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RESUMO

O uso de anestésicos na aquicultura € importante para reduzir o estresse e minimizar
danos aos peixes durante procedimentos de manejo, como biometria, transporte, marcacao e
coleta de material bioldgico, contribuindo para o bem-estar animal e uma aquicultura
sustentavel. Nesse contexto, compostos de origem natural, como 6leos essenciais, tém sido
investigados como possiveis alternativas. Dizygostemon riparius, conhecida como melosa, é
uma espécie aromatica pertencente a familia Plantaginaceae e endémica do estado do
Maranhdo, cujo 6leo essencial ainda é pouco explorado quanto as suas aplicacGes na
aquicultura. Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar quimicamente o éleo essencial de
Dizygostemon riparius e avaliar seus efeitos comportamentais e a toxicidade aguda em
juvenis de Colossoma macropomum (tambaqui) de diferentes classes de tamanho. O dleo
essencial foi obtido por hidrodestilacdo das folhas e caracterizado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), permitindo a identificacdo de 32
constituintes, com predominancia de monoterpenos oxigenados. Os compostos majoritarios
foram o acetato de endo-fenchil (42,66%) e o endo-fenchol (34,88%), que juntos
representaram mais de 70% da composicao total do 6leo. A avaliacdo toxicoldgica revelou
resposta dependente da concentracdo e do tamanho dos animais. Em peixes de menor porte
(3,3 g), observou-se toxicidade aguda a partir de aproximadamente 46,9 mg-L!, com
mortalidade total em concentragdes proximas de 70 mg-L™'. Em peixes de maior porte (<15
0), ndo foi observada mortalidade nas condicGes avaliadas. Nos ensaios comportamentais, 0
OEDr produziu efeitos sedativos e anestésicos dependentes da concentracao: concentragdes
entre 75 ¢ 100 mg-L™' estiveram associadas a sedacdo, enquanto cerca de 120 mg-L™
promoveu anestesia, com reducdo do tempo de inducdo a medida que a dose aumentou e
aumento do tempo de recuperacdo em concentragdes mais elevadas. Esses resultados indicam
dependéncia de dose e de tamanho corporal. As conclusfes deste estudo restringem-se a
avaliacdo de toxicidade aguda e parametros comportamentais, sendo necessarios estudos
adicionais incluindo avaliagdes subcrbnicas ou cronicas, farmacocinéticas, de residuos,
histopatoldgicas, reprodutivas e ambientais para uma apreciacdo mais abrangente da

aplicabilidade do 6leo essencial de D. riparius na aquicultura.

Palavras-chave: Melosa; anestesia, tambaqui, aquicultura sustentavel



ABSTRACT

The use of anesthetics in aquaculture is important to reduce stress and minimize physical
damage to fish during management procedures such as biometrics, transportation, marking,
and biological sampling, contributing to animal welfare. In this context, natural compounds
such as essential oils have been investigated as possible alternatives. Dizygostemon riparius,
known as “melosa”, is an aromatic species belonging to the Plantaginaceae family and
endemic to the state of Maranhdo, Brazil, whose essential oil remains little explored
regarding its applications in aquaculture. Thus, the objective of this study was to chemically
characterize the essential oil of Dizygostemon riparius and evaluate its behavioral effects and
acute toxicity in juveniles of Colossoma macropomum from different size classes. The
essential oil was obtained by hydrodistillation of the leaves and characterized by gas
chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS), allowing the identification of
32 constituents, with predominance of oxygenated monoterpenes. The major compounds
were endo-fenchyl acetate (42.66%) and endo-fenchol (34.88%), which together represented
more than 70% of the total oil composition.Toxicological evaluation revealed a response
dependent on concentration and fish size. In smaller fish (=3.3 g), acute toxicity was
observed from approximately 46.9 mg-L™', with total mortality at concentrations close to 70
mg-L. In larger fish (=15 g), no mortality was observed under the evaluated conditions. In
behavioral assays, the essential oil produced concentration-dependent sedative and anesthetic
effects: concentrations between 75 and 100 mg-L™" were associated with sedation, while
approximately 120 mg-L ! induced anesthesia, with shorter induction times as dose increased
and longer recovery times at higher concentrations. These results indicate dose- and body
size-dependent responses and suggest an association between the chemical profile of the oil
and the observed effects. The conclusions of this study are limited to the evaluation of acute
toxicity and behavioral parameters, and further studies including subchronic or chronic
toxicity, pharmacokinetics, residue analysis, histopathological, reproductive, and
environmental assessments are required for a broader evaluation of the applicability of D.

riparius essential oil in aquaculture.

Keywords: Melosa; anesthesia; tambaqui; sustainable aquaculture.



INTEGRACAO DA PESQUISA AOS OBJETIVOS DE DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL

A pesquisa sobre o Oleo essencial de Dizygostemon riparius demonstra forte
alinhamento com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentdvel (ODS), ao integrar
conhecimento cientifico, valorizacao da biodiversidade e aplicacdo tecnoldgica. Destaca-se
sua contribuicdo para o Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel, especialmente no ambito
do ODS 12 (Consumo e Producdo Responsaveis), a0 propor o uso de um recurso natural
como alternativa a anestésicos sintéticos na aquicultura. Além disso, a investigacédo dialoga
com o ODS 14 (Vida na Agua), ao promover praticas mais seguras e sustentaveis no manejo
de espécies como o Colossoma macropomum, reduzindo impactos ambientais e riscos a fauna
aquatica. A valorizacdo de uma espécie endémica do Maranhao também se articula com o
ODS 15 (Vida Terrestre), ao incentivar o uso sustentavel da biodiversidade regional. Do
ponto de vista social e econdmico, a pesquisa contribui para o ODS 8 (Trabalho Decente e
Crescimento Econdmico), ao abrir possibilidades para o desenvolvimento de bioprodutos
inovadores com potencial de aplicacdo na cadeia produtiva da aquicultura. Dessa forma, o
estudo evidencia como a ciéncia pode atuar como vetor de sustentabilidade, integrando

conservacao ambiental, inovacao tecnolégica e desenvolvimento regional.
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1. Introducéo

Nos ultimos anos, a aquicultura tem se consolidado como uma das principais alternativas
para suprir a crescente demanda mundial por pescado (Minaz et al., 2024). Esse avango
trouxe consigo novos desafios, entre eles 0 manejo adequado dos animais durante processos
como transporte, biometria, reproducéo induzida ou mesmo em experimentos de laboratdrio.
Nessas situacdes, a utilizacdo de anestésicos € importante, pois contribui para a reducao do
estresse, diminui o risco de ferimentos e pode favorecer o bem-estar dos peixes, quando
empregada de forma adequada (Espinoza-Ramos et al., 2025; Minaz et al., 2024; Espinoza-
Ramos et al., 2025; Minaz et al., 2024). Até hoje, substancias sintéticas como a benzocaina,
a tricaina metanossulfonato (MS-222) e a quinaldina tém sido amplamente usadas com esse
objetivo (Hong et al., 2022). No entanto, essas drogas apresentam limitacdes importantes:
podem deixar residuos nos tecidoss animais (Lin et al., 2024), representar riscos ao
consumidor (Zhang et al., 2023a), ser toxicas para 0 ambiente e ainda possuem custo elevado
(Félix et al., 2018).

Diante desse cenario, cresce 0 interesse por alternativas naturais que possam substituir
ou complementar os anestésicos convencionais. Entre essas alternativas, destacam-se 0s
6leos essenciais, compostos aromaticos produzidos por plantas e ricos em moléculas volateis,
como monoterpenos e sesquiterpenos. Esses Oleos vém chamando atencdo por sua
diversidade quimica e pelas inimeras atividades bioldgicas que apresentam, incluindo agéo
antimicrobiana, antioxidante, sedativa e anestésica (Aydin; Barbas, 2020; Da Cunha;
Heinzmann; Baldisserotto, 2018). O que os torna particularmente atrativos para a aquicultura
é o fato de serem biodegradaveis, geralmente seguros em baixas doses e com baixa
probabilidade de deixar residuos nocivos (Fortes et al., 2024b; Yigit et al., 2022a).

Diversos trabalhos ja demonstraram o potencial anestésico de 6leos essenciais em peixes.
Moléculas como o linalol, o cineol, o citral e 0 eugenol, por exemplo, sdo capazes de modular
0 sistema nervoso central, promovendo desde uma sedacéo leve até uma anestesia profunda
(De Freitas Souza et al., 2018; Xu et al., 2021; Yigit et al., 2022b). No entanto, € importante

lembrar que esses mesmos compostos, em concentra¢cbes mais altas, podem gerar efeitos
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indesejados, como dificuldades respiratorias, alteracGes cardiacas ou até mortalidade (Tao et
al., 2023b; Xu et al., 2021). Por isso, compreender o limite entre o efeito terapéutico e o

toxico € essencial para que 0 uso seja seguro e eficiente.

Ao mesmo tempo, associar os efeitos observados ao perfil quimico do 6leo essencial é
um passo importante para entender a acdo anestésica (Benovit et al., 2015; De Freitas Souza
etal., 2018; Yigit et al., 2022b). Essa relacdo pode abrir caminho para identificar constituintes
promissores, orientar o uso de determinadas plantas e até mesmo inspirar o desenvolvimento
de novos farmacos (Fortes et al., 2024c; Haihambo et al., 2024; Kheawfu et al., 2022).

O Brasil, com sua imensa biodiversidade, oferece um terreno rico para pesquisas com
espécies vegetais pouco exploradas. Muitas plantas aromaticas guardam grande potencial
como fonte de compostos bioativos, mas ainda sdo pouco conhecidas. Um exemplo é
Dizygostemon riparius, da familia plantaginacea, encontrada em algumas regifes do pais e
utilizada tradicionalmente pela populacao local. Estudos indicam que o 6leo essencial dessa
espécie possui uma composicao quimica complexa, rica em monoterpenos e sesquiterpenos,
e apresenta atividades bioldgicas interessantes, como acdo antimicrobiana e larvicida
(Galvéo; Others, 2021; Sousa, 2023). No entanto, pouco se sabe sobre seus efeitos no
contexto da aquicultura, mostrando que ainda ha muito a investigar para compreender seu

potencial nessa area (Branddo et al., 2020; Corréa; Others, 2022).

Estudar o 6leo essencial de D. riparius sob a perspectiva de seus efeitos toxicos e
anestésicos é, portanto, uma oportunidade ndo apenas de contribuir para protocolos mais
sustentaveis de manejo de peixes, mas também de valorizar uma planta nativa e ampliar o
conhecimento sobre a biodiversidade brasileira. Além do aspecto aplicado, compreender a
relacdo entre os constituintes volateis e a bioatividade desse 6leo ajuda a responder questdes

cientificas relevantes sobre os mecanismos de acao envolvidos.

Nesse contexto, o presente estudo prople-se a avaliar os efeitos tdxicos e
sedativos/anestésicos do oOleo essencial de Dizygostemon riparius em Colossoma
macropomum, relacionando esses efeitos com o perfil quimico do 6leo e com a concentracdo
empregada, bem como com o tamanho corporal dos animais. A abordagem adotada busca

caracterizar a resposta dose-dependente e identificar limites entre sedacdo, anestesia e
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toxicidade aguda, fornecendo dados experimentais sobre o comportamento bioldgico do 6leo
nessas condigdes. Busca-se, com isso, gerar subsidios técnico-cientificos que viabilizem o
desenvolvimento de subsidios experimentais para a avaliacdo de alternativas naturais aos
anestésicos sintéticos convencionais na aquicultura, ao mesmo tempo em que se ressalta a
relevancia do estudo de espécies aromaticas nativas do bioma Cerrado e o potencial da

biodiversidade brasileira como fonte sustentavel de inovagao tecnoldgica para a piscicultura.

