação dos tipos de tratamentos com 95% de confiabilidade. ET =  

Etanol; TT = Tween 20. 
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Não houve diferença estatística entre os animais submetidos a anestesia 

com OE de LA na concentração (250 µg/L de água) disperso em etanol (1:10) ou 

o OE de LP na concentração de (250 µg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 

20) (Figura 6). Portando para atingir o estágio III não existe uma diferença 

estatística entre o diluentes ET ou TT. 

 

Figura 6. Avaliação do estágio III de anestesia por tratamento (T20 x Etanol). A 

análise estatística foi realizada utilizando ANOVA.e posteriormente o teste T para 

comparação dos tipos de tratamentos com 95% de confiabilidade. Etanol; 

Tween20. 

Portanto em relação ao dispersante Tween x Álcool, podemos dizer que 

existe uma diferença estatística apenas para atingir o estágio II, demais estágio 

não houve diferença estatística. Com o estudo pode-se observar o 

comportamento do animal, com a dose de 250 µg/L exposto a 10 minutos em 
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imersão na solução anestésica, apenas 5 animais não atingiram o estágio III de 

anestesia profunda, o que significa 9,25% da amostra e a grande maioria atingiu 

o estágio III. Não houve morte de nenhum animal com esta dose neste tempo de 

exposição, o que conclui que este tempo de exposição e a dosagem de 250 µg/L 

é segura para esta espécie de peixe. Nenhum animal atingiu o estágio IV (morte, 

Tabela I) 

Em relação ao tempo de recuperação também não houve diferença 

estatística, conforme podemos ver na figura 07. 

 

Figura 7. Avaliação da recuperação pós anestesia por tratamento (T20 x Etanol). 

A análise estatística foi realizada utilizando ANOVA e posteriormente o teste T 

para comparação dos tipos de tratamentos com 95% de confiabilidade. ET -

=nEtanol; TT = Tween20. 
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Tabela 2. ANOVA comparativo por tipos de tratamentos. Dados expressos em 

média e desvio padrão. NS = não significativo; * = não significativo. 

  Etanol T20 

Estagio 1 72.88± 27.49a 71.33± 28.69a 

Estagio 2 245.96 ± 132.05a 164.50 ± 72.94b 

estagio 3 405.90±103.83a 435.26 ±124.62a 

Recup 251.13±52.15a 264.30 ±119.52a 

 

 

4.2 ANÁLISE BIOQUÍMICAS DO EXPERIMENTO I 

Vários autores tem investigado a resposta ao estresse em peixes e todos 

avaliam os níveis de cortisol e seu aumento com um indicador de resposta ao 

estresse (SAMALL, 2003; KOAKOSKI  et al., 2012). No estresse a liberação de 

cortisol tem como consequência as alterações bioquímicas no sangue e nos 

tecidos dos peixes, incluindo também um desequilíbrio eletrólito, hiperglicêmico, 

depressão de reservas de glicogênio, lipólise e inibição da síntese proteica 

(BARTON, 2002; WEBER, 2011). 

Em relação a análise dos valores da Glicose, observamos os 

seguintes resultados: 
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Figura 8.  Valor médio da Glicose em cada tratamento. E= Etanol; T = Tween20;  

De acordo com a figura 8, nota-se que quanto maior tempo após a 

exposição, principalmente com diluente T20, menor a taxa de concentração de 

glicose em relação ao grupo controle. A exposição ao anestésico seja ele com 

diluente Etanol, ou seja, com diluente T20 existe um aumento importante na 

concentração de glicose logo após a anestesia, mas com passar do tempo tende 

a diminuir.  

 

Figura 9. Apresentação do comportamento da glicose no modelo quadrático em 
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relação ao tempo após a exposição ao anestésico OE de LA na concentração 

(250 µg/L de água) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP na concentração 

de (250 µg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20) .Com 95% de 

confiabilidade no limite dos dados. 

Na dispersão da Glicose utilizou-se o modelo quadrático que é o que mais 

se adequou ao comportamento da glicose com uma confiabilidade de 95%. 

Observamos que o comportamento da glicose no animal tende a aumentar nas 

primeiras horas após o animal ser submetido a anestesia com OE de LA, mas 

que a tendência é diminuir ao passar do tempo. Mostrando que o OELA pode ser 

utilizado como anestésico sem causar estresse ao animal e que em um curto 

espaço de tempo após o estresse ao animal a glicose tende a diminuir. 

