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Sinopse: 

Avaliou-se o potencial anestésico e a toxicidade aguda (CL50-96h) do hidrolato de Myrcia 

sylvatica em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum), utilizando-se análises dos 

parâmetros físico-químicos da água, fluxo iônico e densidade de células mucosas branquiais. 

Palavras-chaves: Anestesia, concentração letal, fluxo iônico, células mucosas, hidrolato. 
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Resumo 

Produtos naturais estão sendo testados como anestésicos em peixes, afim de mitigar efeitos do 

estresse causados por técnicas de manejo aplicadas na aquicultura. O objetivo deste trabalho foi 

avaliar o uso do hidrolato Myrcia sylvatica (HMS), como anestésico em juvenis de tambaqui 

(Colossoma macropomum), bem como avaliar sua Concentração Letal (CL50-96h) do HMS. Para 

o teste de anestesia foi utilizado o HMS nas concentrações 15, 20, 25, 30 e 35%, com 15 animais 

por tratamento. Foram utilizadas as concentrações 5, 7,5, 10, 12,5 e 15% de HMS para 

determinar a CL50-96h. As variáveis físico-químicas (temperatura, pH, condutividade e oxigênio 

dissolvido) das soluções foram avaliadas antes e após o teste. Foram coletadas amostras das 

soluções antes e após a CL50-96h para avaliar o fluxo de íons Na+, K+, Cl-, e amônia. Foi 

determinada a densidade de células mucosas (DCM) após 96 horas de exposição ao HMS. Os 

resultados evidenciaram que a concentração 30% de HMS teve os melhores tempos de indução 

e recuperação anestésica, sendo indicado para manejos rápidos (cerca de 3 min). O teste de 

toxicidade aguda estimou a CL50-96 em 11,19% de HMS. Juvenis de tambaquis expostos ao 

HMS por 96 horas apresentaram elevada excreção de amônia e efluxo de íons quando 

comparados com o tratamento controle, aumentando com a concentração de hidrolato. 

Entretanto, foi verificada a diminuição da DCM com o aumento da concentração de HMS. As 

concentrações testadas de HMS não são indicadas para manejos prolongados, pois induziram a 

estresse osmorregulatório. 

 

Palavras-chaves: Anestesia, concentração letal, fluxo iônico, células mucosas, hidrolato 
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Abstract 

Acute toxicity and anesthetic potential of hydrolate of Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. in 

juvenile of tambaqui (Colossoma macropomum): Natural products are being tested as 

anesthetics in fish, in order to mitigate the effects of stress caused by management techniques 

applied in aquaculture. The objective of this work was to evaluate the use of Myrcia sylvatica 

hydrolate (MSH) as anesthetic in tambaqui juveniles (Colossoma macropomum), well as assess 

the lethal concentration (LC50-96h). The concentrations of MSH used to anesthesia experiments, 

were 15, 20, 25, 30 and 35% (15 fish per treatment). The lethal concentration tested were used 

5, 7.5, 10, 12.5 and 15% of MSH concentrations. The physical-chemical variables (temperature, 

pH, electric conductivity and dissolved oxygen), flow of Na +, K +, Cl-, ammonia and alkalinity 

of the solutions were evaluated before and after test. The gill mucous cell density (MCD) was 

determined after 96 hours of exposure to HMS. The 30% concentration of MSH had the best 

anesthetic induction and recovery times and was indicated for fast handling (about 3min). The 

acute toxicity test estimated CL50 in 11,19% of MSH. Juveniles of tambaquis exposed to MSH 

for 96 hours presented high excretion of ammonia and efflux of ions, increasesed with 

concentration of hydrolate increases. The MCD decresed with increase the concentration of 

MSH. Thus, the concentration tested of HMS are not indicated for prolonged managements was 

suggested, because induced osmoregulatory stress. 

 

 

 

Key words: Anesthesia, lethal concentration, ionic flow, mucous cell, hydrolate 
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Introdução Geral 

A produção aquícola está em constante crescimento, podendo chegar em 195,9 milhões 

de toneladas em 2025, um crescimento de 17% em relação a produção de 2013-2015. Os países 

da américa latina podem ter um aumento de 26%, sendo que para o Brasil estima-se um 

crescimento de 104% (FAO, 2016).  

Sendo o Brasil um dos poucos países com potencial para atender à crescente demanda 

mundial de pescado, são necessárias medidas como a adoção de práticas de manejo e transporte 

adequados para que o produto final seja realmente de qualidade (Goes et al., 2015). Práticas de 

manejo mesmo sendo bem conduzidas podem ser fontes causadoras de estresse, pois 

influenciam no equilíbrio metabólico dos animais, desencadeando respostas ao estresse, o que 

pode alterar a qualidade do produto final, pois acelera o processo do rigor mortis que acelera o 

processo de degradação (Mendes et al., 2015; Alves et al., 2016; Miranda et al., 2016). 

O estresse é definido como um conjunto de reações fisiológicas a um ou mais estímulos 

que ameaça a homeostase (Boijink et al., 2016). Como resposta a situações de estresse podem 

ocorrer possíveis alterações fisiológicas como genéticas, proteicas, energéticas, imunológicas, 

endócrinas, neurais e comportamentais, podendo alterar a capacidade imunológica, o estresse 

também pode deixar o organismo susceptível a doenças e a morte. O estresse pode ser 

classificado em agudo e crônico, sendo o primeiro aquele de curto tempo como biometria, 

transporte, reprodução e aqueles ditos crônicos são de exposição prolongada como poluição 

(Tort, 2011). 

A resposta ao estresse envolve mecanismos fisiológicos com possíveis alterações 

genéticas, proteicas, energéticas, imunológicas, endócrinas, neurais e até comportamentais para 

compensar os desequilíbrios gerados pelo agente estressor afim de recuperar a homeostase. Por 

alterar a capacidade imunológica normal do organismo, o estresse também pode deixar o 

organismo susceptível a doenças e a morte (Tort, 2011; Santos et al., 2016). A magnitude e a 

duração das respostas ao estresse dependem do tipo de agressor e do tempo e intensidade de 

exposição, podendo causar problemas no crescimento, desenvolvimento, reprodução, 

comportamento e resistência a doenças (Schreck et al., 2016).  

Um dos primeiros órgãos a entrar em contato direto com o agente estressor são as 

brânquias, fazendo destes um possível biomarcador de estresse (Paulino et al., 2012; Santos et 

al., 2014). São a primeira linha de defesa e ainda estão envolvidas em vários processos 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848616306925#bbb0060
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fisiológicos como respiração, excreção de resíduos nitrogenados, osmorregulação, equilíbrio 

ácido base, e produção hormonal (Beck e Peatman, 2015). De acordo com Cantanhêde et al. 

(2014), a qualidade da água e a poluição causam alterações nas brânquias como mecanismos 

de resposta, essas alterações podem comprometer a função primordial das brânquias. Agentes 

estressores agem nestes órgãos alterando a produção e composição de muco (Monteiro et al., 

2010), a densidade de células mucosas (Sveen et al., 2016; Silva et al., 2017), e provocando 

processos inflamatório e lesões (Fiuza et al., 2015). 

Segundo Boijink et al. (2016), os agentes estressores também podem desencadear 

mudanças na difusão dos íons. Peixes de água doce tem mecanismo de regulação iônica, no 

entanto em situações de estresse alterações nos níveis de cortisol e catecolaminas aumentam a 

superfície branquial para uma maior capitação de oxigênio aumentando a difusão de íons para 

o meio (Silva et al., 2015; Cunha et al., 2017).  