2. Objetivos

2.1 Geral

Avaliar os efeitos toxicos e anestésicos das folhas do 6leo essencial de Dizygostemon riparius
em peixes da especie Colossoma macropomum, relacionando sua atividade biol6gica com o

perfil quimico de seus constituintes volateis.

2.2 Especifico

Caracterizar o 6leo essencial de D. riparius quanto a composicao volatil e aos

principais constituintes quimicos;

o Auvaliar a eficacia anestésica e os tempos de inducéo e recuperacdo em diferentes
concentracoes;

e Determinar a faixa de seguranga de uso, incluindo CLso € sinais de toxicidade
subletal;

e Relacionar a composicao quimica aos efeitos observados, visando identificar

potenciais marcadores de atividade.

3. Revisdo de literatura

3.1 Familia plantaginacea

A familia Plantaginaceae pertence a ordem Lamiales e compreende aproximadamente
90 géneros e mais de 1.700 espécies distribuidas principalmente em regides temperadas e
tropicais do mundo. Tradicionalmente, muitos géneros dessa familia eram classificados como

parte da Scrophulariaceae, mas estudos filogenéticos recentes, baseados em analises
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moleculares de DNA, demonstraram que a circunscricao tradicional ndo refletia a verdadeira
relacdo evolutiva entre os grupos, levando a reclassificacdo e a consolidacdo da familia
Plantaginaceae como um grupo monofilético. Essa revisdo taxonémica evidenciou a
importancia da filogenia molecular na sistematica botanica e no entendimento das relac6es

entre os diferentes géneros (Zhang et al., 2023b).

As espécies de Plantaginaceae apresentam grande diversidade morfologica. S&o
predominantemente plantas herbaceas, mas a familia também inclui subarbustos e arbustos,
sendo algumas espécies adaptadas a ambientes extremos, como regides aridas e montanhosas
(Zhang et al., 2023c). As folhas sdo simples, podendo ser alternas ou opostas, com margens
variaveis e nervacdo reticulada. As flores, geralmente pequenas, apresentam corola tubulosa,
frequentemente bilabiada, e cinco estames na maioria das espécies. O fruto tipico é uma
capsula ou ndcula, contendo sementes pequenas, muitas vezes adaptadas a dispersdo
anemocorica ou barocérica, o que facilita a colonizacdo de novos ambientes (Petruzzello,
2023; Wetherwax, 2020; World Flora Online, 2024).

Do ponto de vista quimico, a familia Plantaginaceae € rica em metabdlitos
secundarios, com destaque para os iridoides, compostos conhecidos por suas propriedades
anti-inflamatorias, hepatoprotetoras e imunomoduladoras (Aly Shaza H.and Thabet, 2025;
Mihaylova et al., 2025). Flavonoides e fenilpropanoides também sdo comuns, sendo
associados a atividades antioxidantes, antimicrobianas e antivirais (Zhakipbekov et al.,
2023a). Algumas espécies produzem Oleos essenciais, geralmente ricos em monoterpenos e
sesquiterpenos, que contribuem para efeitos antimicrobianos e aromaticos (Golkar; Fotoohi;
Ghorbanpour, 2025). Além disso, glicosideos e taninos estdo presentes em muitas espécies,
conferindo propriedades adstringentes e terapéuticas. A composi¢do quimica varia
significativamente entre os géneros e mesmo entre populagdes de uma mesma espécie, 0 que
influencia diretamente a atividade biologica dos metabolitos secundarios (Galvéo et al.,
2023).

A diversidade quimica da familia estd correlacionada com diversas atividades
farmacoldgicas. Estudos demonstram que extratos de Plantaginaceae possuem propriedades

anti-inflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas, analgésicas e sedativas. (Farid et al.,
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2022; Turel et al., 2009; Zhakipbekov et al., 2023b) Espécies como Plantago major,
Plantago lanceolata (Al-Hussainy; ldbaees; Rhuda, 2022; Kurt et al., 2018) e Digitalis
grandiflora (Kutluay et al., 2019) sdo tradicionalmente utilizadas na fitoterapia para tratar
feridas, inflamacdes, problemas gastrointestinais e problemas no coracdo, evidenciando a
relevancia etnobotanica do grupo. Além disso, a presenca de compostos bioativos confere
potencial para aplicacbes em cosmeéticos, produtos naturais e fitofarmacos (Amin et al.,
2025).

A distribuicdo geografica da familia Plantaginaceae € ampla, abrangendo regides
temperadas, subtropicais e tropicais, com maior diversidade em é&reas temperadas do
Hemisfério Norte (Hoggard et al., 2003; MEUDT; SIMPSON, 2006). Essa ampla
distribuicdo esta relacionada a capacidade adaptativa de varias espécies, que desenvolveram
mecanismos de resisténcia a diferentes condi¢des ambientais, como seca, frio e solos pobres
em nutrientes (Christie et al., 2022, 2023; Lyu et al., 2023). O estudo dessas adaptagdes é
importante ndo apenas do ponto de vista ecolégico, mas também para a exploracao

sustentavel de espécies com potencial medicinal.

Apesar do crescente conhecimento sobre quimica e farmacologia de algumas
espécies, muitas ainda sdo pouco estudadas, especialmente aquelas nativas de regides
tropicais e subtropicais. Ha uma lacuna significativa em estudos que relacionem diretamente
o perfil quimico com a atividade bioldgica, o que limita a compreensdao do potencial

terapéutico completo do grupo (Golkar; Fotoohi; Ghorbanpour, 2025; Heinrich, 2003).

Em sintese, a familia Plantaginaceae representa um grupo botanico de grande
interesse cientifico e farmacoldgico. Sua diversidade morfoldgica, quimica e bioldgica,
aliada a ampla distribuicdo geografica, oferece oportunidades significativas para estudos
sobre novos compostos bioativos e suas aplicacBes terapéuticas. A integracdo de estudos
filogenéticos, quimicos e farmacoldgicos é essencial para compreender plenamente o
potencial dessa familia e para fomentar a utilizacdo sustentavel de suas espécies em beneficio

da sociedade.

3.2 Género Dizygostemon
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O género Dizygostemon Radlk. ex Wettst. pertence a tribo Gratioleae, dentro da
familia Plantaginaceae, e apresenta ocorréncia restrita ao nordeste do Brasil (Royal Botanic
Gardens Kew, 2025a). Sua historia taxondmica remonta ao século XIX, quando Bentham
(1846) descreveu inicialmente o grupo como uma secdo do género Beyrichia, sendo
posteriormente elevado ao status de género independente por Wettstein, com Beyrichia
floribunda Benth. estabelecida como espécie-tipo (Scatigna et al., 2019). Desde entdo, a
delimitacdo das espécies passou por revisdes e ajustes, como no caso de Dizygostemon
angustifolius, descrita por Giulietti, mas posteriormente considerada sinénimo de D.
floribundus por Souza e Giulietti (2009) (JSTOR Global Plants, 2025; Royal Botanic
Gardens Kew, 2025b; Souza; Giulietti, 2009). Esse histérico reflete a complexidade
morfolégica e a necessidade de estudos detalhados para melhor compreender a diversidade

dentro do grupo.

Atualmente, trés espécies sdo reconhecidas no género: Dizygostemon floribundus
(Benth.) Radlk., a espécie mais conhecida e amplamente distribuida (International Plant
Names Index (IPNI), 2025); Dizygostemon angustifolius Giul., frequentemente tratada como
sindnimo da anterior (Souza; Giulietti, 2009); e Dizygostemon riparius Scatigna & Colletta
(Scatigna et al., 2019), descrita recentemente em 2019 a partir de coletas realizadas no estado
do Maranhdo. A descoberta desta ultima refor¢a a importancia das coletas botanicas em
regides ainda pouco exploradas, revelando espécies com caracteristicas Unicas e potencial

relevancia ecoldgica e quimica.

Do ponto de vista morfolégico, Dizygostemon compreende plantas herbaceas ou
subarbustivas que apresentam varia¢cdes de habito em funcdo do ambiente. As flores sdo
tipicamente bibracteoladas, com pedicelo curto e presenca de bracteolas, um caréater
diagnostico para o género. Uma das caracteristicas mais marcantes encontra-se no androceu:
ha quatro estames férteis, sendo o par anterior monoteco, enquanto o par posterior apresenta
anteras bitecas com conectivo bi-braquiado. Essa peculiaridade diferencia Dizygostemon de
géneros proximos, como Achetaria, Stemodia e Tetraulacium, dentro da mesma tribo
Gratioleae. Outras diferencas diagndsticas incluem o tubo da corola parcialmente ocluido

pelo palato inflado do labio inferior, que toca o labio superior, além de variacbes no
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indumento e no tamanho das sépalas e folhas, caracteristicas que permitem distinguir

espécies entre si (Scatigna et al., 2019).

O género apresenta distribuicdo estritamente neotropical, sendo endémico da regido
nordeste do Brasil, com ocorréncia em ambientes de elevada diversidade ecoldgica.
Enquanto D. floribundus se encontra em uma faixa geografica mais ampla, D. riparius possuli
distribuicdo limitada, ocorrendo predominantemente nas margens de rios sujeitas a
alagamentos periddicos no estado do Maranhdo. Essa relagcdo com habitats ribeirinhos
evidencia a relevancia do género para a manutencdo dos ecossistemas locais, bem como sua
sensibilidade frente a alteracbes ambientais, como desmatamento e alteracdes no regime de
inundacdo. Por conta disso, D. riparius foi considerada “Em Perigo” (EN) pela IUCN, em
funcdo do nimero restrito de populac6es conhecidas e da degradacao continua de seu habitat
(Scatigna et al., 2019).

Além do interesse taxondmico e ecoldgico, o género Dizygostemon também vem
despertando atencdo do ponto de vista quimico e farmacolédgico (Branddo et al., 2020).
Estudos recentes com D. riparius revelaram que a espécie é aromatica, apresentando 6leos
essenciais em seus 6rgdos aereos (Brandao et al., 2020). A composicao quimica desses 6leos
incluiu compostos como acetato de endo fenchila, endo-fenchol, (E)-cariofileno e cariofileno
oxide (Branddo et al., 2020). Ensaios biologicos preliminares demonstraram atividade
larvicida contra Aedes albopictus, mosquito vetor de arboviroses como dengue e
chikungunya, o que evidencia o potencial do género como fonte de moléculas bioativas de
interesse em salde publica (Brandao et al., 2020). Além disso, estudos sazonais e circadianos
demonstraram que a composi¢do quimica do Oleo essencial de D. riparius varia em funcédo
de fatores ambientais, sugerindo plasticidade metabdlica e reforcando a necessidade de
investigacOes mais amplas sobre as condi¢des ideais para seu aproveitamento biotecnoldgico
(Galvao et al., 2023; Sousa, 2023).

