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RESUMO 

BONA, Alliny Magalhães, M.Sc., Universidade Vila Velha - ES, outubro de 2021. 
Mitigando a toxicidade do óleo essencial do cravo-da-índia durante a anestesia 
em tilápias (Oreochromis niloticus). Orientador: Levy de Carvalho Gomes. 
 
Os anestésicos sintéticos ou à base de plantas são utilizados na aquicultura para 
facilitar o manuseio dos peixes. Os anestésicos naturais são potencialmente mais 
favoráveis ao ambiente, mais rentáveis e mais seguros do que as drogas sintéticas 
para a gestão e o bem-estar dos organismos aquáticos. O óleo de cravo-da-índia se 
destaca na aquicultura devido a sua função anestésica, porém estudos mostram que 
quando administrado em uma concentração elevada é tóxico. Desta maneira, esse 
estudo avaliou o uso isolado e combinado dos óleos essenciais do cravo-da-índia 
(Eugenia caryophyllata), da melaleuca (Melaleuca alternifolia) e da canela 
(Cinnamomum zeylanicum) como anestésicos para a tilápia (Oreochromis niloticus). 
Foi determinada a eficácia dos anestésicos a partir do tempo de indução e 
recuperação e do potencial tóxico (genotoxicidade e estresse oxidativo). O estresse 
oxidativo foi determinado utilizado os marcadores enzimáticos superóxido dismutase 
(SOD), catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GST) e a expressão gênica 
dessas mesmas enzimas. A genotoxicidade foi avaliada a partir do teste de 
micronúcleo e ensaio cometa. O óleo de cravo em 200 µL/L foi o óleo que causou 
anestesia mais rápido (em 6,5 min), porém apresentou genotoxicidade. Apenas o 
óleo de melaleuca em 450 µL/L não alterou a atividade da enzima GST, os outros 
tratamentos apresentaram uma inibição dessa enzima. Já CAT e a SOD não foram 
alteradas. O óleo de canela 75 e 100 µL/L induziu a expressão gênica de cat, 
enquanto os óleos de cravo (150 e 200 µL/L) e melaleuca (450 µL/L) foram capazes 
de inibir a expressão gênica de sod. Assim, foi testada a combinação dos óleos de 
canela (100 µL/L) e melaleuca (500 µL/L), nas proporções de 10 e 25%, com o de 
cravo-da-índia (150 µL/L), e verificou-se que não apresentou genotoxicidade aos 
peixes e todos atingiram o último estágio da anestesia. Contudo, a combinação dos 
óleos de cravo e melaleuca 125 µL/L apresentou uma diminuição da atividade CAT e 
GST, os tratamentos com cravo e canela 25 µL/L e cravo e maleluca 50 µL/L 
também obtiveram uma diminuição da GST. O óleo do cravo 200 µL/L apresentou 
um aumento da atividade da SOD e diminuição na expressão gênica de cat, assim 
como o óleo de cravo e canela 25 µL/L e cravo e melaleuca 50 e 125 µL/L. Ambos 
os tratamentos com cravo e melaleuca 50 e 125 µL/L e cravo e canela 25 µL/L 
diminuiram a expressão gênica de gst. Apenas o o óleo de cravo e canela 10 µL/L 
aumentou a expressão do gene sod. Pode-se conluir que os óleos sofreram um 
desequilibrio nas análises enzimáticas ou uma desregulação na expressão dos 
genes enzimáticos em relação ao controle, entretanto recomendá-se o uso dos óleos 
combinados de cravo-da-índia (150 µL/L) e melaleuca (50 µL/L), pois é eficaz como 
anestesico, o índice de mortalidade foi nulo e não apresentou genotoxicidade.  

Palavras-chave: genotoxicidade, enzimas de estresse oxidativo, expressão gênica, 
canela, melaleuca. 
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ABSTRACT 

BONA, Alliny Magalhães, M.Sc., Vila Velha University - ES, October 2021. 

Mitigating the toxicity of clove essential oil during anesthesia in tilapia 

(Oreochromis niloticus). Advisor: Levy de Carvalho Gomes. 

Synthetic or plant-based anesthetics are used in aquaculture to facilitate the handling 

of fish. Natural anesthetics are potentially more environmentally friendly, more cost-

effective, and safer than synthetic drugs for the management and welfare of aquatic 

organisms. Clove oil is prominent in aquaculture due to its anesthetic function, 

however studies show that when administered in a high concentration it is toxic. 