Segundo Alves et al. (2016) torna-se necessário a utilização de novas técnicas de manejo 

que visem o bem-estar animal, afim de minimizar o efeito do estresse sobre a qualidade do 

produto final. Há algumas décadas anestésicos utilizados na aquicultura estão sendo estudados, 

por serem um grupo de substâncias mitigadoras do estresse de manejo em peixes. Atua 

reduzindo o estresse do manuseio, transporte, e os níveis de amônia e efluxo de íons (Becker et 

al., 2016; Sena et al., 2016; Cunha et al., 2017; Silva et al., 2017). Os anestésicos atuam no 

sistema nervoso diminuindo as respostas dos organismos ao estresse (Dos Santos et al., 2017). 

A depressão do sistema nervoso central é dada pela ação nos axônios, causando a liberação de 

neurotransmissores ou aumentando a excitabilidade da membrana (Tavares-Dias, 2009).  

Os anestésicos podem ser locais ou gerais e via brânquia, difundindo-se pelo sangue 

agem inibindo a transmissão de sinais neurais do sistema nervoso periférico para o central. Um 

dos possíveis mecanismos de ação dos anestésicos é pela potencialização do sistema 

GABAérgico (ácido gama-aminobutírico-neurotransmissor inibitório no sistema nervoso 

central), pela modulação no sitio de benzodiazepina (BDZ) do receptor GABAA. Pode também 

agir na modulação dos canais iônicos dependentes de voltagem (Ross e Ross, 2008;). No 

entanto, o mecanismo de ação da maioria dos anestésicos ainda não foi elucidado (Baldisserotto 

et al., 2017). Os anestésicos diferem em suas ações e afetam a função celular de diferentes 

maneiras (Rang et al., 2016), dificultando assim o entendimento do mecanismo de ação de cada 

um, sendo necessário estudos sobre cada produto.  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848616306925#bbb0060
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Alguns trabalhos têm confirmado o envolvimento do efeito anestésico com o sistema 

GABA em estudos com Lippia alba (Heldwein et al., 2014), Ocimum gratissimum (Silva et al., 

2012), Clibadium surinamense (Costa et al., 2006; Santos et al., 2016), e verificado uma relação 

do eugenol, presente no óleo essencial de algumas plantas com ativação do receptor GABAA 

(Sahin et al., 2017).  Porém esta relação com o sistema GABAérgico não foi visto para Aloysia 

triphylla e Cymbopogon flexuosus (Dos Santos et al., 2017). Em anestésicos sintéticos como o 

MS-222 e a benzocaína foi comprovado o bloqueio dos canais de sódio dependentes de 

voltagem (Baldisserotto et al., 2017).  

No entanto, efeitos adversos a partir da utilização de anestésicos químicos têm sido 

reportados em peixes, como o aumento dos batimentos cardíacos e da respiração, acompanhado 

da elevação dos níveis de glicose no sangue (Zahl et al., 2012). Embora o uso destes produtos 

na aquicultura seja uma boa alternativa para a diminuição das respostas dos peixes ao estresse, 

deve-se ter cautela em seu uso, uma vez que existem poucos estudos e estes podem apresentar 

efeitos colaterais indesejáveis. Isso porque cada anestésico exige uma concentração diferente 

para atingir o estágio de anestesia desejado (Souza et al. 2015). Se usado de forma inadequada, 

concentração ou tempo de exposição elevados, podem tornar essas substâncias tóxicas para o 

peixe (Cunha et al., 2017). 

  Diante disso, a toxicologia se apresenta como é uma ferramenta indispensável na 

avaliação de compostos em que os organismos aquáticos podem ser expostos (Américo-

Pinheiro et al., 2017). Sendo definida como a capacidade que uma substância tem de causar 

efeito danoso em um organismo (Costa et al., 2008). Os testes de toxicidade podem ser agudos 

ou crônicos. Em testes de toxicidade aguda, um organismo é exposto a várias concentrações de 

determinada substância para determinar a CL50, que é a concentração letal, capaz de matar 50% 

dos animais testados, em um curto intervalo de tempo que varia de 24 a 96 horas (Klaassen e 

Watkins, 2012). Portanto, os testes de toxicidade podem auxiliar na definição de uma margem 

de confiança para o uso de anestésicos.  

Os anestésicos sintéticos mais usados são a tricaína metano sulfonato (MS-222), a 

quinaldina (2-4 -metilquinolina), o fenoxietanol (2-fenoxietanol) e a benzocaína (ethyil-p-

aminobenzoato), sendo a benzocaína economicamente mais acessível (Santos et al., 2016; 

Bolasina et al., 2017; Correia et al., 2017). O MS-222 é um dos poucos anestésicos com 

permissão para uso na aquicultura, mas não se encontra disponível para venda no Brasil, 

estimulando assim estudos que viabilizam produtos anestésicos alternativos (Saccol et al., 
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2017b). Devido a estes fatores, há uma demanda crescente para produtos anestésicos de baixo 

custo, de fácil obtenção e possa oferecer segurança aos animais, aos manipuladores e ao 

ambiente (Correia et al., 2017), concentrando as pesquisas em produtos naturais para substituir 

produtos sintéticos (Boijink et al., 2016). 

Além disso, o uso de anestésicos de origem natural é uma boa alternativa para 

aquicultura com bases agroecológicas, uma vez que a piscicultura orgânica é a criação de peixes 

sem a utilização de contaminantes ou poluentes, ou aditivos químicos artificiais, priorizando a 

conservação do ambiente, proteção dos consumidores e proibição de terapêuticos sintéticos ou 

produtos químicos (Boscolo et al., 2012; Rebouça e Gomes, 2016). Desta forma a utilização de 

anestésicos de origem natural, com possíveis baixos níveis de toxicidade, viabilidade 

econômica, praticidade e eficácia no uso, apresenta-se como uma alternativa viável na redução 

de possíveis danos fisiológicos e bioquímicos (Cunha et al., 2011). 

A flora brasileira tem uma série de espécies com potencial de extração de óleo essencial 

(OE) que ainda não foi estudada. O OE pode ser fonte de moléculas com efeitos depressores no 

sistema nervoso central, tais quais anestésicos e sedativos (Garlet et al., 2016). Propriedades 

fitoterápicas de óleos essenciais têm sido pesquisadas em diversos países devido à saúde 

humana e ambiental. O uso de extrativos vegetais, como óleos essenciais e derivados têm se 

mostrado promissor com efeitos anestésicos e sedativos na aquicultura, sendo o eugenol e o 

mentol os principais anestésicos naturais utilizados no Brasil (Barbas et al., 2017; Baudisserotto 

et al., 2017). Existem estudos sendo desenvolvidos com óleo essencial de plantas, como 

alfavaca (Ribeiro et al., 2016), melaleuca, eucalipto (Rezende et al., 2017), manjericão (Correia 

et al., 2017), lavanda, sândalo (Matulovic et al., 2015), poejo (Cunha et al., 2017), citronela 

(Barbas et al., 2017), açafrão e murta (Saccol et al., 2017b). 

Segundo Cascaes et al. (2015) os óleos essenciais de espécies de Myrcia são compostos 

por monoterpenos e sesquiterpenos. Sendo sesquiterpenos predominantemente mais 

abundantes para a espécie M. sylvatica (Silva et al., 2016). São encontrados na literatura alguns 

estudos acerca dos potenciais farmacológicos de M. sylvatica, dentre eles, seu potencial 

fitopatogênico (Lustosa et al., 2011), microbiano/antibacteriano (Silva et al., 2016), 

composição química e toxicidade do óleo de M. sylvatica contra Aedes aegypti (Rosa et al., 

2016), anestésico/sedativo em tambaqui (Saccol et al., 2017b) e matrinxã (Saccol et al., 2017a), 

atenuante de alterações fisiológicas, moleculares e bioquímicas frente ao estresse do transporte 
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(Saccol et al., 2018) e a descrição das propriedades do óleo essencial de M. sylvatica (Prado et 

al., 2017). 