Apesar dos avancos, ainda existem importantes lacunas no conhecimento sobre
Dizygostemon raparius. Do ponto de vista filogenético, ndo ha estudos moleculares
aprofundados que confirmem a monofilia do género e suas relagdes evolutivas com outros

representantes da tribo Gratioleae. Também carecemos de dados sobre ecologia reprodutiva,



21

interacdes com polinizadores, mecanismos de dispersdo de sementes e respostas a estresses

ambientais.

Em sintese, 0 género Dizygostemon representa um grupo restrito, mas de grande
relevancia botanica, ecoldgica e farmacologica. Sua distribuicdo limitada, associada a
degradacéo dos ecossistemas do nordeste brasileiro, torna urgente a realizacdo de estudos de
conservacao. Paralelamente, a presenca de 6leos essenciais com atividade larvicida evidencia
um promissor potencial biotecnoldgico, que pode contribuir tanto para a valorizacdo da
biodiversidade regional quanto para o desenvolvimento de alternativas sustentaveis no
combate a vetores de doengas. Assim, investigacdes integradas envolvendo taxonomia,
ecologia, filogenia e quimica de Dizygostemon sdo fundamentais para ampliar a compreensdo

e 0 aproveitamento deste género endémico do Brasil.

Figura 1-Dizygostemon riparius

Fonte: UFMA (2025).

3.3 Uso dos 6leos essenciais como anestésicos em peixes

O uso de anestésicos é uma pratica fundamental na piscicultura e em pesquisas com
peixes, por reduzir o estresse e a mortalidade durante procedimentos como biometrias,
transporte, inducdo reprodutiva, coleta de gametas e experimentos cientificos (Fortes et al.,
2024a; Rodrigues Branddo et al., 2022a). Tradicionalmente, compostos sintéticos como a
benzocaina e o eugenol (de origem natural, mas também disponivel em forma sintética), tém

sido os anestésicos mais empregados (Aydin, 2022; Boaventura et al., 2022). No entanto, tais
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agentes apresentam limitacGes significativas, como toxicidade em doses elevadas, risco de
acumulo de residuos nos tecidos, custo elevado em determinados contextos e crescente
preocupacao regulatoria quanto ao seu uso em sistemas de producao destinados ao consumo
humano (Félix; Monteiro; Venancio, 2025a, 2025b; STRINGHETTA et al., 2017).

Nesse cenario, tem crescido o interesse pela utilizacdo de plantas medicinais e seus
6leos essenciais como alternativas naturais para anestesia em peixes. Esses produtos de
origem vegetal apresentam a vantagem de serem, em geral, de baixo custo, acessiveis e com
menor impacto ambiental, além de poderem ser obtidos a partir da biodiversidade local
(Aydin; Barbas, 2020; Hoseini; Taheri Mirghaed; Yousefi, 2019). Diversas espécies vegetais
tém sido estudadas devido ao seu contetdo de metabdlitos secundarios, como monoterpenos,
sesquiterpenos e compostos fendlicos, que interagem com o sistema nervoso central,
promovendo efeitos sedativos e anestésicos. (Fortes et al., 2024a; Rodrigues Brandao et al.,
2022b; Yigit et al., 2022a)

Entre os exemplos mais estudados encontram-se 0s 6leos essenciais de Lippia alba
(erva-cidreira), Ocimum gratissimum (alfavaca-cravo) (Lam et al., 2025), Cymbopogon
citratus (capim-limdo) (Kizak et al., 2018), Mentha piperita (horteld-pimenta) (Metin;
Ozdikyar; Telci, 2025) e Aloysia triphylla (erva-luisa) (Parodi et al., 2014). Esses 6leos
demonstraram eficacia em diferentes espécies de peixes, proporcionando indugdo anestésica
rapida e recuperacdo eficiente, sem efeitos colaterais graves quando aplicados em
concentracdes adequadas. O 6leo essencial de Lippia alba, por exemplo, possui citral e linalol
como compostos principais e ja foi testado em peixes tropicais, com resultados satisfatorios
em termos de sedacdo e manutencéo da fisiologia dos animais (De Freitas Souza et al., 2018;
Dos Santos Batista et al., 2018).

No Brasil, onde a piscicultura se consolida como uma das principais atividades
aquicolas da América Latina, o uso de anestésicos naturais tem ganhando relevancia.
Especies nativas e exoticas cultivadas no pais - como a tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus), o tambaqui (Colossoma macropomum), o pacu (Piaractus mesopotamicus) e o
pirarucu (Arapaima gigas) ja foram alvo de estudos com diferentes extratos e 6leos vegetais.
Pesquisas nacionais demonstram que 0leos essenciais de espécies aromaticas, seja de cultivo

ou de ocorréncia espontanea no territorio, representam alternativas viaveis e sustentaveis para
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substituir anestésicos sintéticos (Branddo, 2020; Da Silva Costa et al., 2022; Facanha;
Gomes, 2005; Medeiros-Silva et al., 2014).

Um exemplo é o uso de 6leo essencial de Ocimum gratissimum, amplamente estudado
em laboratorios brasileiros, que apresenta eficAcia comparédvel ao eugenol sintético, sendo
rico em compostos fenolicos com acgdo anestésica (Boaventura, 2022; Ribeiro et al., 2016).
Outro destaque é o potencial do Cymbopogon citratus, de facil cultivo em diferentes regides
do Brasil, que tem mostrado resultados positivos na inducdo anestésica e também
propriedades antioxidantes, reduzindo os efeitos do estresse oxidativo em peixes submetidos
a manejo (Da Silva, 2023; Kizak et al., 2018). Tais caracteristicas reforcam a importancia de
explorar a flora brasileira, uma das mais ricas do mundo, como fonte de insumos naturais
para a aquicultura.

Apesar do potencial, ainda existem desafios a serem superados para a aplicacdo
desses produtos na piscicultura (Krepsky; Neves; Santana, 2021; Thomas et al., 2022). A
composicdo quimica dos 6leos pode variar de acordo com fatores ambientais, condicfes de
cultivo e métodos de extracdo, o que impacta diretamente sua eficacia. Além disso, a
padronizacdo de protocolos de uso, a determinacdo de doses seguras e a avaliacdo da
toxicidade cronica ainda sdo pontos que demandam maior investigacdo (Krepsky; Neves;
Santana, 2021). Também se faz necessaria a regulamentacao especifica para o uso de extratos
vegetais na aquicultura brasileira, garantindo a seguranca tanto dos animais quanto dos
consumidores (Brasil. Ministério da Agricultura e Pecuaria, 2025).

Portanto, os avancos cientificos apontam para um cendrio promissor, no qual plantas
medicinais e 6leos essenciais podem se consolidar como anestésicos naturais, mais acessiveis
e ambientalmente responsaveis. No contexto brasileiro, o aproveitamento da biodiversidade
local ndo apenas contribui para a inovacdo na aquicultura, mas também valoriza os recursos
vegetais do pais, reforcando a sustentabilidade da cadeia produtiva de peixes. Pesquisas
futuras devem integrar quimica, farmacologia e fisiologia animal para estabelecer padrdes de
qualidade e seguranca, possibilitando a aplicacdo efetiva dessas alternativas naturais no
manejo aquicola

3.4 Toxicidade de compostos naturais em peixes
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Apesar de frequentemente considerados “mais seguros” por serem de origem vegetal,
compostos naturais — incluindo 0leos essenciais, extratos e metabolitos secundérios
(monoterpenos, sesquiterpenos, fendis, alcaloides) — podem apresentar toxicidade
significativa em peixes (Malheiros; Tavares-Dias, 2014; Santos et al., 2023a, 2023b). A
toxicidade depende fortemente da concentracdo, tempo de exposicdo, estadgio de
desenvolvimento (embrides, larvas e adultos apresentam sensibilidades diferentes) (Da Silva
Jr et al., 2023), espécie alvo, formulagdo (uso de solventes ou emulsificantes) e parametros
ambientais (temperatura, pH, dureza e oxigénio dissolvido) (Thomas et al., 2022). Assim, 0
pressuposto de seguranca inerente a qualquer “produto natural” ¢ inadequado; cada composto
exige avaliacdo toxicoldgica especifica (Valladdo, 2014).

Estudos com modelos experimentais tém mostrado efeitos agudos e subagudos de
diversos compostos naturais. Em embriGes e larvas de Danio rerio (zebrafish), por exemplo,
exposicdo a 6leos essenciais de citronela (lemongrass), tomilho, e orégano causou atraso no
desenvolvimento  (epibolia), deformidades morfolégicas  (espinha curvada, edema
pericardico), alteracbes comportamentais e mortalidade, com CLso bem definidas para cada
oOleo testado (Da Silva Jr et al., 2023). Estes resultados evidenciam que estagios precoces de
desenvolvimento sdo particularmente sensiveis a constituintes volateis e lipofilicos. O
zebrafish tem se consolidado como modelo eficaz para triagem de toxicidade de dleos
essenciais e extratos, por sua rapidez, transparéncia embrionaria e relevancia para endpoints
de desenvolvimento (Polednik; Koch; Felzien, 2018; Thitinarongwate et al., 2021).

Em peixes de cultivo, testes agudos revelam limiares de toxicidade que variam entre
espécies. Por exemplo, experimentos com oOleo essencial de Mentha piperita (horteld-
pimenta) em Oreochromis niloticus (tilapia) indicaram que concentracdes efetivas para
algumas aplicagdes (20-35 mg L") podem ser seguras, mas concentragdes mais altas (>40
mg- L") provocaram aumento de mortalidade e alteragdes histopatoldgicas nas branquias,
como fusédo lamelar e proliferacéo epitelial (Dos Anjos; Isaac, 2020). Estudo semelhante em
juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) avaliou 6leos de Aloysia triphylla, Lippia
gracilis e Piper aduncum, demonstrando que doses anestésicas e mal calibradas levam a
danos branquiais e mortalidade, confirmando que espécies nativas de grande importancia
comercial demandam estudos especificos de toxicidade aguda e histoldgica (Santos et al.,
2023b).
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Os efeitos toxicos variam conforme os compostos presentes nos 6leos essenciais.
Substancias como eugenol, citral, geraniol, linalol e outros terpenos podem interagir
diretamente com as membranas dos neurdnios, influenciar canais iénicos e até modular
sistemas de neurotransmissores, como os receptores GABA (Bianchini et al., 2017; Heldwein
etal., 2012; Tao et al., 2023a). Esses mecanismos ajudam a explicar tanto o efeito anestésico

em baixas concentragdes quanto a toxicidade neuroldgica quando as doses sdo mais altas.

Por serem lipofilicos, muitos desses compostos se acumulam em tecidos ricos em
gordura, o que pode gerar efeitos subletais, como alteracbes no metabolismo e aumento do
estresse oxidativo (Xu et al., 2023). Em exposi¢des prolongadas, isso pode evoluir para
problemas mais sérios, como danos no figado ou até impactos na reproducdo. Ja em situacdes
de exposicdo aguda, 0s primeiros sinais costumam aparecer nas branquias 6rgao que esta em

contato direto com a 4gua resultando em dificuldade respiratéria.