 

 

Figura 10. Apresentação dos dados do valor da glicose por tipo de tratamento e 

grupo controle suas médias de acordo com teste Duncan com Alpha de 0,05. Os 

dados foram expressos em média e desvio padrão. A análise estatística foi 

realizada utilizando o teste ANOVA (p≤ 0,05) e posteriormente o teste Duncan 

para comparação das médias (p≤ 0,05). ET = Etanol; TT = Tween20; C = 

Controle. 

De acordo com a figura 10, observa-se que não existe uma diferença 
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estatística das médias entre os animais submetidos a anestesia com OE de LA 

na concentração (250 µg/L de água) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP 

na concentração de (250 µg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20) e no 

grupo controle. Mas observamos uma amplitude menor dos dados no grupo 

controle, ou seja, o valor da glicose tende a tem uma oscilada quando submetida 

aos anestésicos em relação ao grupo controle. 

O lactato também é um importante indicador para o estresse e indica o 

acumulo de ácido lacto decorrente do aumento físico à medida que os animais 

são expostos a situações estressantes. (BARTON, 2002). O presente estudo 

também avaliou o a resposta do estresse mensurando o Lactato. 

Em relação ao Lactato averiguamos os seguintes dados: 

 

 

Figura 11. Apresentação dos dados do valor da lactato por tipo de tratamento e 

grupo controle suas médias de acordo com teste Duncan com Alpha de 0,05. Os 

dados foram expressos em média e desvio padrão. A análise estatística foi 

realizada utilizando o teste ANOVA (p≤ 0,05) e posteriormente o teste Duncan 

para comparação das médias (p≤ 0,05). ET = Etanol; TT = Tween20; C = 

Controle. 

De acordo com a figura 11 nota-se que houve uma diferença estatística 



32 

 

das médias entre os animais submetidos a anestesia com OE de LA na 

concentração (250 µg/L de água) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP na 

concentração de (250 µg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20) e no grupo 

controle. Observamos uma média maior no grupo controle, em relação aos 

outros dois tratamentos submetidos aos anestésicos. Com isso podemos dizer 

que os anestésicos nesta concentração, com estes dispersantes, nesta espécie 

de peixe podem diminuir o lactato no manuseio do animal, um forte indício que 

os anestésicos são eficazes para diminuir o estresse e liberação do lactado do 

animal submetido ao estresse pela manipulação. 

O cortisol que é um dos principais corticosteroides em peixes, e é 

considerado um bom indicador para avaliação primária do estresse (BARTON, 

2002). A elevação do cortisol no plasma, além de modificar modular os 

metabolismos dos carboidratos, interfere no metabolismo proteico (MOMMSEN 

et.al 1999).   

 

Figura 12. Apresentação dos dados do valor do cortisol por tipo de tratamento e 

grupo controle suas médias de acordo com teste Duncan com Alpha de 0,05. Os 

dados foram expressos em média e desvio padrão. A análise estatística foi 

realizada utilizando o teste ANOVA (p≤ 0,05) e posteriormente o teste Duncan 

para comparação das médias (p≤ 0,05). ET = Etanol; TT = Tween 20; C = 
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Controle. 

De acordo com a figura 12 observamos que existe uma diferença 

estatística das médias entre os animais submetidos a anestesia com OE de LA 

na concentração (250 µg/L de água) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP 

na concentração de (250 µg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20) e no 

grupo controle. Observamos uma média menor no grupo controle em relação 

aos outros dois tratamentos. 

Em um estudo dos níveis de cortisol plasmático de bagre de prateado 

(Rhamdia quelen) que foram anestesiados com o óleo essencial de L. alba foram 

significativamente inferiores aos do grupo controle (Cunha, et al 2017). Este 

achado é diferente do estudo realizado coma espécie de A. Lacustris onde o 

índice de cortisol é menor no grupo controle do que nos anestesiados com OE 

de LP.  

Além da elevação do cortisol, normalmente no estresse provoca um 

amento nos níveis de glicose e lactato plasmático (PANKHUST, 2011).  