Além do OE outros subprodutos também têm se mostrados promissores quanto ao seu 

potencial farmacológico. Por exemplo, o hidrolato, também conhecido como ‘águas florais’ ou 

‘hidrossóis’, é um subproduto do processo de hidrodestilação que consiste de solução aquosa 

composta pela água proveniente da hidrodestilação e alguns componentes voláteis, e princípios 

ativos presentes no OE (Souza et al., 2007). 

Alguns autores avaliaram o potencial farmacológico desse tipo de extrativo vegetal. 

Como o potencial fungicida dos hidrolatos de Helietta apiculata, Conyza canadenses e 

Cymbopogon nardus (Franzener et al., 2007), Schinus terebinthifolius (Santos et al.,2014), 

Cymbopogon citratus, Gallesia integrifolia, Coriandrum sativum. Bibiano e Sáber (2017) 

estudaram a inibição de crescimento micelial pelo hidrolato de Annona muricata. Nascimento 

et al. (2009) testaram o efeito antihelmíntico in vivo do hidrolato de hortelã em bovinos 

infectados por nematóides gastrointestinais. Souza et al. (2017) verificaram o potencial 

alelopático do hidrolato de seis espécies do gênero Croton. Por outro lado, Riani et al. (2017) 

fizeram a caracterização química do hidrolato de Piper chimonanthifolium, indicando seus 

possíveis potenciais cosméticos e farmacológicos. Quanto ao potencial farmacológico na 

aquicultura, Silva et al. (2017) avaliaram o uso de hidrolato de Lippia alba em transporte 

simulado de tambaqui. 

Com o constante crescimento da produção aquícola, e em paralelo as constantes 

situações de estresse decorrentes do manejo adotado, torna-se necessária a formulação de 

produtos de baixo custo, baixa toxicidade, praticidade no uso e de fácil acesso aos piscicultores 

que possa minimizar os danos decorrentes dessas situações. Os sedativos e anestésicos de 

origem natural surgem como uma opção, sendo estes ainda condizente com as diretrizes 

aplicadas ao mercado de produtos orgânicos, que inviabiliza o uso de produtos sintéticos. 

Podendo ser estes na forma de óleo, extratos, nanoemulsões, ou mesmo o hidrolato, que sendo 

um subproduto da extração do óleo tem sido descartado ao longo da produção do óleo.  

Assim sendo, o presente trabalho vem contribuir com estudos sobre os produtos 

anestésicos alternativos a fim de minimizar efeitos de estresse decorrentes de práticas de manejo 

em sistemas de piscicultura intensiva. Sendo o hidrolato, um produto de origem vegetal, de fácil 

acesso e hidrossolúvel, torna-o econômico e ecologicamente viável uma vez que produtos 
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naturais apresentam possíveis baixos níveis de toxicidade sobre os organismos, o ambiente e os 

agentes envolvidos. 

Esta dissertação foi organizada em forma de uma introdução geral, objetivos, um artigo 

científico que será submetido para a revista Journal of Apllied Ichthyology (normas em anexo-

A). As figuras e tabelas foram inseridas no corpo do texto para melhor compreensão das 

informações e visualização dos resultados. Sendo posteriormente formatado segundo as normas 

da revista. A dissertação está finalizada com o tópico considerações finais. 
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Objetivos 

Geral 

Avaliar o efeito anestésico ou sedativo e a toxicidade do Hidrolato de Myrcia sylvatica 

(G.Mey.) DC. em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum). 

Específicos 

Verificar a eficácia, o tempo e a concentração necessária para a indução e recuperação 

anestésica de juvenis de tambaqui expostos ao hidrolato de Myrcia sylvatica; 

Determinar a concentração letal em 96 horas (CL50-96h) do Hidrolato de M. sylvatica em 

juvenis de tambaqui; 

Avaliar os parâmetros físico-químicos da solução teste antes e após a introdução do 

Hidrolato de M. sylvatica para os testes de concentração letal (CL50-96h) nas diferentes 

concentrações testadas em juvenis de tambaqui; 

Identificar as concentrações de Na+, K+ e Cl- na solução teste em função das 

concentrações do Hidrolato de M. sylvatica utilizadas para a concentração letal (CL50-96h) de 

juvenis de tambaqui; 

           Caracterizar a densidade de células mucosas branquiais em juvenis de tambaqui expostos 

aos testes de concentração letal (CL50-96h) nas diferentes concentrações de Hidrolato de M. 

sylvatica. 
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Resumo 

Práticas de manejo em piscicultura podem ser estressante para peixes. Alguns produtos 

anestésicos estão sendo utilizados como mitigadores de respostas ao estresse de manejo. 

Este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial anestésico e a toxicidade aguda do 

hidrolato de Myrcia sylvatica (HMS) em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum). 

Para o teste de anestesia foram utilizadas as concentrações 15, 20, 25, 30 e 35% de HMS 

diluído em água e um controle contento somente água. Para determinar a Concentração 

Letal (CL50-96h) foram utilizadas as concentrações 5, 7,5, 10, 12,5 e 15% de HMS e 

controle água. Para ambos os testes foram utilizados 15 animais por tratamento. Foram 

feitas análises físico-químicas das soluções quanto a temperatura, pH, oxigênio 
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dissolvido, condutividade elétrica, alcalinidade, amônia total, Na+ e K+ e Cl- antes e após 

o teste CL50-96h. Foi determinado a densidade de células mucosas branquiais (DCM) após 

a exposição ao teste CL50-96h. O tratamento de 30% HMS foi o mais efetivo para indução 

e recuperação anestésica em tambaquis. A CL50-96h estimada foi de 11, 19% de HMS. Os 

parâmetros físico-químicos não apresentaram diferença significativa em relação ao 

controle, antes e após o teste CL50-96h. Houve aumento no efluxo de íons e excreção de 

amônia dose dependente. A DCM diminuiu com o aumento da concentração de HMS. O 

uso deste produto mesmo em baixas concentrações para o manejo por tempo prolongado 

deve ser evitado. Sugere-se a continuidade de estudos a cerca da toxicidade do HMS. 

Introdução 

A produção aquícola está em constante crescimento, podendo chegar em 195,9 milhões 

de toneladas em 2025, um crescimento de 17% em relação a produção de 2013-2015 

(FAO, 2016). No entanto, os procedimentos de manejo aquícola, como captura, 

biometria, reprodução e transporte são agentes estressores. Tem sido estimulado o uso de 

anestésicos para minimizar os efeitos e danos causados pelo estresse (Tavares-Dias & 

Mariano, 2015).  

Os anestésicos sintéticos mais usados em peixes são a tricaína metano sulfonato (MS-

222), a quinaldina (2-4 -metilquinolina), o fenoxietanol (2-fenoxietanol) e a benzocaína 

(ethyil-p-aminobenzoato), sendo a benzocaína economicamente mais acessível (Bolasina 

et al, 2017; Correia et al, 2017; Santos et al, 2016). Contudo Zahl et al, (2012) mencionam 

efeitos adversos no uso destes produtos químicos e atrelados a necessidade de produtos 

de baixo custo, fácil acesso e segurança aos atores envolvidos, pesquisas estão sendo 
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desenvolvidas com produtos naturais para substituir produtos sintéticos (Correia et al, 

2017; Boijink et al, 2016). 