No Brasil, esses resultados ganham ainda mais importancia. 1sso porque o pais tem
uma aquicultura em expansdo, com espécies de destaque como tilapia, tambaqui, pacu e
pirarucu, além de uma biodiversidade riquissima de plantas produtoras de dleos essenciais.
Esse cenario torna fundamental avaliar, em nivel local, a toxicidade de produtos naturais.
Pesquisas realizadas em universidades e centros de estudo brasileiros ja apontam tanto o
potencial quanto os riscos envolvidos: 6leos essenciais de plantas nativas mostraram efeitos
promissores, como acdo anestésica e antiparasitaria, mas também revelaram niveis de
toxicidade que exigem cuidado na escolha da dose e na formulacéo (Da Cunha et al., 2010;
Silva et al., 2013). Outro ponto importante é que a composi¢do quimica dos 6leos pode variar
bastante de acordo com o quimiotipo da planta, influenciado por fatores como clima e solo.
Isso significa que dois 6leos de uma mesma espécie podem ter perfis quimicos diferentes —
e, consequentemente, toxicidades distintas (Simdes; Others, 2017). Por isso, a caracterizacéo

fitoquimica precisa caminhar junto com os testes toxicologicos.

Em sintese, compostos naturais carregam potencial significativo para uso em manejo
aquicola (como anestésicos, antiparasitarios ou aditivos, mas nao séo intrinsecamente isentos
de risco. Estudos recentes mostram claramente que, em muitas situacdes, os efeitos

embriotoxicos, histopatoldgicos e letais podem ocorrer quando os compostos sdo aplicados
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sem a devida avaliacdo toxicoldgica. No Brasil, ha espaco e necessidade para pesquisas
interdisciplinares (quimica, toxicologia, fisiologia e regulamentagdo) que viabilizem o0 uso
seguro e padronizado desses produtos na pratica aquicola, maximizando beneficios e

minimizando danos.

3.5 Mecanismos de acéo anestésica de 6leos essenciais em peixes

Os dleos essenciais (OEs), obtidos de plantas aromaticas, vém ganhando destaque
como alternativas naturais e eficazes aos anestésicos sintéticos em peixes. Seu uso tem se
tornado cada vez mais frequente na aquicultura e em pesquisas experimentais, ja que
conseguem induzir desde uma sedacdo leve até uma anestesia profunda, com a vantagem de
causarem menor impacto ambiental e reduzido risco de deixar residuos quimicos nos tecidos

dos animais.

Diversos componentes presentes nos 0leos essenciais, como eugenol, citral, linalol,
mentol e geraniol, atuam de forma especifica no sistema nervoso central. Um dos
mecanismos mais estudados é a modulacdo do sistema GABAérgico. Substancias como
eugenol e linalol aumentam a permeabilidade dos receptores GABA ao ion cloreto,
promovendo hiperpolarizacdo dos neurdnios e diminuindo sua excitabilidade. Esse efeito
leva a sedacdo, a reducdo da atividade motora e, em concentracdes adequadas, a inducéao de
anestesia profunda em vérias espécies de peixes, incluindo tilapia e zebrafish (Souza et al.,
2019).

Aléem de atuarem no sistema GABAérgico, os 6leos essenciais também podem
interferir em canais i6nicos, como os de sodio e potassio, modificando os potenciais de acao
e diminuindo a frequéncia de disparos neuronais. Compostos como citral e geraniol, por
exemplo, retardam a despolarizagdo dos neurénios, provocando um bloqueio parcial na
transmissdo dos impulsos nervosos e promovendo relaxamento muscular. Esse efeito se
manifesta como perda de coordenacdo motora e sedacdo profunda, observada em

experimentos com tilapia e truta-arco-iris (Mazandarani; Hoseini, 2017).

Outro mecanismo envolve receptores sensoriais periféricos, presentes em branquias,

pele e mucosas, que modulam a percepcao de estimulos e o estresse. Estudos com tilapia-do-
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nilo mostraram que Oleos essenciais de Ocimum gratissimum conseguem reduzir respostas
comportamentais de fuga e a frequéncia respiratoria, sem causar danos histolégicos
significativos quando usados em doses seguras. Esse efeito é particularmente relevante para
praticas de manejo, transporte e manipulacao de peixes na aquicultura, pois ajuda a minimizar

0 estresse e o risco de mortalidade (Ferreira et al., 2021a).

Alguns componentes dos 6leos essenciais também atuam bloqueando parcialmente a
neurotransmissao excitatoria. Compostos como cineol (Eucalyptus globulus) e mentol
(Mentha piperita) modulam receptores de glutamato e outros neurotransmissores
excitatorios, promovendo relaxamento e sedagdo em peixes. Em concentra¢Ges mais baixas,
eles induzem sedacéo leve, enquanto doses mais elevadas podem levar a anestesia profunda,
permitindo que o protocolo seja ajustado conforme o objetivo do manejo (Mazandarani;
Hoseini, 2017).

Além da acéo direta no sistema nervoso, os 6leos essenciais podem provocar efeitos
sistémicos, como leve depressdo cardiovascular e diminuicdo da frequéncia respiratéria. O
eugenol, por exemplo, reduz o ritmo cardiaco e respiratorio, potencializando o efeito
anestésico geral. Esses efeitos precisam ser monitorados com atencgdo, pois doses excessivas
podem causar toxicidade ou até mortalidade, reforcando a importancia de padronizar os
protocolos de aplicacdo (Uehara et al., 2019).

Portanto, os mecanismos de acdo anestésica dos 6leos essenciais envolvem interacdes
complexas com receptores centrais e periféricos, canais idnicos e neurotransmissores
excitatorios, combinados a efeitos sistémicos. A compreensdo desses processos €
fundamental para otimizar o uso seguro desses compostos naturais em peixes, garantindo
bem-estar animal, eficacia anestésica e sustentabilidade ambiental.

Tabela 1 - Mecanismos de agdo de constituintes de 6leos essenciais em peixes

Componentes de

Mecanismo OEs

Efeito observado Espécies citadas

Hiperpolarizagéo
neuronal, sedacéo,

Eugenol, Linalol  redugdo da atividade
motora, anestesia
profunda

Modulacgéo do sistema
GABAérgico

Tilapia, Zebrafish
(Souza et al., 2019)
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Mecanismo

Componentes de
OEs

Efeito observado

Espécies citadas

Blogueio/modulacéo de
canais idnicos (Na" e K*)

Modulacgéo de receptores
sensoriais periféricos

Blogueio parcial da
neurotransmissao
excitatoria

Efeitos sistémicos
cardiovasculares e
respiratérios

Citral, Geraniol

Oleos de Ocimum
gratissimum

Cineol
(Eucalyptus
globulus), Mentol
(Mentha piperita)

Eugenol

Retardo na
despolarizacéo
neuronal, bloqueio
parcial da
transmisséo nervosa,
relaxamento
muscular, perda de
coordenagdo motora

Reducéo de respostas
ao estresse,
diminuicéo da
frequéncia
respiratoria, manejo
seguro

Sedacdo leve a
profunda,
relaxamento, ajuste
conforme manejo

Depressao
cardiovascular leve,
diminuicdo da
frequéncia
respiratoria,
potencializacdo do
efeito anestésico

Tilépia, Truta-arco-iris
(Mazandarini;
Hoseini, 2017)

Tilapia-do-nilo
(Ferreira et al., 2021a)

Peixes em geral
(Mazandarini;
Hoseini, 2017)

Peixes em geral
(Uehara et al., 2019)

Fonte: O Autor,2025

3.6 Perspectivas biotecnoldgicas e sustentaveis dos anestesicos naturais na aquicultura

A aquicultura tem se consolidado como uma das principais formas de producéo de

proteina animal no mundo. A medida que o setor cresce, cresce também a necessidade de

aprimorar as praticas de manejo e garantir o bem-estar dos organismos cultivados.

Procedimentos como biometria, transporte, reproducdo e manejo alimentar, embora

indispensaveis, provocam estresse e podem comprometer o desempenho zootécnico, a
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imunidade e até a qualidade do produto final. Para minimizar esses efeitos, o uso de
anestésicos tornou-se uma ferramenta essencial (Hoseini; Taheri Mirghaed; Yousefi, 2019;
Kolygas et al., 2025a; Park; Lee; Lim, 2018).

Durante décadas, 0s anestésicos sintéticos como a tricaina metanossulfonato (MS-
222), a benzocaina e o 2-fenoxietanol dominaram o cenario aquicola. Eles séo eficazes e de
acao previsivel, mas também levantam preocupacdes: deixam residuos nos tecidos, podem
causar toxicidade ambiental, apresentam custo elevado e sofrem restrices de uso em
diferentes paises. Diante disso, cresce o interesse por alternativas naturais, mais seguras e
ambientalmente responséaveis (Ackerman; Morgan; Iwama, 2005; Ayala-Soldado et al.,
2024; Minaz, 2024).

Nesse contexto, 0s 6leos essenciais e seus principais constituintes tém se destacado
como potenciais agentes anestésicos. Derivados de plantas aromaticas, esses compostos tém
mostrado resultados expressivos em varias espécies de peixes e crustaceos, promovendo
sedacdo e anestesia de forma rapida e eficaz. O 6leo de cravo, rico em eugenol, é o exemplo
mais conhecido: apresenta boa eficiéncia anestésica, baixo custo e origem renovavel. No
entanto, os resultados variam conforme o tamanho dos animais, a espécie, a temperatura da
agua e até a forma como o bleo é aplicado — fatores que reforcam a importancia de
padronizar protocolos especificos (Fortes et al., 2024; Nascimento et al., 2025; Vercellini et
al., 2024).

A biotecnologia tem desempenhado um papel essencial no aprimoramento dessas
substancias. Pesquisas recentes vém explorando nanoencapsulacdo, microemulsdes e 0 uso
de ciclodextrinas para aumentar a solubilidade dos 6leos essenciais e controlar a liberagdo
dos compostos ativos. Essas inovacBes tornam o uso mais eficiente, reduzem o desperdicio
e garantem uma resposta anestésica mais estavel. Ha4 também um movimento crescente para
modificar estruturalmente alguns compostos naturais, criando versdes “melhoradas”, com
maior seletividade e menor toxicidade (Kheawfu et al., 2025; Slavova et al., 2020; Xu et al.,
2021; Zeng et al., 2024).

Do ponto de vista sustentavel, os anestésicos naturais oferecem vantagens evidentes.

Por serem de origem vegetal, podem ser obtidos a partir de cultivos renovaveis, residuos
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agricolas ou subprodutos da agroindustria, reduzindo a pressdo sobre recursos naturais. O
uso desses compostos se alinha a principios de bioeconomia e economia circular, refor¢cando
a imagem de uma aquicultura mais verde e responsavel. Ainda assim, desafios persistem: a
composicao quimica dos 6leos pode variar conforme a origem boténica, o clima e a época de
colheita, o que dificulta a padronizacdo (Hoseini; Taheri Mirghaed; Yousefi, 2019; Kolygas
et al., 2025b).

Apesar dos avangos, a adocdo em larga escala desses anestésicos ainda exige
comprovagéo robusta de seguranca. E fundamental garantir que ndo deixem residuos nos
tecidos destinados ao consumo humano e que ndo apresentem efeitos crénicos sobre o
organismo dos peixes. Além disso, a regulamentacdo precisa acompanhar a ciéncia,
estabelecendo parametros claros para a utilizacdo segura dessas substancias no setor
produtivo (Ayala-Soldado et al., 2024; Fortes et al., 2024; Minaz, 2024).