Thus, this study evaluated the isolated and combined use of the essential oils of 

clove (Eugenia caryophyllata), melaleuca (Melaleuca alternifolia), and cinnamon 

(Cinnamomum zeylanicum) as anesthetics for tilapia (Oreochromis niloticus). The 

efficacy of the anesthetics was determined from the induction and recovery time and 

the toxic potential (genotoxicity and oxidative stress). Oxidative stress was 

determined using the enzyme markers superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), 

and glutathione S-transferase (GST) and the gene expression of these enzymes. 

Genotoxicity was assessed from micronucleus test and comet assay. Clove oil at 200 

µL/L was the oil that caused anesthesia fastest (in 6.5 min), but showed genotoxicity. 

Only melaleuca oil at 450 µL/L did not alter the activity of the GST enzyme, the other 

treatments showed an inhibition of this enzyme. CAT and SOD were not altered. 

Cinnamon oil 75 and 100 µL/L induced cat gene expression, while clove (150 and 

200 µL/L) and melaleuca (450 µL/L) oils were able to inhibit sod gene expression. 

Therefore, the combination of cinnamon (100 µL/L) and melaleuca (500 µL/L) oils, in 

the proportions of 10 and 25%, with clove (150 µL/L) was tested and found to show 

no genotoxicity to the fish and all reached the last stage of anesthesia. However, the 

combination of clove and melaleuca oils 125 µL/L showed a decrease in CAT and 

GST activity, the treatments with clove and cinnamon 25 µL/L and clove and 

maleluca 50 µL/L also obtained a decrease in GST. The clove oil 200 µL/L showed 

an increase in SOD activity and decrease in cat gene expression, as did the clove 

and cinnamon oil 25 µL/L and clove and melaleuca 50 and 125 µL/L. Both treatments 

with clove and melaleuca 50 and 125 µL/L and clove and cinnamon 25 µL/L 

decreased gst gene expression. Only clove and cinnamon oil 10 µL/L increased the 

expression of the sod gene. It can be concluded that the oils suffered an unbalance 

in the enzymatic analyses or a downregulation in the expression of enzymatic genes 

in relation to the control, however the use of the combined oils of clove (150 µL/L) 

and melaleuca (50 µL/L) is recommended, because it is effective as anesthetic, the 

mortality rate was none and did not present genotoxicity.  

Keywords: genotoxicity, oxidative stress enzymes, gene expression, cinnamon, 

melaleuca. 
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1. INTRODUÇÃO 

  O óleo do cravo-da-índia é um produto natural obtido por destilação das 

flores, folhas e caules do cravo Syzygium aromaticum (Eugenia aromaticum ou 

Eugenia caryophyllata) (Javahery et al., 2012). Ele tem sido utilizado desde a 

antiguidade como anestésico natural (à base de planta)  para aliviar dores de dente, 

cabeça e articulações. Apesar de ter um histórico como anestésico local para 

humanos (Woody et al., 2002), o cravo é considerado relativamente barato e mais 

eficiente quando comparado a outros óleos usados em peixes, sendo bastante 

difundido na aquicultura (Ross, Ross, 2008; Soto, Burhanuddin, 1995). Possui 

diversos ingredientes na sua composição, na sua grande maioria são o eugenol e 

iso-eugenol  (Javahery et al., 2012). 

 Alguns estudos mais antigos sobre a utilização do cravo como anestésico 

para peixes avaliaram sua eficácia para sedação, indução e recuperação (Hikasa et 

al., 1986; Anderson et al., 1997). O objetivo era analisar o comportamento dos 

peixes durante e após o uso do anestésico e as mudanças visuais, como a 

coloração do animal (Soto, Burhanuddin, 1995; Waterstrat, 1999). Outros estudos 

foram surgindo e com eles a necessidade de avaliar a toxicidade do cravo, como foi 

o caso da letalidade aguda (Keene et al., 1998; Grush et al., 2004). Análises de 

perfis hematológicos e bioquímicos de sangue, bem como exames histológicos de 

tecidos avaliaram os efeitos da exposição dos peixes ao anestésico (Small, 2003; 