Os óleos essenciais (OE) de eugenol e o mentol são os anestésicos mais utilizados em 

estudos na aquicultura (Barbas et al, 2017; Baudisserotto et al, 2017), porém existem 

outros OE sendo testados como alfavaca (Ribeiro et al. 2016), melaleuca, eucalipto 

(Rezende et al, 2017), manjericão (Correia et al, 2017), lavanda, sândalo (Matulovic et 

al, 2015), poejo (Cunha et al, 2017), citronela (Barbas et al, 2017), açafrão e murta 

(Saccol et al, 2017b).  

Segundo Cascaes et al. (2015) os OE de espécies de Myrcia são compostos por 

monoterpenos e sesquiterpenos. Sendo sesquiterpenos predominantemente mais 

abundantes para a espécie M. sylvatica (Silva et al. 2016). Estudos recentes mostram seu 

potencial antinociceptivo e anti-inflamatório (Almeida 2014), fitopatogênico (Lustosa et 

al. 2011), microbiano/antibacteriano (Silva et al. 2016), e de toxicidade contra Aedes 

aegypti (Rosa et al. 2016). Saccol et al. (2018) avaliaram o potencial farmacológico do 

OE de M. sylvatica na aquicultura como mitigador de alterações fisiológicas, moleculares 

e bioquímicas frente ao estresse do transporte. Saccol et al. (2017a, 2017b) estudaram seu 

efeito anestésico/sedativo em matrinxã e em tambaqui. 

Além do OE outros extrativos vegetais também têm se mostrados promissores quanto ao 

seu potencial farmacológico. Por exemplo, o hidrolato, também conhecido como ‘águas 

florais’, consiste da solução aquosa condensada proveniente da hidrodestilação e alguns 

componentes volatéis, compostos aromáticos e princípios ativos presentes no OE (Souza 

et al. 2007; Souza et al. 2017). Foi avaliado o potencial antifúngico, antibacteriano e 

indutor da produção de fitoalexinas dos hidrolatos de Helietta apiculata, Conyza 
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canadensis e Cymbopogon nardus em plantas (Franzener et al, 2007). O potencial 

fungicida do hidrolato de aroeira foi testado contra antracnose de goiabeira por Santos et 

al (2014). Nascimento et al. (2009) testou o efeito anti-helmíntico do hidrolato de hortelã 

contra nematóides gastrointestinais em bovinos. Avaliou-se o potencial alelopático do 

hidrolato de espécies do gênero Croton na germinação de diásporos de alface e tomate 

(Souza et al (2017). Bibiano e Sáber (2017) estudaram a inibição de crescimento micelial 

de fungos fitopatogênicos pelo hidrolato de Annona muricata. Contudo, somente um 

trabalho foi encontrado com aplicação de hidrolato na aquicultura, onde Silva et al (2017) 

avaliou o uso de hidrolato de Lippia alba em transporte simulado de tambaqui. 

Diante do exposto, torna-se necessária a formulação de produtos para minimizar o 

estresse no manejo, que sejam de baixo custo, baixa toxicidade, efetividade, praticidade 

no uso, de fácil acesso aos piscicultores e seguro aos agentes envolvidos. Sedativos e 

anestésicos de origem natural surgem como uma opção, sendo estes ainda condizente com 

as diretrizes aplicadas ao mercado de produtos orgânicos, que inviabiliza o uso de 

produtos sintéticos, estimulando estudos com hidrolato na aquicultura, por ser um 

subproduto, geralmente descartado, de fácil acesso e hidrossolúvel. E sendo o tambaqui 

(Colossoma macropomum), a espécie mais cultivada na América do Sul, possui grande 

potencial para aquicultura, principalmente na região Norte do Brasil (Rebelatto Junior et 

al., 2015). É a espécie nativa mais cultivada na Região Amazônica, um peixe de hábito 

alimentar onívoro-oportunista alta produtividade e rusticidade, suporta, variações nos 

parâmetros físico-químicos da água, vem aumentando o interesse pelo cultivo dessa 

espécie (Gomes et al. 2010; Rodrigues, 2014; Santos et al. 2006). 
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Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial anestésico e a toxicidade aguda 

do hidrolato de M. sylvatica (HMS) em juvenis de tambaqui, e verificar o efeito sobre a 

morfofisiologia branquial (densidade de células mucosas) e o fluxo iônico. 

Material e Métodos 

Material Vegetal  

A parte aérea da espécie de M. sylvatica foi coletada as margens da Rodovia Everaldo 

Martins-PA 457, km 21 na comunidade de Santa Rosa (S 02º30’46.4’ W 054º50’93.1’), 

Santarém, Pará, Brasil. A coleta de dados foi realizada pela manhã (entre 7h30 e 8h30), 

em maio de 2016. Um espécime de voucher foi depositado no Herbário da EMBRAPA 

Amazônia Oriental, Cidade de Belém, estado do Pará, Brasil, sob o número IAN 184696. 

Extração do hidrolato 

O material vegetal (folhas frescas) de M. sylvatica foi desfolhado, alocado em sacos de 

papel, colocado para secagem em estufa (40°C) por um período de 72 horas, e triturado. 

O hidrolato foi obtido pela técnica de hidrodestilação, utilizando o aparato tipo Clevenger, 

com 3 horas de duração para o processamento. Foi utilizado 960 gramas de material 

vegetal para a obtenção de 6 litros de hidrolato. O hidrolato coletado foi armazenado em 

freezer a 2°C até a realização do experimento anestésico.  

Após a extração do hidrolato, foi feita a partição líquido/líquido com hexano, e 

posteriormente foi realizada a caracterização química por meio de cromatografia gasosa 

(cromatógrafo Agilent Technologies 6890 Plus Series GC System, acoplado a um 

detector seletivo de massa Agilent Technologies MSD 5973). Sendo analisado por meio 

da comparação de espectros de massa com bibliotecas referências (Adams, 2006; 

Mondello, 2011; Nist, 2011) no programa GCMS Prostrun Analysis.  
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Procedimento Experimental 

Os experimentos e a obtenção dos juvenis ocorreram na Estação de produção de Peixes 

UAGRO-Santa Rosa/-SEDAP- Santarém-Brasil. 

Para realização dos testes de indução anestésica foram utilizados juvenis de tambaqui de 

3-5cm de comprimento (1,1±0,38 g), que foram aclimatados em tanques continuamente 

aerados, e mantidos em jejum por 24 horas. Posteriormente, para a observação da indução 

anestésica, os peixes foram acondicionados, individualmente, em recipientes contendo 

500 mL da solução - água com adição do HMS em diferentes concentrações (15, 20, 25, 

30 e 35%). As concentrações anestésicas foram escolhidas com base em testes 

preliminares pelos quais foram avaliadas diversas concentrações do HMS diluído em 

água. Para cada tratamento foram submetidos 15 animais (n total = 75). Então foi 

determinado o tempo de indução anestésica (em segundos) com tempo máximo de 

observação de 30 minutos, conforme protocolo de Small (2003) adaptado seguindo os 

estágios: estágio 1 - sedação leve, diminuição da reatividade para estímulos externos; 

estágio 2 - sedação profunda, perda parcial de equilíbrio e nado errático; estágio 3 - 

anestesia, perda total do equilíbrio e da locomoção; e estágio 4 - colapso medular. No 

entanto, este último estágio não foi observado. Posteriormente os animais foram 

transferidos para um recipiente com 1L de agua livre de anestésico para determinar o 

tempo de recuperação, onde se considerou recuperado quando apresentava nado normal 

e reação a estímulos externos normal (Saccol et al, 2017b).  