Em perspectiva, 0s anestésicos naturais representam uma alternativa promissora e
necessaria a dependéncia dos compostos sintéticos. A integracdo entre biotecnologia,
sustentabilidade e regulamentacdo é o caminho para transformar esse potencial em prética
consolidada. A medida que novas formulagdes sdo desenvolvidas e a producio vegetal se
torna mais sustentavel, € possivel vislumbrar uma aquicultura que concilie eficiéncia, bem-
estar animal e respeito ao meio ambiente. O futuro dos anestésicos naturais, portanto, nao
depende apenas da quimica, mas também de um novo modo de pensar a producdo aquicola:

mais inteligente, consciente e integrada a natureza.
3.7 Alinhamento do estudo com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS)

O presente estudo esta diretamente alinhado ao Objetivo de Desenvolvimento
Sustentavel 12 (ODS 12) — Consumo e Producdo Responsaveis, proposto pela Organizagdo
das NagOes Unidas, que visa promover padrdes sustentaveis de producdo, reduzir impactos
ambientais e incentivar o uso eficiente dos recursos naturais (Organizacdo das Nagdes
Unidas, 2015). No contexto da aquicultura, esse objetivo esta associado a adocdo de
tecnologias que minimizem o uso de insumos quimicos potencialmente perigosos, reduzam
a geracdo de residuos e promovam praticas ambientalmente responsaveis (United Nations

Environment Programme, 2019).
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Tradicionalmente, a anestesia de peixes em sistemas aquicolas tem sido realizada
com 0 uso de compostos sintéticos, como a tricaina metanossulfonato (MS-222) e a
benzocaina, os quais, embora eficazes, apresentam limitaces relacionadas a toxicidade, a
possibilidade de acumulo de residuos nos tecidos e ao impacto ambiental(Ackerman;
Morgan; Iwama, 2005). Essas restricdes tém impulsionado a busca por alternativas mais

seguras e sustentaveis para 0 manejo de organismos aquaticos.

Nesse cenario, os 0Oleos essenciais de origem vegetal tém se destacado como
alternativas naturais promissoras, uma Vvez que S30 compostos majoritariamente
biodegradaveis, provenientes de fontes renovaveis e, em geral, apresentam menor
persisténcia ambiental quando comparados aos anestésicos sintéticos(Aydin; Barbas, 2020;
Hoseini; Taheri Mirghaed; Yousefi, 2019). Estudos recentes demonstram que monoterpenos
e outros constituintes volateis presentes nesses 6leos sdo capazes de induzir sedacdo e
anestesia eficazes em diferentes espécies de peixes, com menor risco toxicolégico quando

utilizados em concentra¢des adequadas (Félix et al., 2023).

Além do aspecto ambiental, o uso de 6leos essenciais extraidos de espécies
vegetais nativas contribui para a valorizacéo da biodiversidade local e para o fortalecimento
de estratégias alinhadas a bioeconomia. O aproveitamento racional de plantas aromaticas
brasileiras como fonte de insumos para a aquicultura sustentavel esta em consonancia com
0s principios do consumo e da producdo responsaveis, ao promover inovagdo tecnoldgica
baseada em recursos naturais renovaveis. No caso especifico de Dizygostemon riparius,
estudos prévios ja evidenciaram seu potencial biotecnoldgico, reforcando a relevancia de sua

investigacdo sob a perspectiva da sustentabilidade (Galvéo et al., 2023).

Dessa forma, ao investigar a eficacia anestésica e os limites de seguranca do leo
essencial de D. riparius, o presente trabalho contribui para o desenvolvimento de préaticas de
manejo mais sustentaveis na piscicultura, reduzindo a dependéncia de anestésicos sintéticos
e promovendo o0 uso responsavel dos recursos naturais. Assim, a pesquisa Sse insere no
contexto da ODS 12 ao integrar eficiéncia produtiva, inovacgéo cientifica e responsabilidade

ambiental.

4. Metodologia
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4.1 Peixes e condicdes de cultivo

O experimento foi conduzido no setor de Piscicultura do Centro de Ciéncias de
Chapadinha (CCCh), da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), localizado nas
coordenadas 03° 44 “17”S e 43° 20’ 29”W, a uma altitude de 107 m. Foram utilizados 200
alevinos e juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum) distribuidos e, trés classes de
tamanho: Grupo A (3,30+0,53 g; 3,1+0,71cm); Grupo B (6,61 £ 1,27 g; 7,08 + 0,62 cm) e
Grupo C (15,43 £ 1,82 g; 10,8+1,53cm). Os exemplares foram obtidos de uma piscicultura
comercial no municipio de Santa Rita (MA) e, ao chegarem ao laboratério, foram mantidos
por 8 dias em tanque de concreto (6m3), localizado na area externa do prédio para aclimatagéo
pré-experimental. Durante este periodo, receberam racdo comercial com 36% de proteina
bruta, fornecida duas vezes ao dia (07h30 e 17h00) até a saciedade aparente. Vinte e quatro
horas antes do inicio dos experimentos e durante a exposi¢do ao 6leo essencial, 0s animais
foram submetidos a jejum alimentar. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMA sob o registro n° 23115.010523/2024-58.

4.2 Parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos da adgua foram monitorados e mantidos dentro de
niveis adequados ao longo de todo o periodo experimental, registrando-se 0s seguintes
valores: temperatura de 27,71 + 2,44 °C, pH de 6,14 + 0,69, aménia total de 0,04 + 0,01
mgL! e dureza: 5,39 + 0,52mgL! de CaCOs equivalente. As medi¢es de oxigénio
dissolvido e temperatura foram realizadas com um medidor multipardmetro YSI, enquanto
o pH foi aferido com um medidor de pH digital DMPH-2, garantindo o controle sistematico

da qualidade da agua durante 0s ensaios.

4.3 Extracdo do 0leo essencial, anélise e identificacdo dos constituintes

Exemplares de Dizygostemon riparius foram coletados em ambiente ripario no
municipio de S&o Benedito do Rio Preto/MA (coordenadas: 3°19'27.9" S / 43°31'03.5" W).
Apbs a coleta, 2,4 kg de folhas foram submetidas a secagem em temperatura ambiente por
cinco dias, trituradas em moinho mecanico e processadas por hidrodestilacdo durante 2 horas
em aparelho do Clevenger, conforme metodologia descrita em Figueiredo et al., (2019) Apos

0 processo de extragdo, o 6leo foi armazenado em frasco de vidro &mbar e mantido sob
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condicdes adequadas até sua utilizacdo. O material botanico foi identificado e uma exsicata

foi depositada no herbario Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), em Belém-PA.

A anélise quimica do 6leo essencial foi realizada por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG-EM), técnica amplamente utilizada para a identificagdo de
compostos volateis em 0Oleos essenciais (Marriott; Shellie; Cornwell, 2001).

As andlises fisico-quimicas do 6leo essencial seguiram os padrdes da Farmacopeia
Brasileira. O 6leo essencial foi analisado em um cromatégrafo a gas CG-2010) acoplado a
um espectrometro de massas (CG-EM QP2010 Plus), ambos da marca Shimadzu, utilizando
uma coluna capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm X 0,25 pm). O gas de arraste utilizado foi o
hélio, com velocidade linear de 30 cm/s e fluxo da coluna de 1,0 mL.min*, com razdo de
split de 1:30. A programagéo do forno iniciou-se a 35 °C por 6 minutos, com rampa de
aquecimento de 10 °C.min até atingir 240 °C, temperatura mantida por 10 minutos. A
temperatura do injetor foi de 250 °C e da fonte de ions de 200 °C. O tempo total da corrida
cromatografica foi de 36,50 minutos. A amostra foi preparada com 1 pL do 6leo essencial
solubilizado em 500 pL de hexano grau HPLC. A identificacdo dos compostos foi realizada
por normalizacdo das areas dos picos, utilizando a biblioteca do equipamento NIST08

(National Institute of Standards and Technology).

A cromatografia gasosa separa os diferentes constituintes do éleo com base em suas
propriedades fisico-quimicas, como volatilidade e polaridade, enquanto a espectrometria de
massas fornece informacdes sobre a estrutura molecular dos compostos, permitindo sua
identificacdo (Hubschmann, 2009) As bibliotecas espectrais ADAMS, NIST, (Adams, 2001;
Of Standards; Technology, 2017) e FFNSC 2 foram utilizadas para a comparagdo e

identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial de Dizygostemon riparius.
4.4 Teste de toxicidade aguda

Para a realizacdo dos ensaios, foram utilizados lotes independentes de peixes para 0s
testes de toxicidade aguda e de atividade anestesica, a fim de evitar possiveis interferéncias
fisiologicas e comportamentais decorrentes de exposi¢cOes prévias ao Oleo essencial,

garantindo a independéncia dos resultados obtidos em cada experimento.
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O tempo de exposicédo de 6 h no ensaio de toxicidade aguda foi adotado com base em
protocolos utilizados para avaliacdo de toxicidade de curta duragdo em organismos aquéticos,
especialmente em estudos com 6leos essenciais, que apresentam rapida absorcdo e acéao
bioldgica. Esse periodo permite a deteccdo de efeitos letais e subletais iniciais, sendo
adequado para triagem toxicologica sem prolongar desnecessariamente o estresse dos

animais.

Para o ensaio de atividade anestésica, foi utilizado um periodo maximo de 30 minutos,
conforme recomendado em estudos com anestésicos em peixes, nos quais a inducéo e
recuperacdo devem ocorrer em intervalos curtos. Esse tempo € suficiente para avaliar as
diferentes fases da anestesia (sedacdo, perda de equilibrio e anestesia profunda), além de

permitir a observacao da recuperacdo dos animais ap0s a exposi¢ao.

Foram realizados trés ensaios para avaliar a toxicidade do o6leo essencial de
Dizygostemon riparius (OEDr) em peixes de diferentes faixas biométricas. No Grupo 1,
composto por alevinos (3,30 + 0,52 g; 5,39 + 0,41 cm), foram testadas as concentracdes de
25, 30, 40, 45, 50 e 70 mg-L* de OEDr, além do grupo controle tratado com etanol (3,364
uL; diluigdo 1:10) sem o6leo essencial, com quatro repeti¢des por concentragdo (n = 4). O
Grupo 2, formado por juvenis (6,61 + 1,27 g; 7,08 £ 0,62 cm), foi exposto as concentracdes
de 150, 170 e 190 mg L', com duas repetigdes por concentragdo (n = 2 peixes). Por fim, o
Grupo 3, composto também por juvenis (15,43 + 1,82 g; 10,8 + 1,53 cm), foi submetido as
concentragdes de 210, 230 ¢ 250 mg-L!, também com duas repeti¢des por concentragdo (n

= 2 peixes) assim como esta na figura 2

Como critério de mortalidade, os peixes foram considerados mortos apenas na
auséncia total de movimentos operculares ou caudais e na falta de resposta a estimulos
externos. Ao final de cada ensaio, registrou-se o0 numero de sobreviventes e de individuos

que ndo resistiram as concentragdes testadas (Souza et al., 2017)
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Figura 2. Esquema metodoldgico do ensaio de toxicidade aguda com OEDr em juvenis de tambaqui

(Colossoma macropomum). O diagrama detalha os trés grupos biométricos, as concentracdes testadas e 0s

parametros monitorados durante a exposicéo de 6 horas.