Velíšek et al., 2005). Entre as técnicas de genotoxicidade mais utilizada estão: o 

ensaio cometa e teste de micronúcleo, que passaram a ser difundidos nessa área 

(Golomazou et al., 2016; Suares et al., 2019; Nascimento et al., 2020). Do ponto de 

vista dos produtores e do bem-estar do peixe as análises de estresse oxidativo 

foram fundamentais, pois o estresse pode gerar mortalidade dos peixes (Priborsky et 

al., 2015; Yousefi et al., 2018; Boaventura et al., 2020). Por fim, com o avanço da 

tecnologia surgiram técnicas capazes de detectar alterações moleculares, em genes, 

sendo estes os primeiros a responderem à um estímulo externo. Entre os genes 

mais comumente estudados estão os do receptor de glicocorticóide (gr), das 

proteínas de choque térmico 70 e 90 (hsp70, hsp90), da proteína reguladora aguda 

esteroidogênica (estrela), do citocromo 11B (cyp11b1), do fator induzível 

por hipóxia (hif) (Bodur et al., 2018), da hepcidina hepática (Abdelkhalek et al., 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/glucocorticoid-receptors
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/heat-shock-protein-90
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/regulatory-proteins
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/cytochromes
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/hypoxemia
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2020), da glutationa peroxidase 1 (gpx1), da catalase (cat), da glutationa S-

transferase 3 (gst3), da glutationa redutase (gr), da superóxido dismutase [Zn] (sod2) 

e da metalotioneína (mt) (Teles et al., 2019). 

 Outros anestésicos naturais vem sendo testados atualmente em peixes, 

incluindo a melaleuca (Melaleuca alternifolia) e canela (Cinnamomum zeylanicum). A 

melaleuca possui como principal compenente o terpinen-4-ol (~41,98%), que 

apresenta função sedativa e atividade antioxidante (Souza et al., 2018). Além disso, 

melaleuca tem sido amplamente utilizada como agente antimicrobiano e 

antiinflamatório em peixes (Baldissera et al., 2014). O amplo espectro dessas 

atividades é atribuído principalmente ao terpinen-4-ol e 1,8-cineol, os principais 

componentes de seu óleo essencial (Baldissera et al., 2014). A canela (C. 

zeylanicum) possui em sua grande maioria os compostos cinnamaldeído, eugenol e 

linalol que representam cerca de ~85% da composição total do óleo (Kumar et al., 

2016). Além de ser anestésico, a canela possui atividade antimicrobiana contra 

bactérias e antioxidante (Golomazou et al, 2016; Yuan et al., 2017). Inclusive, 

utilizadas em dietas elas atuam como imunoestimulantes em peixes (Santos et al., 

2016). 

 Visto que estudos recentes mostraram efeitos tóxicos da concentração ideal 

de óleo de cravo (Golomazou et al., 2016; Nascimento et al. 2020), houve a 

necessidade de mitigar a toxicidade desse óleo. A finalidade é continuar utilizando o 

óleo de cravo por ser o mais utilizado e conhecido entre os produtores de peixes, 

porém em uma concentração que não seja genotóxica e anestesie o peixe 

profundamente. Diante do exposto, este trabalho buscou combinar os óleos 

essenciais da canela (Cinnamomum zeylanicum) e melaleuca (Melaleuca 

anternifolia) com o óleo do cravo-da-índia (Eugenia caryophyllata), afim de aumenta 

a eficácia anestésica e diminui os efeitos genotóxicos e de estresse oxidativo do 

óleo do cravo em tilápias. 
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2. HIPÓTESE 

 A combinação dos óleos essenciais da canela (Cinnamomum zeylanicum) 

e/ou melaleuca (Melaleuca anternifolia) aumenta a eficácia e diminui o estresse 

oxidativo e a genotoxicidade do óleo essencial do cravo-da-índia (Eugenia 

caryophyllata).  

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

 Objetivo é avaliar a combinação do óleo de cravo com óleo de canela e 

melaleuca na eficácia como anestésico e atenuação do estresse oxidativo e 

genotoxicidade em tilápias. 

3.2 Objetivos específicos 

- Avaliar o comportamento dos peixes por meio do tempo de indução e recuperação 

utilizando os anestésicos individualmente e combinados;  

- Avaliar o estresse oxidativo dos peixes utilizando biomarcadores enzimáticos como 

a SOD, CAT e GST;  

- Avaliar os efeitos genotóxicos dos anestésicos por meio do ensaio cometa e teste 

de micronúcleo;  

- Avaliar biomarcadores de estresse oxidativo (cat, gst e sod) por meio da técnica 

molecular RTqPCR. 
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4. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

4.1 Aquicultura  

 Em 2050 a população mundial deve exceder a marca de 9 bilhões de 

pessoas, isso remete ao aumento dos impactos desproporcionais das mudanças 

climáticas e da degradação ambiental. Um crescimento na produção de alimentos é 

inevitável para atender essa demanda, entretanto, os recursos naturais necessários, 

como terra e água, ainda são escassos em um mundo mais movimentado, a 

população é obrigada a modificar a maneira como conduz as atividades econômicas 

diante das alterações climáticas globais (Kobayashi et al., 2015).  

 Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), existe 

uma grande diferença entre pesca e aquicultura: a primeira é baseada na retira dos 

recursos pesqueiros do ambiente natural, já a segunda os organismos aquáticos são 

cultivados geralmente em um espaço controlado e confinado. A pesca é uma 

atividade extrativista, por outro lado, a aquicultura possibilita produtos mais 

homogêneos, com rastreabilidade durante a cadeia, gerando produtos que 

contribuem para a segurança alimentar. Segundo a Organização das Nações Unidas 

para Agricultura e Alimentação (FAO) (2018), por ser uma das atividades 

agropecuárias mais rápidas em resultados positivos, a aquicultura é capaz de 

responder ao crescimento populacional e contribuir com o combate à fome no 

mundo. 

 A aquicultura é importante globalmente, com um crescimento médio anual de 

3,2% entre 1961 e 2016 (FAO, 2018). Em termos per capita, o consumo de peixes 

aumentou de 9,0 kg em 1961 para 20,2 kg em 2015, a uma taxa média de cerca de 

1,5% ao ano (FAO, 2018). Essa expansão do consumo é resultado do aumento da 

produção, bem como a redução de desperdício. Em 2015, os peixes representaram 

cerca de 17% da proteína animal consumida pela população global (FAO, 2018). 

Como uma alternativa para reduzir a pressão da pesca sobre os estoques naturais, 

é a utilização de gaiolas em reservatórios, criação de peixes em cativeiros como 

tanques-redes, entre outros (Zaniboni-Filho et al., 2018).  
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4.2 Tilápia 

 Segundo a Associação Brasileira da Piscicultura (2020), o Brasil está em 4º 

lugar no ranking mundial como um dos maiores produtores de pescado do mundo e 

a produção de Tilápia participa com 60,6% da atividade. A tilápia é produzida em 

mais de 100 países, e sua produção anual é estimada em mais de 1,3 milhões de 

toneladas. Ela é considerada a espécie mais importante do século XXI entre os 

peixes de água doce criados em cativeiro, segundo a EMATER (Empresa de 

Assistência Técnica e Extensão Rural) (Borges, 2009). Devido a sua rusticidade, 

rápido crescimento e carne de boa qualidade, é o peixe mais produzido no Brasil, 

atingindo uma produção anual maior que 100 mil t. Em virtude da grande demanda, 

a maioria da produção de tilápias é destinada ao abastecimento do mercado interno 

do país (Borges, 2009).  

 Dentre as espécies de tilápia utilizadas em cativeiro, destaca-se a tilápia-do-

nilo (O. niloticus), que em termos de produção mundial é o quarto peixe mais 

produzido, sendo superada apenas pela carpa (Ciprinius carpius), salmão (Salmo 

solar) e panga (Pangasius spp), segundo a FAO (2018). Além da tilápia ser um dos 

peixes com maior potencial para a aquicultura, dentre os seus atributos destacam-

se: crescimento rápido, alimenta-se dos itens básicos da cadeia trófica, se alimenta 

de proteína vegetal ou animal, possui a capacidade de se adaptar fácilmente em 

diferentes ambientes e sistemas de produção, desova ao longo do ano, é resistente 

às doenças, às altas temperaturas, à baixa concentração de oxigênio dissolvido e à 

alta concentração de amônia na água (Ayroza, 2009; Borges, 2009). Outras 

qualidades como: carne saborosa com baixo teor de gordura (0,9 g / 100 g de carne) 

e de calorias (117 kcal / 100 g de carne), alto rendimento de filé (35-40 %) e sem 

espinhos em forma de  "Y" (mioceptos), fazem com que a tilápia tenha uma grande 

aceitação no mercado, sendo assim esse peixe tem um enorme potencial para 

criação e comercialização com alto valor comercial (Souza, Maranhão, 2001; Ono, 

Kubitza, 2003).  

4.3 Manejo dos animais 

 O setor da aquicultura lida com diversas situações de estresse que podem 

prejudicar o bem-estar das espécies cultivadas, isto inclui o manuseio destes 
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animais, fertilização, confinamento, transporte e outros procedimentos que vão 

desde o incubatório até a fase comercial final (Sánchez-Muros et al., 2017; Souza et 

al., 2019). Essas práticas podem causa estresse provocando mortalidade, afetando 

a produção de peixes com a consequente perda econômica para o produtor. Além 

disso, o impacto dos estressores relacionados à aquicultura também pode predispor 

os peixes a doenças (Segner et al., 2012). 