Para determinação da CL50-96h de HMS para juvenis de tambaqui foi utilizado o sistema 

de condução de teste estático, sem substituição ou sifonagem de água, fotoperíodo de 12 

horas, aeração constante e sem alimentação durante o período de 96horas de exposição 

ao anestésico. Foram avaliadas as concentrações de 5, 7,5 10, 12,5 e 15% (hidrolato 
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diluído em água), e os controles contendo somente água (CA), com 3 repetições por 

tratamento. O recipiente com capacidade útil de 1L, e com densidade de cinco juvenis 

perfazendo um total de 90 juvenis (15 para cada tratamento). A cada 24horas foi 

observada a sobrevivência, quanto ao comportamento (presença de reflexos, natação e 

equilíbrio na coluna de água, surgimento de protusão labial, observação da existência de 

muco corporal e mortalidade) e aferido as variáveis físico-químicas da água como 

oxigênio dissolvido (oxímetro Lovibond- Senso Direct 150), temperatura, pH e 

condutividade elétrica (multiparâmetro ExStik II EC500). Foram coletadas amostras das 

soluções antes e após o teste para verificação da alcalinidade (Boyd & Turker, 1992), 

amônia total (pelo método do salicilato-hipoclorito de acordo com Verdouw; Van Echteld  

& Dekkers (1978)) e não ionizada (Colt  & Tomasso, 2002). O fluxo líquido de íons Na+, 

K+ e Cl- foi calculado de acordo com Gonzalez et al. (1998). 

Análise histológica e densidade de células mucosas branquiais 

Após a exposição ao teste CL50-96h, os animais que sobreviveram foram anestesiados com 

eugenol e eutanasiados por secção medular, foram então fixados inteiros em solução de 

Bouin (por 24h), lavados em álcool 50% e armazenados em álcool 70% com amostragem 

de 5 peixes/tratamento/repetição. Posteriormente foi feita a dissecção dos arcos 

branquiais para o processamento histológico padrão em parafina. Foram feitos 5 

cortes/animal em perfil sagital com espessura de 5µm em micrótomo marca Leipzig. Para 

coloração das lâminas utilizou-se os corantes Alcian blue – pH 2,5 (coloração de células 

mucosas ácidas) e Ácido Periódico e Reativo de Shiff (PAS+) (coloração de células 

mucosas neutras). A contagem destas células foi feita com o auxílio de um microscópio 

ópitco equipado com sistema de captura de imagem (Zeiss/Axio Cam Erc 51) e programa 
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de medidas interativas (Image-PRO PLUS) obtendo-se assim a densidade de células 

estimadas em mm².  

Análise estatística 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os resultados dos tempos de 

indução e recuperação anestésica, fluxo de íons e a densidade de células mucosas, foram 

submetidos a análise de variância (ANOVA- One Way). Em seguida foi aplicado o teste 

de Tukey (p<0,05) para comparação das médias, através do software SigmaPlot v. 11. Foi 

realizada uma análise de regressão para a avaliação da dose-resposta da relação entre a 

concentração do hidrolato e os tempos de anestesia pelo software Statística 8. 

Para determinação da CL50-96h do HMS foi utilizada a análise de probitos por meio do 

software SPSS (Versão 16). 

Resultados 

Caracterização química do Hidrolato 

Foi analisado o hidrolato e o OE de M. sylvatica que apresentaram sesquiterpenos como 

constituintes majoritários, tendo grande similaridade entre a composição do OE e HMS. 

Os constituintes majoritários destes compostos estão apresentados na tabela 1. O OE e o 

HMS apresentaram os mesmos constituintes marjoritários, diferindo apenas nas 

concentrações. 

Tabela 1 Constituintes majoritários do óleo essencial (OEMS) e hidrolato de Myrcia 

sylvatica (HMS), analisado pela comparação do índice de retenção de Kovats calculado 

(IRcalc) e da literatura (IRref), sendo TR o tempo de retenção do constituinte. 

TR Constituintes majoritários OEMS (%) HMS (%) IR calc IRref 

28.37 Beta Selineno 14.88 12.81 1489 1489 

29.69 Trans Calameneno 13.83 11.16 1526 1521 

30.62 Alfa Calacoreno 11.02 9.78 1542 1544 

32.16 Óxido de Cariofileno 6.45 3.51 1585 1582 

33.95 1 Epi Cubenol 2.99 3.32 1630 1627 

35.80 Cadaleno 4.29 4.67 1677 1675 

35.83 Mustakone 2.39 2.57 1680 1676 
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Indução e recuperação anestésica  

Não houve mortalidade durante o experimento de anestesia. Houve diminuição do tempo 

de anestesia com o aumento na concentração anestésica (Figura 1).  

 

Figura 1. Tempo de indução anestésica dos juvenis de tambaqui expostos a diferentes 

concentrações de hidrolato de Myrcia sylvatica (HMS). 

As concentrações acima de 20% mostraram bons tempos de indução e recuperação 

anestésica inferior a 3 e 5 minutos, respectivamente. Sendo 30% a concentração que 

apresentou o menor tempo de indução e recuperação anestésica (63,45±9,07 e 

71,57±12,35 segundos) (Tabela 2). 
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Toxicidade aguda (CL50-96h) 

Nas primeiras horas de exposição houve aumento de excretas e excitabilidade. Após 72 

horas de exposição foi observado comportamento canibal. Não houve mortalidade nas 

concentrações abaixo de 10% no teste de CL50-96h. Nas primeiras 24 horas morreram todos 

os animais expostos a HMS 15%, e 3 animais do tratamento 12,5%, que mostrou 100% 

de mortalidade até 48 horas (Tabela 3), resultando em uma CL50-96h estimada de 11,19% 

de HMS (Figura 2). 

Tabela 3 Mortalidade de juvenis de tambaqui expostos a 

CL50-96h com hidrolato de Myrcia sylvatica 

HMS(%) 
Mortalidade 

24h 48h 72h 96h 

C.A 0 0 0 0 

5% 0 0 0 0 

7,5% 0 0 0 0 

10% 0 5 0 0 

12,5% 12 15 15 15 

15% 15 15 15 15 
 

Tabela 2– Tempo de indução e recuperação anestésicas (em segundos) com Hidrolato 

de Myrcia sylvatica (HMS) em Juvenis de Tambaqui (Colossoma macropomum) em 

diferentes concentrações na água. 

Concentração  

(%) 

Estágios anestésicos (segundos) 
Recuperação (s) 

Estágio 1 Estágio 2 Estágio 3 

HMS 15% 43,42±12,45a 93,45±36,96a 399,00±51,53a 147,40±28,51a 

HMS 20% 38,36±11,16a 55,75±10,81b 120,91±25,88b 100,68±41,47b 

HMS 25% 20,18±7,76b 30,00±7,66c 120,80±16,67b 119,22±44,43ab 

HMS 30% 19,42±3,26b 27,79±6,81c 63,45±9,07c 71,57±12,35b 

HMS 35% 11,70±3,02b 16,08±4,01c 79,80±9,19c 222,90±33,19c 

Letra minúscula diferença significativa entre linhas da mesma coluna; ANOVA ONE WAY, p<0.05 

teste de Tukey.  
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Parâmetros físico-químicos da água e fluxo iônico 

Os parâmetros físico químicos da solução pura de HMS foi:  25.8°C (temperatura), 4.97 

(pH), 41,1 µS/cm2 (condutividade elétrica), 4,9 mg.L-1 (oxigênio dissolvido). Não foi 

observado diferença significativa entre as variáveis físico-químicas água dos tratamentos 

(água +HMS) antes e após o teste CL50-96h. Os valores das variáveis físico-químicas 

observadas (temperatura-ºC, pH, oxigênio dissolvido- mg.L-1, condutividade elétrica- 

µS/cm2 e alcalinidade- mg.L-1 CaCO3) antes e depois do teste foram, respectivamente 

(antes/depois): 26,53±0,51/27,06±0,21 (ºC), 6,85±0,31/7,54±0,13 (pH), 6,43±0,59/ 

6,88±0,53 (mg.L-1), 127,68±10,02 /164,05±14,12 (µS/cm2) e 16,74±2,76 /43,82±0,92 de 

mg.L-1 CaCO3. 