Neste estudo não houve aumento e diferença das médias para glicose, 

houve uma diminuição nos níveis de lactato para grupo submetido a anestesia 

com OELA em reação ao grupo controle e um aumento do cortisol nos grupos 

anestesiados em comparação ao grupo controle. O que nesta espécie de peixe 

difere da maioria encontrada na da literatura em relação ao comportamento 

bioquímico do cortisol.  
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Tabela 3. ANOVA comparativo por tipos de tratamentos. Dados expressos em  

média e desvio padrão. 

  

4.3 ANÁLISES MOLECULARES E EXPRESSÃO GÉNICA 

EXPERIMENTO I 

Com o presente estudo avaliou a expressão da enzima HSP 70, 

precursora dos estresses advindos do manejo de animais. A resposta secundária 

ao estresse também é caracterizada por alterações da síntese das proteínas de 

choque térmico (Heat shock proteins - Hsp). Estes ajustes fisiológicos visam à 

manutenção da homeostase através de alterações no metabolismo energético, 

equilíbrio ácido-básico e osmótico, entre outros (IWAMA et al., 1999; BARTON, 

2002). Para avaliar a expressão relativa dos genes foi quantificada com o auxílio 

do software CFX Manager 3.1 (Bio-RAD, Hercules, CA, USA), pelo método ΔΔCq 

(Ghelichpour et. al.; 2019) e nesse caso foi realizada análise descritiva dos 

dados. 

  Trat Tempo T*T   Etanol T20 Controle 

Glicose NS * NS Glisose 92.95  ±46.33a 80.83  ±44.66a 64.66  ±21.84a 

Lactato NS * NS Lactato 8.72  ±4.25a 7.87  ±4.77a 4.36  ±0.29ª 

Cortisol * * NS Cortisol 0.50  ± 0.12a 0,44  ±0.13a 0.29  ± 0.05b 
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Figura 13. Apresentação dos dados do valor expressão génica da Enzima HSP70. 

Os dados foram expressos em média e desvio padrão. A análise estatística foi 

realizada utilizando o teste ANOVA (p≤ 0,05) e posteriormente o teste Duncan para 

comparação das médias Alpha  (p≤ 0,05). e0 = Etanol tempo zero após a exposição 

ao anestésico;  e12 = Etanol tempo 12 horas após a exposição ao anestésico; e24 = 

Etanol tempo 24horas  após a exposição ao anestésico; e48 = etanol tempo 48 

horas após a exposição ao anestésico; t0 = Tween tempo zero após a exposição ao 

anestésico; t12 = Tween tempo 12 horas após a exposição ao anestésico; t24= 

Tween tempo 24 horas após a exposição ao anestésico. 

De acordo com a figura acima observamos que não houve  diferença 

estatística entre os animais submetidos a anestesia com OE de LA na 

concentração (250 µg/L de água) disperso em etanol (1:10) ou o OE de LP na 

concentração de (250 µg/L) disperso em T20 (1:1000) (Tween® 20) e no grupo 

controle.  

Não existem estudos para esta espécie de peixe para realizar a 

comparação. De acordo com a expressão génica deste estudo verificamos que 
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o OE de LA suspenso em Etanol ou T20 não aumenta a expressão génica da 

Enzima HSP 70 quantificada no fígado da espécie Astyanax lacustris. 

Abaixo segue figuras dos gráficos que mostram a amplificação do gene 

da enzima HSP 70 de cada tratamento e do grupo controle. Neles é possível 

observar o momento do início da ampliação do DNA do gene, bem como os 

números mínimos de ciclos para atingir a ampliação “theshold”. E ao lado a 

comparação com o gene de referência Ef1 para a espécie Astyanax lacustris, 

que é um gene já codificado para realizar a amplificação da sequência genica-

alvo do DNA desta espécie. 

 

Figura 14. Grupo etanol tempo de 0 com gene da Enzima HSP 70 e gene de 

referência Ef1a da Astyanax lacustris. 

 

Figura 15. Grupo etanol com tempo de 12 com gene da Enzima HSP 70 e 

gene de referência Ef1a da Astyanax lacustris. 
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Figura 16. Grupo etanol com tempo de 24 com gene da Enzima HSP 70 e 

gene de referência Ef1a da Astyanax lacustris. 