ESQUEMA METODOLOGICO: ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA DO OLEO ESSENCIAL DE
Dizygostemon ripanus (OEDr) EM JUVENIS DE TAMBAQUI (Colossoma macropomum)
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Fonte: o autor, 2025

4.5 Ensaio de atividade sedativa e anestésica do 06leo essencial de Dizygostemon

riparius

Para complementar a investigacao dos efeitos fisioldgicos do OEDr, conduziu-se um
experimento especifico para avaliar seu potencial anestésico nos animais, utilizando
concentragdes de 35, 55, 100, 120,130 mg-L ! diluidas em etanol na proporgéo 1:10. O grupo
controle recebeu etanol puro (527 pL) isento do oOleo, seguindo um delineamento
inteiramente casualizado com preparacdo das solugfes no momento dos ensaios a partir de

solucéo estoque refrigerada e protegida da luz,

O experimento foi conduzido em 20 aquarios de 1 L, todos com aeracdo constante.
Cada concentracdo do OEDr foi testada em quatro repeti¢des (n = 4), utilizando um total de
200 animais. Com o objetivo de garantir a adaptacdo dos peixes e evitar variaveis de estresse,
os individuos foram transferidos 24 horas antes do inicio dos testes para um tanque de
polietileno de 150 L, onde permaneceram em condic¢Bes controladas até a exposi¢do ao 6leo

essencial a biometria média dos peixes utilizados eram 6,61 + 1,27 g; 7,08 + 0,62 cm.

Cada animal foi individualmente coletado de forma aleatéria e submetido ao banho

anestésico com OEDr em sistema estatico. O tempo maximo de exposi¢do ao dleo foi de
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trinta minutos, utilizando cada individuo apenas uma vez para evitar interferéncias nos

resultados.

Apds a exposicdo, os peixes foram transferidos para aquarios contendo agua limpa e
aerada (1 L) para avaliacdo do tempo de recuperacdo. Considerou-se a recuperagdo completa
quando 0s animais apresentaram natacdo ativa e coordenada, com resposta aos estimulos
tateis. O periodo maximo de observacao da recuperacao também foi limitado a trinta minutos.
Os tempos de inducdo aos diferentes estagios anestésicos foram registrados com crondémetros
digitais, seguindo os parametros estabelecidos para sedacdo (perda de reatividade a estimulos

visuais), equilibrio (perda de natacdo ereta) e anestesia cirurgica (perda de reflexo opercular).

Apds a recuperacdo total dos efeitos anestésicos, os exemplares foram submetidos a
biometria individual (peso e comprimento total) e agrupados de acordo com as respectivas
concentracdes de OEDr testadas. Para monitoramento pds-experimental, os animais foram
mantidos por 24 horas em caixas de polietileno de 150 L, sob observacdo continua de
possiveis alteracdes comportamentais e registro de eventual mortalidade. Visando padronizar
as condi¢Bes metabolicas, 0s peixes permaneceram em jejum por 24 horas antes do inicio
dos experimentos e durante toda a sua duragéo (Souza et al., 2017), assim como esta decrito

na figura 3.

Figura 3. Fluxograma experimental do potencial anestésico do OEDr em juvenis de tambaqui. O esquema
ilustra as etapas de aclimatagdo (jejum), as concentragdes (35 a 130 mg-L™!), o processo de inducdo e

recuperacdo anestésica, e 0 monitoramento pds-teste.

ESQUEMA METODOLOGICO: ANESTESIA POR OEDr EM JUVENIS DE TAMBAQUI
Biometria Média: 6,61 £ 1,27 g; 7,08 £ 0,62 cm
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Os estagios de inducdo e recuperacdo da anestesia foram avaliados conforme o

estudo de (Small, 2003), de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Estagios de sedacéo, anestesia e recuperacdo de acordo com Small, 2003

Estagio Descricao Comportamento Caracteristico

E1l - Sedagéo Inicio dos efeitos sedativos | Pouca reacdo a  estimulos
externos, perda parcial do
equilibrio, natacdo errética.

E2 — Anestesia Anestesia profunda Perda total do equilibrio,
auséncia de locomocao.
E3 — Recuperacéo Retorno a normalidade | Recuperacdo da posicdo de nado
motora e da capacidade de nadar.

4.6 Analise de dados

A anélise estatistica dos dados foi realizada utilizando os softwares Origin®
(OriginLab Corporation, EUA) e Microsoft Excel®. A determinagdo da concentragéo letal
média (CLso) foi conduzida no software Origin®, no qual os dados de mortalidade foram
ajustados por meio de analise de regressao néo linear, permitindo a estimativa da CLso e de
seus respectivos intervalos de confianga. O mesmo software foi empregado para a construcéo
dos gréaficos referentes a avaliagdo anestésica, incluindo a relacdo entre concentracéo do 6leo

essencial e os tempos de inducéo, sedacéo e anestesia.

Os dados obtidos nos testes de sedacdo, anestesia e recuperacdo foram
inicialmente organizados em planilhas do Microsoft Excel®. A partir dessas planilhas, foi
realizada a analise de variancia (ANOVA) para verificar diferencas estatisticamente
significativas entre os tratamentos. Quando aplicavel, adotou-se nivel de significancia de p <

0,05. Os resultados foram expressos como média + desvio-padréo.

5. Resultados e Discusséo
5.1 Caracterizagao Fisico-quimica do 6leo essencial de Dizygostemon riparius
O oleo essencial de Dizygostemon riparius apresentou propriedades fisico-quimicas

compativeis com aquelas descritas para 6leos essenciais. A densidade (0,9377 gomL™') e o

indice de refracdo (1,464) encontram-se dentro das faixas usualmente reportadas para esse
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tipo de produto natural. A solubilidade em etanol 70% na propor¢cdo de 1:5 indica
solubilidade parcial, caracteristica comum de 6leos essenciais, devido a presenca de

compostos de diferentes polaridades (Tabela 3).

Entretanto, esses pardmetros fisico-quimicos, quando avaliados isoladamente, ndo
permitem inferir de forma conclusiva a composi¢do quimica do 6leo essencial, sendo
necessarios metodos analiticos mais especificos, como a cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM), para a identificacdo e quantificacdo dos constituintes.

Tabela 3. Propriedades fisico-quimicos do Oleo essencial de Dizygostemon riparius.

Parametro Valor
Densidade (g mL™) 0,9377
indice de refracdo (nD 25°) 1,464

Solubilidade em etanol a

70% (VIv) 01:05
Cor Amarelo
Aparéncia Limpido
Caracteristico e
Odor forte
Rendimento (%) 1,54

Fonte: O autor, 2025

Macroscopicamente, o 6leo apresenta-se como um liquido amarelo, limpido, exibindo
aroma intenso e caracteristico condizente com a alta concentragdo de endo-fenchol e acetato
de endo-fenchil. O rendimento de extracdo de 1,54% pode ser considerado satisfatorio
guando comparado com outras espécies aromaticas, posicionando-se em uma faixa moderada

para producéo de 6leo essencial.

5.2 Constituintes quimicos

A analise cromatografica do 6leo essencial (Tabela 4) revelou um perfil
quimico distintivo, caracterizado pelo predominio de monoterpenos oxigenados com

destaque para derivados do esqueleto fenchanico. A composic¢do foi dominada por dois
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constituintes majoritarios: o acetato de endo-fenchila (42,66%) e o endo-fenchol (34,88%),

gue em conjunto representaram mais de 77% da composicdo total.

Tabela 4. Constituintes identificados no OEDr por CG-EM

N° Constituintes quimicos IRa IRb OE (%)
1 (E)-Hex-2-enal 841 840 0,41
2 (2)-Hex-3-enol 843 842 0,36
3 Santolina trieno 902 901 1,55
4 a-Tujeno 920 919 0,35
5 o-Pineno 927 926 0,67
6 a-Fencheno 938 939 0,48
7 B-Pineno 968 969 0,31
8 p-Cimeno 1016 1017 0,8
9 Limoneno 1022 1021 1,09
10 (2)-B-Ocimeno 1030 1029 0,44
11 y-Terpineno 1051 1050 0,34
12 Linalol 1091 1093 0,37
13 endo-Fenchol 1108 1110 34,88
14 a-Terpineol 1166 1168 0,48
15 neoiso-Isopulegol 1173 1175 0,68
16 Acetato de endo-Fenchila 1176 1178 42 66
17 Nerol 1181 1183 0,48
18 p-Cimen-8-ol 1188 1186 0,38
19 Carvacrol 1292 1290 0,38
20 ACetato de neoiso- 1307 1305 0,48
Isopulegila
21 Metil-eugenol 1349 1347 0,32
99 Ace_ta_to de neoiso- 1353 1351 0,98
Dihidrocarveol

23 Acetato de trans-Mirtanol 1394 1392 0,14
24 (E)-Cariofileno 1417 1419 3,22
25 trans-Nerone 1442 1444 1,38
26 (E)-Nerolidol 1443 1445 0,31
27 o-Humuleno 1450 1452 0,88
28 Epdxido de italiceno 1549 1551 0,48
29 Viridiflorol 1565 1566 0,36
30 Epdxido de humuleno 11 1572 1573 0,41
31 Espatulenol 1574 1575 0,88




40

N° Constituintes quimicos IRa IRb OE (%)

32 Oxido de cariofileno 1583 1584 2,58

IR? = indices de retencio calculados experimentalmente; IR® = indices de retencio da literatura em coluna apolar.

Fonte: O Autor,2025

A andlise cromatogréfica do 6leo essencial de Dizygostemon riparius permitiu
identificar constituintes em teores intermediarios, dentre os quais destacam-se o (E)-
cariofileno (3,22%), o Oxido de cariofileno (2,58%) (figura 4). A maioria dos demais
compostos ocorreu em concentracgdes inferiores a 1%, incluindo a e B-pineno, y-terpinoleno,

linalol, carvacrol, espatulenol e viridiflorol.

(A) (B)

CHz o 3

CHg
CHz  oH
H3C \ H3C
0
CHs CHg

Figura 4. Estruturas quimicas dos principais constituintes identificados: (A) acetato de endo-
fenchila, (B) endo-fenchol, (C) B-cariofileno e (D) dxido de cariofileno.

Os principais constituintes identificados acetato de endofenchila, endo-fenchol, B-
cariofileno e Oxido de cariofileno tém sido descritos na literatura como compostos com
diferentes atividades bioldgicas, incluindo interacGes com sistemas fisioldgicos de
organismos aquaticos e terrestres. Entre eles, o B-cariofileno é um sesquiterpeno amplamente
relatado por apresentar atividades farmacoldgicas, como efeitos antinociceptivos e anti-
inflamatorios, além de possivel modulacéo de vias neurais (Gertsch et al., 2008; Sharma et
al., 2016).

No caso dos monoterpenos oxigenados, como o endo-fenchol e o acetato de
endofenchila, estudos indicam a ocorréncia de atividades biologicas diversas, incluindo
efeitos observados em ensaios toxicoldgicos e larvicida, sugerindo potencial interacdo com

processos fisioldgicos e metabdlicos (Brandao et al., 2020).
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Considerando o0 conjunto desses compostos, €& possivel que as respostas
comportamentais observadas nos organismos expostos estejam relacionadas a acdo
combinada desses constituintes. No entanto, com base nos dados obtidos neste estudo, néo é
possivel estabelecer relacdes causais diretas ou mecanismos especificos de acdo, sendo
necessarios estudos adicionais para elucidar o papel individual e sinérgico desses

metabdlitos.