 Ocorreu um aumento no efluxo dos íons Na+ (HMS 5 e 7,5%) e Cl (7,5 e 10%)-, e na 

excreção de amônia (total e não-ionizada para todos os tratamentos) durante o teste 

toxicológico nos tratamentos com HMS quando comparado com o controle. Quanto ao 

Figura 2 Toxicidade aguda (CL50-96h) do hidrolato de Myrcia sylvatica em juvenis de 

tambaqui (Colossoma macropomum). 
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K+ não houve diferença significativa entre o efluxo dos tratamentos CA e com HMS 

(Tabela 4). 

Densidade de células mucosas branquiais 

A densidade de células mucosas neutras (CMN) foi maior que o de células mucosas ácidas 

(CMA) (Figura 3). A densidade de todos os tipos de células mucosas branquiais diminuiu 

com o aumento da concentração do hidrolato, havendo diferença significativa entre todos 

os tratamentos em relação ao controle água (Tabela 5). 

 

 

Tabela 4 Fluxo iônico de sódio (Na+), cloreto (Cl-) e potássio (K+) e excreção de amônia total 

(NH4
+ + NH3) e amônia não-ionizada (NH3) 

 
Na+  

µmol.L.kg-1.h-1 

Cl-   

µmol.L.kg-1.h-1 

K+  

µmol.L.kg-1.h-1 

(NH4
++ NH3) 

      Mg.L-1 

(NH3) 

   Mg.L-1 

C.A -648,80±207,50a -1055,8±246,83a -74,58±17,20a 0,98±0,01a 0,0172±0,01a 

HMS 5% -1197,3±188,37b -1861,21±316,58a -74,28±23,39a 1,71±0,16b 
0,0432±0,00b 

HMS 7,5% -1532,67±9,40b -5264,74±375,22b -110,49±6,95ab 2,14±0,18c 
0,0491±0,00b 

HMS 10% -836,86±28,21a -5194,44±327,81b -64,45±15,73ac 1,84±0,01bc 
0,0461±0,00b 

Letra minúscula diferença significativa entre tratamento (linhas). ANOVA ONE WAY, teste de Tukey (p<0,05). 

Figura 3– Densidade de células mucosas ácidas (CMA), neutras (CMN) e totais 

(CMT) (mm2) em juvenis de tambaqui expostos aos tratamentos controle (C.A) e 

diferentes concentrações de hidrolato de Myrcia sylvatica (HMS). Letra minúscula 

diferença significativa entre tipos de células; ANOVA TWO WAY, p<0.05 teste de Tukey. 

*sobreposição de pontos sem diferença significativa entre eles. 
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Discussão 

A maioria dos compostos químicos encontrados no OE e HMS foram do tipo 

sesquiterpenos, corroborando com os trabalhos de Cascaes et al (2015), Saccol et al 

(2018) e Silva et al (2017). Os constituintes majoritários do HMS encontrados neste 

trabalho (beta selineno (12,81%), trans calameneno (11,16%), alfa calacoreno (9,78%) e 

cadaleno (4,67%)) são similar aos apresentados em estudos com OE de M. sylvatica 

(Prado et al, 2017; Saccol et al, 2017b; Saccol et al, 2018; Silva et al, 2016). Os 

constituintes majoritários encontrados no hidrolato foram os mesmos encontrados no OE, 

evidenciando o potencial farmacológico do produto. 

Estudos recentes mostram o potencial farmacológico do óleo de M. sylvativa na 

aquicultura. Saccol et al (2017b) observaram seu efeito anestésico e antioxidante, sendo 

confirmado posteriormente e indicado para uso em manejo de transporte por melhorar o 

bem-estar animal, pois se mostrou atenuante em resposta ao estresse (Saccol et al, 2017a 

e 2018). 

Tabela 5– Densidade de células mucosas ácidas (CMA), neutras (CMN) e totais 

(DCM) (mm2) em juvenis de tambaqui expostos aos tratamentos controle (C.A) e 

diferentes concentrações de hidrolato de Myrcia sylvatica (HMS). 

Tratamentos CMA CMN CMT 

C.A 13,71±2,32a 515,50±69,35a 545,90±46,95a 

HMS 5% 12,12±0,65a 91,30±11,95b 60,23±10,06b 

HMS 7,5% 2,33±0,94b 8,88±1,34c 12,55±2,85c 

HMS 10% 0,70±0,27b 7,77±3,34c 9,58±2,36c 

Letra minúscula diferença significativa entre linhas da mesma coluna; ANOVA ONE WAY, p<0.05 

teste de Tukey. 
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Neste trabalho foi observada uma relação negativa entre a concentração de hidrolato e o 

tempo de anestesia em praticamente todos os estágios anestésicos, ou seja, quando se 

aumentou a concentração do hidrolato, diminuiu o tempo necessário para indução 

anestésica assim como descrito por Saccol et al, (2017b) ao estudar o efeito anestésico do 

OE desta mesma planta. Um padrão semelhante foi visto em relação a recuperação 

diferindo apenas a partir da concentração de 30%. Segundo Ross & Ross (2008) o tempo 

de recuperação deveria aumentar conforme se aumenta a concentração anestésica. Todas 

as concentrações testadas induziram ao estágio 3 de anestesia. No entanto, se considera a 

concentração anestésica do HMS mais efetiva a de 30% com tempo de anestesia 

(63,45±9,07 segundos) e recuperação (71,57±12,35 segundos), estando essas abaixo do 

tempo considerados ideal (3 e 5minutos para anestesia e recuperação, respectivamente). 

Portanto, mostrou-se um bom anestésico de acordo com os padroões indicados (Ross & 

Ross, 2008). O HMS apresentou tempo de indução e recuperação menores de que os 

obtidos nas melhores concentrações do OE testados em tambaqui, matrinxã e jundiá 

(Saccol et al, 2017a; 2017b; 2018). Sugerindo um forte efeito farmacológico na 

considerada “água condensada geralmente de descarte após a extração do OE” 

(hidrolato). 

No teste de toxicidade, juvenis de tambaqui foram expostos a diferentes concentrações de 

HMS (5%, 7,5%, 10%, 12,5% e 15%) por um período de 96hs para determinar a 

concentração letal a 50% da população exposta. A CL50 estimada do HMS foi 11,19%. 

Após o contato com o anestésico foi observado aumento na excreção dos animais. Nas 

primeiras 24 horas os animais dos tratamentos acima de 10% tombaram. Todos os animais 

expostos as concentrações de 12,5 e 15% morreram nas primeiras 48 horas. No entando, 

os animais do tratamento 10% se recuperaram, sugerindo que o produto tenha 



31 
 

volatilizado. A partir do terceiro dia de exposição os peixes apresentaram comportamento 

canibal, chegando até a morte, não foi encontrado na literatura informações sobre 

canibalismo em tambaqui. Para um manejo prolongado as concentrações acima de 

11.19% podem ser letais, o que não inviabiliza o uso do HMS como anestésico na 

concentração sugerida de 30% pois esta concentração mostrou-se segura não 

apresentando nenhuma mortalidade durante ou após os testes de anestesia, considerando-

se manejos rápidos (cerca de 3 minutos). No entanto para manejos prolongados, de acordo 

com a CL50-96h, não se recomenda o uso do HMS em concentrações acima de 11,19%.  