 

Figura 17. Grupo etanol com tempo 48 com gene da Enzima HSP 70 e gene 

de referência Ef1a da Astyanax lacustris. 

 

Figura 18. Grupo Tween com tempo 0 com gene da Enzima HSP 70 e gene de 

referência Ef1a da Astyanax lacustris.. 
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Figura 19. Grupo Tween com tempo 12 com gene da Enzima HSP 70 e gene 

de referência Ef1a para Astyanax lacustris. 

 

Figura 20. Grupo Tween com tempo de 24 com gene da Enzima HSP 70 e 

gene de referência Ef1a para Astyanax lacustris. 

 

Figura 21. Grupo Tween com tempo de 48 com gene da Enzima HSP 70 e 

gene de referência Ef1a para Astyanax lacustris. 
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Figura 22. Grupo controle com gene da Enzima HSP 70 e gene de referência 

Ef1a para Astyanax lacustris. 

As figuras de 15 a 22 mostra a expressão génica no diferentes 

tratamentos e tempo.  Nelas podemos observar que o comportamento da 

expressão génica da enzima HSP 70 no fígado da Astyanax lacustris. Não teve 

variação de animal para animal e nem de tratamento/tempo. Neste caso foi 

realizado uma replicata de cada animal para a confiabilidade das análises e 

garantir que não houve erro de pipetagem. Também foi realizado duas amostras 

controle sem material genético para garantir a confiabilidade da expressão 

génica realizada. Como podemos analisar nas figuras acima. Além disso foi 

realizado um teste com um gene referência desta espécie de peixe para garantir 

a confiabilidade dos resultados das expressões génicas. 

A falta de sequências genéticas desta espécie atrapalha o uso de 

abordagens de biologia molecular mais sensíveis para avaliar o perfil da 

expressão genética e identificar biomarcadores de contaminação, como a 

Reação de Cadeia de Polimerase Quantitativa de Transcrição Reversa (qPCR) 

e técnicas de Microarray (KUMAR & KOCOUR, 2017).  

Ademais, estudos realizados utilizando a expressão gênica da enzima 

HSP 70 como medidor de estresse celular em peixes, demostram aumento nos 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874778720300453#bb0050
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níveis de expressão enzimática quando expostos a poluentes ambientais, como 

metais pesados e pesticidas (PADMINI; USHA RANI, 2008; FARAG et al., 2022). 

Nota-se que o óleo essencial de Lippia alba não induziu nenhum nível de 

estresse nos organismos, desde molecular até comportamental, evidencia assim 

o seu potencial como anestésico para peixes sem causar danos na expressão 

da enzima HSP70. 

 

4.4 ANÁLISE DO EXPERIMENTO II 

 

Quando elevamos o tempo de exposição para 15 minutos a maioria atingiu 

o estágio IV – morte, foram 12 animais exposto a 15 minutos do anestésico 250 

µg/L a morte dos animais atingiu 66,66% e quando aumentamos o tempo para 

20 minutos o risco de atingir o estágio IV não pareceu ter  um impacto tão grande, 

mas podemos observar que a exposição acima de 10 minutos nesta 

concentração não parece ser segura para esta espécie de peixe.  

Nos animais expostos a anestesia a 20 minutos não foi possível coletar 

todo sangue necessário para análise. Devido a morte do animal a coleta de 

sangue não foi viável para todas as análises, ficando o cortisol da anestesia no 

tempo de 20 minutos sem analisar.. O que torna inviável uso desta concentração 

de 250 µg/L em uma exposição a mais de 10 minutos para a espécie Astyanax 

lacustres. 

Quando se expõe o animal a mais tempo de exposição, 15 minutos, tanto 

com diluente etanol quanto o diluente T20, conseguimos observar claramente a 

que atingiu o estágio IV (morte, tabela 1) mais de 66% da amostra. 
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De acordo com a glicose observamos: 

 

  

 

Figura 23. Apresentação dos dados do valor da glicose por tipo de tratamento 

com tempo anestésico de 10, 15 E 20 minutos e suas médias. Os dados foram 

expressos em média e desvio padrão. A análise estatística foi realizada utilizando 

o teste ANOVA (p≤ 0,05) e posteriormente o teste Duncan para comparação das 

médias (p≤ 0,05). E110 = Etanol com tempo anestésico de 10, 15, 20 minutos; 