Este perfil quimico evidencia a predominancia de monoterpenos oxigenados, que
conferem ao 6leo essencial propriedades organolépticas e estdo potencialmente associados a
atividades bioldgicas relevantes, incluindo efeitos antimicrobianos, anti-inflamatorios e
antioxidantes previamente documentados para derivados do esqueleto fenchanico e
sesquiterpenos oxigenados(De Cassia da Silveira e S&; Andrade; De Sousa, 2013; Masyita et
al., 2022). A presenca de compostos minoritarios, como monoterpenos hidrocarbonados e
fendis, embora quantitativamente menos expressivos, pode atuar sinergicamente, ampliando
a complexidade quimica e funcional do 6leo e potencialmente modulando sua bioatividade
global(Dhifi et al., 2016).

5.3 Avaliagdo da toxicidade e propriedades anestésica do dleo essencial da

Dizygostemon riparius

A figura 5, apresenta um grafico dos resultados do teste de toxicidade aguda realizado
com alevinos de tambaqui na classe de tamanho de 3,30 £ 0,53 g e 4,1 + 0,45 cm. Os dados
demonstram uma relacdo dose-dependente entre a concentracdo do OEDr e a mortalidade
dos organismos, o que permitiu calcular a CLso (concentracdo letal média para 50% da

populagédo) em 48,89 mg-L .
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Figura 5- Resposta dos peixes do grupo 1 a exposi¢do ao OEDr em diferentes concentracdes
durante 6 horas (n=4)

100% -| °
n /
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40% - /
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25,12 31,62 39,81 50,12 63,10
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Mortalidade
©

Fonte: O Autor (2025)

Nas concentragdes mais baixas testadas (23,44 a 42,22 mg-L'), ndao foram
observadas alteracfes comportamentais ou fisioldgicas evidentes, indicando auséncia de
efeitos agudos detectaveis nas condi¢des experimentais. A partir de concentragdes proximas
a 46,89 mg L™, verificou-se 0 inicio de respostas comportamentais e fisiologicas adversas
em alguns individuos, sugerindo a existéncia de um limiar de sensibilidade bioldgica dentro

da faixa avaliada.

Essa sensibilidade diferenciada entre classes de peso corrobora observagdes ja
descritas na literatura, segundo as quais peixes de menor biomassa tendem a apresentar maior
reatividade a compostos bioativos, em razdo de uma maior superficie corporal relativa,
metabolismo mais acelerado e imaturidade dos sistemas enzimaticos de detoxificacdo(Ferro;
Ferrari; Eissa, 2021).

Pequenas variag0es observadas entre os recipientes de exposicdo indicam
heterogeneidade individual na resposta fisiologica ao 6leo essencial, possivelmente associada
a diferencas metabolicas, genéticas ou microvariagdes ambientais. Essa dispersao ressalta a
importancia de se considerar a variabilidade biolégica natural na interpretacdo de testes
toxicologicos, mesmo sob condi¢des experimentais controladas (Bontje; Kooi; VVan Hattum,
2011; Metin; Ozdikyar; Telci, 2025).
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A partir da concentracdo de 46,89 mg-L™!, registrou-se um aumento abrupto na
mortalidade (46%), evidenciando a existéncia de um limiar toxico proximo a este valor. A
distribuicdo heterogénea das mortalidades com 90 % individuos em um aquério e 50 % nos
demais sugere variabilidade interindividual na resposta ao 6leo essencial, possivelmente
associada a fatores como heterogeneidade populacional, diferencas fisioldgicas individuais
ou micro variagdes nas condi¢des experimentais de exposi¢do. Esta dispersdo nos resultados
ressalta a importancia de considerar a variabilidade bioldgica em estudos toxicoldgicos,

mesmo sob condic¢des controladas.

A concentragdo de 69,36 mg-L! resultou em 100% de mortalidade apds 6 horas de
exposicdo. Com base na curva dose-resposta obtida, estima-se que a CLso préxima a 48,89
mg- L, (IC 95%: <40,2 — 53,1>, valor compativel com o limiar de toxidade aguda observado
experimentalmente. A anélise de regressdo demonstra uma forte correlacdo positiva (Rz =

0,83) entre concentragdo e mortalidade

Esses resultados indicam que o Oleo essencial apresenta efeitos toxicologicos
dependentes da concentracdo, mostrando-se relativamente seguro em niveis inferiores ao
limiar avaliado. Para aplicacGes praticas na aquicultura, concentragdes inferiores a 48,89
mg-L' podem ser consideradas para procedimentos de sedagdo e anestesia, enquanto

concentracdes superiores estdo associadas a um aumento do risco de mortalidade.

Recomenda-se, desta forma, a padronizagdo de protocolos experimentais e 0
monitoramento rigoroso de efeitos individuais, particularmente em concentracdes proximas
ao limiar de toxicidade, para reduzir a variabilidade interindividual e garantir seguranca no

uso do 6leo essencial.

Apds o ensaio com os alevinos (grupo 1), conduziram-se dois testes adicionais de
toxicidades aguda com individuos com maiores classes biométricas para avaliacdo
comparativa (grupo 2 e 3) afim de notar sua resisténcia e efeitos. Foram testadas
concentragdes de 50, 70, 100, 120, 150, 170, 190, 210, 230 e 250 mg.L™, distribuidas da

seguinte forma:

Grupo 2 (6,61 +1,27 g; 7,08 = 0,62 cm): concentragdes de 50 a 120 mg-L!
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Grupo 3 (15,43 +1,82 g; 10,8 + 1,53 cm): concentragdes de 150 a 250 mg-L™!

Durante o periodo de exposicdo de 6 horas ao 0Oleo essencial de Dizygostemon
riparius, ndo foi registrada mortalidade em nenhuma das concentragdes testadas, conforme

demonstrado nas Tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Efeitos comportamentais de tambaqui do grupo 2 expostos ao OEDr em diferentes
concentragdes durante 6 horas. Os valores representam a média + desvio padréo de duas repeticdes
(n=2).

Concentracao Mortalidade Efeito Tempo médio até o efeito
(mg-L™) (%) Observado (s)
50 0 Nenhum efeito —
70 0 Nenhum efeito —
100 0 sedacéo 540
120 0 Anestesia 720

Fonte: O Autor,2025

Tabela 6. Efeitos comportamentais de tambaqui grupo 3 expostos ao OEDr em diferentes
concentragdes durante 6 horas. Os valores representam a média £ desvio padréo de quatro repeticdes
(n=2).

Concentragio  Mortaidade prepiy opservago ! ooneg o até
150 0 Sedacdo 600
170 0 Sedacdo 540
190 0 Sedacdo 360
210 0 Anestesia 300
230 0 Anestesia 240
250 0 Anestesia 90

Fonte: O Autor,2025

Ao longo das seis horas de exposi¢édo ao 6leo essencial de Dizygostemon riparius,
ndo foi registrada mortalidade, mesmo nas concentragdes mais elevadas testadas. Esse
resultado indica que, nas condicdes avaliadas, o 6leo ndo apresentou toxicidade letal aguda,

conforme demonstrado nas 6.
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Nos peixes do grupo 2 (massa média de 6,61 g e comprimento médio de 7,08 cm),
expostos a concentragdes entre 50 e 120 mg-L™', ndo foram observadas alteragdes
comportamentais nas menores concentragoes (50 e 70 mg-L™"). A partir de 100 mg-L", os
animais passaram a apresentar sedacao, caracterizada pela reducao da atividade natatdria e
diminuicdo da resposta a estimulos externos, sem perda total dos reflexos. O tempo médio
de indugdo da sedagdo foi de aproximadamente 9 minutos.Na concentragdo de 120 mg-L",
a sedacdo apresentou-se mais pronunciada, com maior reducdo da atividade locomotora,
mantendo-se estavel ao longo do ensaio. A duracdo do estado sedativo correspondeu a todo
0 periodo de exposi¢do, ndo sendo observada progressdo para anestesia, uma vez que ndo

houve perda completa dos reflexos.

Nos peixes do grupo 3 (massa média de 15,43 g e comprimento médio de 10,8
cm), expostos a concentragdes mais elevadas (150 a 250 mg-L™'), observou-se a progressao
da sedacdo para anestesia completa, com perda dos reflexos e auséncia de resposta a
estimulos externos. O efeito anestésico ocorreu de forma mais rapida a medida que a dose-
dependente aumentou, sendo observado em cerca de 10 minutos em 150 mg-L™!, 9 minutos
em 170 mg-L™' ¢ 6 minutos em 190 mg-L'. Nas concentragdes mais altas (210, 230 e 250
mg-L™"), os tempos médios de indugdo anestésica reduziram-se para 5, 4 e 3 minutos,
respectivamente evidenciando um efeito dose-dependente. Em todas essas condicdes, 0s
peixes permaneceram em estado anestésico até o final do periodo de exposicdo, sem

ocorréncia de mortalidade, conforme ilustrado na Figura 6.

Figura 6. Tempo médio (s) até sedacdo e anestesia no grupo 3 expostos ao OEDr
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Fonte: O Autor,2025
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Os tempos médios de sedacdo, anestesia e recuperacdo dos juvenis de Colossoma
macropomum expostos a diferentes concentracdes do 6leo essencial de Dizygostemon
riparius estdo apresentados na Tabela 7. Observou-se que 0 aumento da concentragéo do 6leo
promoveu reducdo significativa nos tempos de inducdo, tanto para a sedacdo quanto para a
anestesia, indicando um efeito dose-dependente. A concentragdo de 120 mg-L™! foi a menor
capaz de induzir anestesia completa nos peixes, enquanto em 130 mg-L" a indugdo ocorreu
mais rapidamente, embora com tempo total de anestesia reduzido. Por outro lado, o periodo
de recuperagdo aumentou progressivamente nas concentracdes mais elevadas, indicando que

0S animais permaneceram por mais tempo sob efeito do composto.

Tabela 7. Tempos (s) médios de inducédo de sedacdo, anestesia e recuperagao em tambaqui expostos
ao OEDr

Concentracdo (mg.L') Sedacdo (s) Anestesia (s) Recuperacéo (s)
35 - - -
55 - - -
75 415,4 + 20,7° - 72,6 £ 8,1°
100 273,8 £12,3¢ - 83,4 + 3,8
120 232,8 +£5,2¢ 451,6 £20,7° 167,4 £ 7,42
130 149,6 + 20,14 258,4 + 36,6¢ 207,8 £ 25,72

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas significativas entre as médias (p < 0,05). ; ANOVA,
p<0.05 teste de Tukey.

Fonte: O Autor, (2025)

Em concentragfes mais baixas (75 e 100 mg-L™"), o dleo essencial induziu
exclusivamente sedacdo, caracterizada por redugéo da atividade motora e diminuicdo da
resposta a estimulos externos, sem perda completa dos reflexos. Nessas concentracoes, 0S
tempos médios de inducdo da sedacdo foram de 4154 + 20,7 s e 273,8 £ 12,3 s,
respectivamente. Esses resultados indicam que doses mais baixas sdo adequadas para

promover sedacgdo leve, permitindo manipulagdes rapidas e de curta duragdo, sem atingir o
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estado de anestesia propriamente dita. A reducdo significativa do tempo de inducdo de
sedacdo com o aumento da concentracdo confirmando um efeito dose-dependente do 6leo
essencial, evidenciando que concentracbes mais elevadas aceleram a inducdo do efeito

sedativo.