As variáveis físico-químicas da água (temperatura, pH, condutividade elétrica e oxigênio 

dissolvido) antes e após o teste de toxicidade aguda, se mantiveram dentro da faixa 

considerada ideal para piscicultura (Arana, 2010; Faria et al, 2013; Leira et al, 2017; Sá, 

2012; Silva et al, 2013), sugerindo que essas variáveis não influenciaram nos resultados 

obtidos de fluxo iônico, excreção de amônia e na DCM. O estresse pode alterar a difusão 

iônica entre o meio interno e externo em peixes (Silva et al., 2015). 

Neste estudo foi observado o aumentou do efluxo de íons (Na+ e Cl-) e amônia total e não 

ionizada com o aumento da concentração de HMS na maioria dos tratamentos, indicando 

que este produto pode causar estresse osmorregulatório. Situações de estresse podem 

aumentar a difusão de íons para o meio, e o uso de OE como anestésico diminui o efluxo 

de íons e a excreção de amônia (Becker et al, 2016; Cunha et al, 2017). Silva et al. (2017) 

obteve diminuição no efluxo de íons, redução na excreção de amônia e da proliferação de 

células mucosas com o uso de hidrolato de Lippia alba em tambaqui.  

Contudo o uso de HMS aumentou o efluxo de íons e também os níveis de amônia total e 

amônia não-ionizada, diferindo do observado por outros autores que mostram que o uso 

de anestésico diminui a amônia não-ionizada (Sena et al., 2016), sugerindo que este 
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anestésico, nas concentrações testadas, pode ser um estressor adicional. Segundo Cunha 

et al. (2017), os anestésicos podem agir como estressores podendo provocar desequilíbrio 

osmótico. Apesar disto os valores de amônia total e NH3 mantiveram-se dentro do 

considerado ideal (Leira et al., 2017).  

A proliferação de CM branquais pode ser uma resposta ao estresse. Pois, aumenta-se a 

taxa de produção de muco que atua como um filtro a fim de agregar uma maior quantidade 

de substâncias tóxicas (Rezende et al., 2013). O aumento no número e densidade de 

células mucosas inibe a perda de água quando o peixe está fora da água e a perda iônica 

quando ele está na água (Moron et al., 2009). Neste trabalho a DCM indicou uma relação 

negativa entre a concentração de HMS e a densidade dessas células. Outro fator 

interessante é que a densidade de CMN foi bem superior ao de CMA. Sendo que as CMN 

são glicoproteínas de baixa viscosidade e atuam lubrificando e protegendo o epitélio 

branquial contra danos físicos, enquanto que as CMA são glicoproteínas com alta 

viscosidade atuam aumentando a adesão a material particulado na água, atraem uma 

maior quantidade de íons da osmorregulação, e evitam a proliferação de 

microorganismos. A diminuição de muco ácido reduz o gradiente iônico próximo ao 

epitélio favorecendo a perda de íons (Moron et al., 2009). Corroborando os resultados 

encontrados no presente trabalho, onde a densidade de CMA mostrou-se muito baixa e 

consequentemente houve aumento do efluxo de íons comparados ao controle água, o que 

difere de trabalhos que mostram o efeito mitigador de anestésico sobre a perda iônica.  

O uso do HMS surge como uma alternativa mitigadora de estresse decorrente de manejo 

em aquicultura, pois mostrou efeito anestésico nas concentrações testadas e não 

apresentou morte de nenhum dos animais submetidos ao teste, o que dá uma margem de 

confiança na utilização do produto. Este é um subproduto da produção do óleo essencial, 
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geralmente descartado, podendo ter um rendimento muito superior ao óleo e apresentando 

os mesmos constituintes majoritário, com a vantagem de ser uma substância hidrossolúvel 

em água, o que facilita o seu uso na aquicultura pois não é necessário a diluição em álcool 

como os óleos essenciais. Surge também como uma alternativa no campo da 

agroecologia, uma vez que este é um produto de origem natural e pode substituir produtos 

sintéticos que não são permitidos por este setor. 

Conclusão 

O HMS 30% pode ser indicado como anestésico em tambaqui para manejos rápidos (cerca 

de 3 minutos) por promover indução anestésica em cerca de 1minuto e sua recuperação 

em menos de 2minutos. A CL50-96 estimada foi de 11,19% de hidrolato diluído em água. 

No teste de toxicidade aguda em 96 horas, este produto reduziu a densidade de células 

mucosas em todos os tratamentos testados. No entanto, causou estresse osmorregulatório 

elevando a perda de íons e amônia com o aumento da concentração do hidrolato, 

sugerindo que este pode ser um agente estressor dependendo do tempo de exposição. 

Portanto, considera-se restritivo o uso do HMS em tempos prolongados mesmo em baixas 

concentrações (5-10%). Sugere-se a manutenção de estudos acerca da toxicidade desse 

produto a níveis plasmáticos e celulares. Além de pesquisas sobre a segurança do uso 

(manipuladores, organismos alvo e ambiente), volatilidade do composto, e seu tempo de 

prateleira, pois são escassas as informações sobre esse tipo de extrativos alternativos em 

organismos aquáticos.  
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Considerações Finais 

O uso de produtos naturais na aquicultura vem sendo amplamente estudado, e várias 

plantas têm-se por estudar em uma região tão rica em biodiversidade como a Amazônia. No 

entanto, a maior parte dos estudos estão voltados para a utilização do óleo essencial, podendo 

ser ampliado para outros tipos de extrativos vegetais. O hitrolato, por exemplo, é um subproduto 

da extração do óleo e, geralmente, é descartado. No entanto, este produto tem sua constituição 

química semelhante à do OE da planta de origem, contendo assim, possivelmente, as mesmas 

propriedades farmacológicas. Contudo, torna-se necessário a realização de estudos a fim de 

esclarecer lacunas sobre esse produto, uma vez que este é pouquíssimo estudado e pouco se 

sabe sobre seu potencial, volatilidade, tempo de prateleira, toxicidade aos organismos e ao 

ambiente.  

Neste trabalho foi confirmado o potencial anestésico do HMS como mitigador de 

estresse em juvenis de tambaqui, no entanto, em tempo prolongado ele causa estresse 

osmorregulatório e uma relação interessante de diminuição de células mucosas apesar do 

aumento do efluxo de íons e amônia. Evidenciando o potencial promissor desse produto como 

anestésico (até 3-5 min) e não se recomenda o uso para procedimentos longos. Com isso, 

recomenda-se a continuação de estudos com uso de hidrolato de outras plantas na produção 

animal. 
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Please note that for journal articles, issue numbers are not included unless each issue in the 

volume begins with page one. 

Journal article 

Beers, S. R. & De Bellis, M. D. (2002). Neuropsychological function in children with 
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the text. They should be supplied as editable files, not pasted as images. Please convey essential 
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for P-values. Statistical measures such as SD or SEM should be identified in the headings. 

Figure Legends 
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understandable without reference to the text. Include definitions of any symbols used and 

define/explain all abbreviations and units of measurement. 

Figures 

Although authors are encouraged to send the highest-quality figures possible, for peer-review 

purposes, a wide variety of formats, sizes, and resolutions are accepted. Click here for the basic 

figure requirements for figures submitted with manuscripts for initial peer review, as well as 
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FAQs on supporting information. Note: if data, scripts or other artefacts used to generate the 

analyses presented in the paper are available via a publicly available data repository, authors 

should include a reference to the location of the material within their paper. 
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and the abbreviation is helpful to the reader. Initially use the word in full, followed by the 
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Editing, Translation and Formatting Support: Wiley Editing Services can greatly improve the 
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blind peer review process. Wiley's policy on confidentiality of the review process is available 
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Data storage and documentation 
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mandatory. If the study includes original data, at least one author must confirm that he or she 

had full access to all the data in the study, and takes responsibility for the integrity of the data 

and the accuracy of the data analysis. 