T10 = Tween20 com tempo anestésico de 10,15 E 20 minutos;  

 Na figura acima observamos que não houve diferença das médias da 

Glicose nos diferentes tratamentos 10, 15 e 20 minutos com dispersantes T20 e 

Etanol Portanto, o aumento de tempo de exposição seja ele com diluente T20 ou 

Etanol nesta concentração, para esta espécie não interfere para aumento ou 

diminuição de glicose plasmática. 
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Em relação ao lactato observamos o seguinte resultado 

  

Figura 24. Apresentação dos dados do valor da lactato por tipo de tratamento 

com tempo anestésico de 10, 15 E 20 minutos e suas médias. Os dados foram 

expressos em média e desvio padrão. A análise estatística foi realizada utilizando 

o teste ANOVA (p≤ 0,05) e posteriormente o teste Duncan para comparação das 

médias (p≤ 0,05). E110 = Etanol com tempo anestésico de 10, 15, 20 minutos; 

T10 = Tween20 com tempo anestésico de 10,15 E 20 minutos;  

Na figura 24 observamos que não existe uma diferença estatística nos 

grupos estudados seja ele com tempo de 10, 15 ou 20 minutos dos animais 

submetidos ao experimento. Também não houve diferença entre os grupos 

diluídos com etanol ou T20. Podemos observar que o aumento do tempo após a 

anestesia com OELP parece não influenciar no aumento do lactato. 
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Em relação ao cortisol observamos os seguintes dados estatísticos. 

 

   

Figura 25. Apresentação dos dados do valor do cortisol por tipo de tratamento 

com tempo anestésico de 10, 15 E 20 minutos e suas médias. Os dados foram 

expressos em média e desvio padrão. A análise estatística foi realizada utilizando 

o teste ANOVA (p≤ 0,05) e posteriormente o teste Duncan para comparação das 

médias (p≤ 0,05). E110 = Etanol com tempo anestésico de 10e 15 minutos; T10 

= Tween20 com tempo anestésico de 10 e 15 minutos;  

Podemos observar na figura 25 que não houve diferença estatística entre 

os tratamentos e entre o tempo de exposição em 10 ou 15 minutos. O cortisol no 

tempo de 20 minutos de exposição ao anestésico não foi possível medir devido 

à grande morte dos peixes no tempo de 20 e ficou inviável coletar o material visto 

que o cortisol é analisado no plasma do animal, a quantidade e qualidade da 

amostra coletada era insuficiente, ou coagulava antes da coleta, ou a amostra 

hemolisava. 
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5. CONCLUSÃO. 

De acordo com o estudo foi possível concluir que o uso de anestésico 

OELA não leva o animal ao estresse na concentração de 250 µg/L a 10 minutos 

de indução anestésica, não houve nenhuma morte, resultados como glicose não 

teve diferença estatística significativa em relação ao grupo controle que não foi 

submetido a anestesias. O lactato observou-se uma diminuição em relação ao 

grupo controle x submetidos a anestésicos. Já o cortisol teve um aumento nos 

grupos anestesiados com OELA em relação ao grupo controle.  

Em relação ao tempo para atingir os estágios de anestesia, apenas no 

estágio II houve diferença estatística, que demostra que o T20 é mais eficaz que 

o etanol. Em relação a outros estágios não foi observado diferença estatísticas, 

quanto ao tempo de recuperação também foi indiferente Etanol x álcool. 

Resultado quanto a expressão génica da enzima HSP 70 não foi 

evidenciado diferença estatistas entre o grupo controle e os grupos estudados, 

o que sugere que para este estudo não existe evidencia que os anestésicos 

utilizados aumentem a expressão génica da enzima HSP 70 no fígado da 

Astyanax lacustres.  

Conclui-se que uso de OELA é seguro na dosagem de 250 µg/L em uma 

exposição de 10 minutos aos animais estudados, quando aumentamos o tempo 

de exposição a mais de 10 minutos se torna altamente estressante para o animal 

e até letal com índice de morte a mais de 66%. Para aumentar o tempo de 

exposição além de 10 minutos seria necessário novos estudos com outras 

concentrações menores para que possa dizer qual concentração do OELA é 

segurança para a espécie Astyanax lacustres em um tempo superior a 10 

minutos de exposição. 
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