Em concentracfes mais elevadas (120 ¢ 130 mg-L™"), observou-se a transicdo
da sedacdo para anestesia completa, caracterizada pela perda total de reflexos e auséncia de
resposta a estimulos externos. Nessas condi¢des, os tempos médios de inducdo anestésica
foram de 451,6 £ 20,7 s e 258,4 + 36,6 s, respectivamente embora a concentracdo de 130
mg-L™! tenha promovido uma indugd@o anestésica mais rapida, o tempo total de anestesia foi
inferior ao observado em 120 mg-L ™, indicando reducao da duragdo do estado anestésico nas
concentragdes mais elevadas. Esse comportamento pode estar associado a maior absorcéo
inicial do composto, seguida por metabolizacdo acelerada ou por mecanismos fisioldgicos
compensatdrios que antecipam a recuperacdo (Minaz, 2024; Minaz; Félix, 2026). O tempo
de recuperacdo apresentou aumento progressivamente a concentracdo utilizada, variando de
72,6 £ 8,1 s em 75 mg-L " até 207,8 + 25,8 s em 130 mg-L™". Esses dados indicam que,
embora Concentra¢gdes mais elevadas estdo associadas a uma transicdo mais rapida da
sedacdo para a anestesia, bem como a um maior tempo de retorno as condicGes basais.,
conforme ilustrado na Figura 7. Dessa forma, a escolha da concentracdo adequada deve
considerar o nivel de profundidade desejado (sedagdo ou anestesia), o tempo de inducéo e

um periodo de recuperacdo compativel com a seguranca dos animais.

Figura 7. Tempos médios (+ desvio-padrao) de sedacdo, anestesia e recuperacao de peixes

expostos ao OEDT.
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Fonte:o autor 2025
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De modo geral, os resultados indicam que as concentragdes avaliadas, como 120
mg-L™', foram eficazes para induzir anestesia profunda, apresentando tempos de indugao
reduzidos e recuperacdo moderada, enquanto concentracfes mais baixas mostraram-se
adequadas para a inducdo de sedacdo leve em procedimentos rapidos. A relacdo dose-
dependente observada neste estudo contribui para a compreensdo dos efeitos do 6leo
essencial sobre o comportamento dos peixes, oferecendo subsidios experimentais para

futuras investigacOes, sem generalizar para condi¢fes ndo avaliadas.
6. Relagdo com o perfil quimico dos constituintes volateis

Os resultados mostraram que o 6leo essencial de Dizygostemon riparius apresenta
atividade anestésica dependente da concentracdo e do tamanho corporal dos peixes,
evidenciando uma relacdo estreita entre o efeito desejado e a ocorréncia de efeitos toxicos,

conforme descrito para outros 6leos essenciais (Bunsen et al., 2022; Souza et al., 2019).

Nos alevinos (grupo 1), a toxicidade se deu de forma rapida e acentuada. Em
concentragdes em torno de 50 mg. L, quase metade dos animais morreram, e em 74 mg.L™*
a mortalidade chegou a 100% em apenas 30 minutos Esse comportamento é coerente com a
biologia desses animais, uma vez que a maior area branquial proporcional em relacdo ao
tamanho corporal favorece a captacdo dos compostos, especialmente daqueles de natureza
lipofilica, como os constituintes do 6leo essencial. No entanto, a absor¢do e a resposta aos
compostos ndo dependem exclusivamente da area branquial, sendo também influenciadas
por fatores toxicocinéticos adicionais, como a difusdo lipofilica através das membranas
branquiais, a taxa de ventilacdo branquial e a eficiéncia dos sistemas de biotransformacao e
detoxificacdo hepatica, que, em conjunto, modulam a velocidade de absorc¢éo, a intensidade
do efeito e o tempo de recuperacdo. Além disso, 0 metabolismo acelerado em organismos
pequenos limita a capacidade de neutralizar ou eliminar as substancias, fazendo com que elas
se acumulem rapido demais. O resultado € que mesmo doses que parecem baixas se tornam

perigosas para esses animais (Glazier; Paul, 2017; Matthee et al., 2023; Park, 2019).

Em contraste, nos peixes do grupo 3 ndo foi observada mortalidade, mesmo em
concentracgoes de até 250 mg-L ' durante o periodo de exposi¢do. Nessas condi¢des, o OEDr

produziu predominantemente efeitos anestésicos, sem ultrapassar o limiar de toxicidade
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aguda avaliado neste estudo. Em contraste, nos peixes do grupo 3 ndo foi observada
mortalidade, mesmo em concentragdes de até 250 mg-L™! durante o periodo de exposicao.
Nessas condi¢des, 0 OEDr produziu predominantemente efeitos anestésicos, sem ultrapassar
o limiar de toxicidade aguda avaliado neste estudo. Esse comportamento pode estar
relacionado a distribuicdo dos constituintes do 6leo em um maior volume corporal e a maior
capacidade de biotransformacéo em individuos de maior porte, o0 que pode reduzir o acimulo
tecidual e a probabilidade de efeitos toxicos agudos (Ferreira et al., 2021b; Jia et al., 2022;
Topic Popovic et al., 2012). Ressalta-se, contudo, que tais interpretacdes permanecem

hipotéticas, uma vez que parametros farmacocinéticos ndo foram diretamente mensurados.

E importante lembrar que a composicdo quimica do 6leo tem papel central.
Constituintes como o endo-fenchol e seu fenchil-acetato sdo monoterpenos/cicloalifaticos
lipofilicos que cruzam membranas bioldgicas e podem afetar o sistema nervoso central; em
baixas doses promovem sedacdo e anestesia, em excesso prejudicam respiracdo, equilibrio
ibnico e outras fungdes vitais. A literatura sobre farmacologia de constituintes de 6leos
essenciais e estudos de composi¢do quimica confirma tanto a presenca desses compostos em
certas espécies quanto a facilidade de permeacéo de compostos lipofilicos e seus efeitos sobre
0 SNC (Bunse et al., 2022; Dobetsberger; Buchbauer, 2011; Sharma et al., 2025).

Do ponto de vista préatico, os resultados demonstram que o tamanho corporal do peixe
é uma variavel critica na definicdo de protocolos de uso do 6leo essencial. Aquilo que
funciona de forma segura em peixes maiores pode representar um risco sério — até letal —
para animais mais jovens. Isso mostra que padroniza¢des muito rigidas ou “universais” ndo
sdo adequadas. O ideal é pensar em faixas de dose especificas para cada classe de peso ou
idade, sempre validando ndo s6 a eficacia na inducdo e recuperacdo, mas também a
seguranga, levando em conta a mortalidade e indicadores fisiologicos. Inclusive, diretrizes e
revisdes metodoldgicas sobre anestesia em peixes ja reforcam esse ponto: a necessidade de
ajustar dose e tempo conforme a espécie, o tamanho e a finalidade do procedimento
(Ackerman; Morgan; Iwama, 2005; Rodrigues Brand&o et al., 2022b).

De modo geral, evidencia-se que os efeitos do 6leo de D. riparius ndo dependem

exclusivamente da concentracdo aplicada, mas variam em funcdo das caracteristicas
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bioldgicas dos organismos expostos. Em individuos de menor porte, a toxicidade aguda foi
pronunciada, enquanto, em peixes de maior biomassa, ndo foi observada mortalidade nas
condigdes avaliadas, com predominédncia de efeitos anestésicos. Por outro lado, nos
organismos de maior biomassa, 0 6leo demonstrou ser uma alternativa promissora e segura
como anestésico natural. Este contraste ndo apenas amplia a compreensdo do potencial
farmacoldgico da espécie vegetal, como também ressalta a necessidade de considerar
variaveis biologicas intrinsecas como peso, estagio de desenvolvimento e metabolismo na

avaliacdo de novos compostos bioativos (Bunse et al., 2022; Matthee et al., 2023).

Embora este trabalho fornega subsidios solidos para o uso do 6leo em Embora o
presente estudo forneca subsidios experimentais relevantes, ele deve ser interpretado como
uma etapa inicial. Recomenda-se a ampliacdo das investigacGes para diferentes espécies,
classes de tamanho e condi¢bes ambientais, bem como a avaliacdo de efeitos subcronicos e
cronicos e a elucidagdo dos mecanismos de a¢ao dos principais constituintes. Tais abordagens
serdo essenciais para avaliar de forma mais abrangente a aplicabilidade do dleo de D. riparius

em contextos de manejo aquicola.

Apesar dos avancos alcangados, este trabalho deve ser entendido como um ponto de
partida. As condicdes aplicadas como o tamanho dos peixes, 0 tempo de exposi¢do e a
temperatura da agua foram escolhidas para garantir comparabilidade entre os testes, mas nao
refletem todas as situacGes possiveis. Cada espécie, faixa etaria ou ambiente pode responder
de maneira diferente. Por isso, é fundamental que novas pesquisas ampliem esses parametros,
avaliem diferentes espécies e explorem possiveis efeitos cronicos e mecanismos de a¢do dos
principais compostos. A continuidade dessas investigacOes € essencial para transformar esse

conhecimento em aplicacdes seguras e eficazes dentro da aquicultura.
7. Concluséo

Os resultados indicam que o 6leo essencial de Dizygostemon riparius apresenta
efeitos dependentes da concentracdo e do tamanho corporal dos peixes, manifestando-se
como agente anestésico em determinadas condi¢es e como agente tdxico em concentragdes
mais elevadas. A predominancia de monoterpenos oxigenados, particularmente acetato de
endo-fenchila e endo-fenchol, pode estar associado aos efeitos observados, embora ndo seja
possivel estabelecer causalidade direta com base no presente estudo.
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Adicionalmente, os resultados mostraram uma resposta claramente dependente da
concentracéo e do tamanho dos animais. Nos peixes menores (aproximadamente 3,3 g), 0
6leo apresentou toxicidade aguda a partir de cerca de 46,9 mg-L™!, com mortalidade total em
concentragdes proximas de 70 mg-L™'. Ja nos peixes maiores (em torno de 15 g), ndo houve
mortalidade, mesmo nas condic¢des avaliadas, e 0 6leo se comportou principalmente como

um anestésico, reduzindo o tempo de indugdo de acordo com 0 aumento da dose.

Nas condigdes testadas, concentragdes em torno de 120 mg-L ! estiveram
associadas a inducdo de anestesia, enquanto concentracdes entre 75-100 mg-L™! estiveram
associadas apenas a sedacdo. Esses achados sugerem a existéncia de faixas de concentracdo
com diferentes profundidades de efeito, mas ndo permitem inferir seguranca de uso em
sentido amplo. A variabilidade de resposta entre classes de tamanho reforca a necessidade

de protocolos especificos por biomassa e de estudos adicionais.

Por fim, ressalta-se que as conclusdes se restringem a avaliacdo de toxicidade aguda
e parametros comportamentais (sedacdo/anestesia, tempos de inducdo e recuperacao).
Investigacdes futuras devem incluir avaliagdes subcronicas/cronicas, histopatoldgicas e
farmacocinéticas para uma apreciacdo mais abrangente da aplicabilidade do 6leo de D.

riparius em contextos de manejo aquicola.
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