Animal Studies 

A statement indicating that the protocol and procedures employed were ethically reviewed and 

approved, as well as the name of the body giving approval, must be included in the Methods 
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standards, for example the ARRIVE reporting guidelines for reporting study design and 

statistical analysis; experimental procedures; experimental animals and housing and husbandry. 
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Authors should also state whether experiments were performed in accordance with relevant 

institutional and national guidelines and regulations for the care and use of laboratory animals: 

• US authors should cite compliance with the US National Research Council's Guide for the 

Care and Use of Laboratory Animals, the US Public Health Service's Policy on Humane 

Care and Use of Laboratory Animals, and Guide for the Care and Use of Laboratory 

Animals. 

• UK authors should conform to UK legislation under the Animals (Scientific Procedures) 

Act 1986 Amendment Regulations (SI 2012/3039). 

• European authors outside the UK should conform to Directive 2010/63/EU. 

Clinical Trial Registration: The journal requires that clinical trials are prospectively registered 

in a publicly accessible database and clinical trial registration numbers should be included in 

all papers that report their results. Authors are asked to include the name of the trial register and 

the clinical trial registration number at the end of the abstract. If the trial is not registered, or 

was registered retrospectively, the reasons for this should be explained. 

Research Reporting Guidelines: Accurate and complete reporting enables readers to fully 

appraise research, replicate it, and use it. Authors are encouraged to adhere to the research 

reporting standards provided by the EQUATOR Network, e.g. for systematic reviews and meta-
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should be followed by the scientific name (genus, species and authority) in parentheses. For 

well-known species, however, scientific names may be omitted from article titles. If no common 

name exists in English, only the scientific name should be used. 

Genetic Nomenclature: Sequence variants should be described in the text and tables using 

both DNA and protein designations whenever appropriate. Sequence variant nomenclature must 

follow the current HGVS guidelines; see http://varnomen.hgvs.org/, where examples of 

acceptable nomenclature are provided. 

Sequence Data 

Nucleotide sequence data can be submitted in electronic form to any of the three major 

collaborative databases: DDBJ, EMBL or GenBank. It is only necessary to submit to one 

database as data are exchanged between DDBJ, EMBL and GenBank on a daily basis. The 

suggested wording for referring to accession- number information is: ‘These sequence data have 

been submitted to the DDBJ/EMBL/GenBank databases under accession number U12345’. 
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DNA Data Bank of Japan (DDBJ) http://www.ddbj.nig.ac.jp 
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SWISS-PROT: expasy.ch/sprot/sprot-top 
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Funding: Authors should list all funding sources in the Acknowledgments section. Authors are 

responsible for the accuracy of their funder designation. If in doubt, please check the Open 

Funder Registry for the correct nomenclature: https://support.crossref.org/hc/en-

us/articles/214360886-The-Open-Funder-Registry. 

Authorship 

The list of authors should accurately illustrate who contributed to the work and how. All those 

listed as authors should qualify for authorship according to the following criteria: 

1. Have made substantial contributions to conception and design, or acquisition of data, or 

analysis and interpretation of data; 

2. Been involved in drafting the manuscript or revising it critically for important intellectual 

content; 

3. Given final approval of the version to be published. Each author should have participated 

sufficiently in the work to take public responsibility for appropriate portions of the content; 

and 

4. Agreed to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to 

the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and 

resolved. 

Contributions from anyone who does not meet the criteria for authorship should be listed, with 

permission from the contributor, in an Acknowledgments section (for example, to recognize 

contributions from people who provided technical help, collation of data, writing assistance, 

acquisition of funding, or a department chairperson who provided general support). Prior to 

submitting the article all authors should agree on the order in which their names will be listed 

in the manuscript. 

Additional authorship options: Joint first or senior authorship: In the case of joint first 

authorship a footnote should be added to the author listing, e.g. ‘X and Y should be considered 

joint first author’ or ‘X and Y should be considered joint senior author.’ 

ORCID 

As part of the journal's commitment to supporting authors at every step of the publishing 

process, the Journal of Applied Ichthyology encourages the submitting author (only) to provide 

an ORCID iD when submitting a manuscript. This takes around 2 minutes to complete. Find 

more information here. 

Publication Ethics: This journal is a member of the Committee on Publication Ethics (COPE). 

Note this journal uses iThenticate’s CrossCheck software to detect instances of overlapping and 

similar text in submitted manuscripts. Read our Top 10 Publishing Ethics Tips for Authors here. 

Wiley’s Publication Ethics Guidelines can be found at https://authorservices.wiley.com/ethics-

guidelines/index.html. 

6. AUTHOR LICENSING 

If a paper is accepted for publication, the author identified as the formal corresponding author 

will receive an email prompting them to log in to Author Services, where via the Wiley Author 

Licensing Service (WALS) they will be required to complete a copyright license agreement on 

behalf of all authors of the paper. Authors may choose to publish under the terms of the journal’s 

standard copyright agreement, or OnlineOpen under the terms of a Creative Commons License. 

General information regarding licensing and copyright is available here. To review the Creative 

Commons License options offered under OnlineOpen, please click here. (Note that certain 

funders mandate that a particular type of CC license has to be used; to check this please 

click here.) 

Self-Archiving definitions and policies: Note that the journal’s standard copyright agreement 

allows for self-archiving of different versions of the article under specific conditions. Please 

click here for more detailed information about self-archiving definitions and policies. 
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Open Access fees: Authors who choose to publish using OnlineOpen you will be charged a fee. 

A list of Article Publication Charges for Wiley journals is available here. 

Funder Open Access: Please click here for more information on Wiley’s compliance with 

specific Funder Open Access Policies. 

7. PUBLICATION PROCESS AFTER ACCEPTANCE 

Accepted article received in production: When an accepted article is received by Wiley’s 

production team, the corresponding author will receive an email asking them to login or register 

with Wiley Author Services. The author will be asked to sign a publication license at this point. 

Proofs: Once the paper is typeset the author will receive an email notification with the URL to 

download a PDF typeset page proof, associated forms and full instructions on how to correct 

and return the file. 

Please note that the author is responsible for all statements made in their work, including 

changes made during the editorial process - authors should check proofs carefully. Note that 

proofs should be returned within 48 hours from receipt of first proof. 

Publication Charges 

Colour figures: Colour figures are published online free of charge. 

Page charges: The author will be notified of the cost of any page charges when they receive 

the proofs, along with instructions on how to pay for the charges. 

Early View: The journal offers rapid publication via Wiley’s Early View service. Early 

View (Online Version of Record) articles are published on Wiley Online Library before 

inclusion in an issue. Note there may be a delay after corrections are received before the article 

appears online, as Editors also need to review proofs. Once the article is published on Early 

View no further changes to the article are possible. The Early View article is fully citable and 

carries an online publication date and DOI for citations. 

8. POST PUBLICATION 

Access and sharing 

When your article is published online: 

• The author receives an email alert (if requested). 

• The link to the published article can be shared through social media. 

• The author will have free access to the paper (after accepting the Terms & Conditions of 

use, they can view the article). 

• The corresponding author and co-authors can nominate up to ten colleagues to receive a 

publication alert and free online access to your article. 

To find out how best to promote an article, click here. 

Measuring the Impact of an Article 

Wiley also helps you measure the impact of your research through our specialist partnerships 

with Kudos and Altmetric. 

9. EDITORIAL OFFICE CONTACT DETAILS 

For any queries or issues, please contact the Editorial Office: JAI.journal@wiley.com. 
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