 Pode-se citar como fatores estressores o manuseio e condições inadequadas 

de criação, como confinamento ou aglomeração, causando interações sociais 

acentuadas entre espécies específicas, baixa qualidade da água e possíveis 

patógenos (Segner et al., 2012). Esses fatores ameaçam o bem-estar animal, 

prejudicando diversas funções fisiológicas basais e interrompendo a homeostase 

interna, o que resultará em uma troca de energia com outras funções dos 

organismos para a sua adaptação (Segner et al., 2012).  

 O transporte de peixe vivo provoca a movimentação do peixe para ser 

colocado em um ambiente diferente de sua origem, sendo assim, esse processo 

vem acompanhado de alterações nas condições ambientais (Belema et a., 2017). 

Para se obter uma elevada taxa de sobrevivência até o destino final é necessário 

manter o peixe em boas condições (Belema et a., 2017). A troca da água é um fator 

importante para a manutenção da vida do peixe (Purbosari et al., 2019). Além da 

qualidade da água outros fatores são importantes para o sucesso do transporte 

como a temperatura, densidade, oxigênio e duração do transporte (Purbosari et al., 

2019). Para ajudar na sobrevivência dos peixes a anestesia é bastante utilizada para 

manusear e transportar peixes vivos na aquicultura (Purbosari et al., 2019) 

 A fim de compensar os desequilíbrios produzidos pelos agentes estressores e 

recuperar o status homeostático dos peixes, é desencadeada uma resposta ao 

estresse que é iniciada e controlada pelo sistema endócrino (Schreck, Tort, 2016). 

Posteriormente às alterações comportamentais ativadas pelo estresse, o organismo 

pode sofrer alterações genéticas, metabólicas, imunológicas, energéticas, 

endócrinas e neurais (Schreck, Tort, 2016).  Estes efeitos afetam negativamente 

outras funções vitais, como resistência a doenças, desenvolvimento, crescimento, 

comportamento ou reprodução e podem ocasionar a morte dos peixes (Souza et al., 

2019). A fim de minimizar os efeitos do estresse causados pelas práticas intensas de 
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manejo na aquicultura, vários estudos avaliam o uso de anestésicos e sedativos 

para peixes (Souza et al., 2019). 

4.4 Anestesia com produtos convencionais 

 A anestesia em peixes inclui a imobilização, sedação, analgesia (alívio da 

dor), amnésia (perda de memória) e inconsciência (narcose) (Zahl et al., 2011). 

Sedação é o efeito que reduz a sensibilidade, resultando em tranquilidade e calma. 

Já a narcose (anestesia geral) gera um estado de inconsciência e amnésia, inclui 

imobilização e alívio da dor (analgesia) (Zahl et al., 2011). Na aquicultura os 

anestésicos são utilizados, principalmente, para a imobilização de peixes, com o 

intuito de facilitar o seu manuseio, podendo ser aplicados também em outras 

situações, que vão desde a sedação leve durante um transporte, por exemplo, até 

anestesia geral e total em procedimentos mais agressivos (Skår et al., 2017). Nos 

peixes os anestésicos são administrados via dispersão na água e absorção pelas 

brânquias (Skår et al., 2017). Normalmente o seu efeito é avaliado pelo tempo de 

indução e recuperação, observando as reações reflexas a estímulos externos e 

capacidade de resposta ao manejo (Skår et al., 2017). 

 Quando anestesiados, os peixes estão em estado inconsciente onde ocorre a 

diminuição da sensibilidade à estímulos. A anestesia pode reduzir a atividade geral, 

a dor ou estresse, demanda de oxigênio, estímulos metabólicos, e facilita o 

manuseio (Martins et al., 2018). O objetivo do anestésico é produzir anestesia rápida 

entre 1 e 5 min, recuperação rápida (menor que 5 min), ser prático de usar, barato, 

solúvel em água, e não deixar resíduos nos peixes, no ambiente ou no homem 

(Martins et al., 2018). Os anestésicos podem ser de fontes naturais ou sintéticos. Por 

gerarem resíduos, os agentes sintéticos estão caindo em desuso, enquanto os 

agentes naturais estão sendo mais estudados e desenvolvidos (Purbosari et al., 

2019). São utilizados vários agentes sintéticos para anestesiar os peixes, entre eles: 

metanossulfonato de tricaina (MS-222) (Skår et al., 2017), sulfato de quinaldina 

(Cuesta et al., 2004), etanol fenoxi (2-fenoxietanol, 2-PE) (Bahrekazemi, Yousefi, 

2017), metomidato (Zahl et al., 2010), etomidato (Readma et al., 2017), benzocaína 

(para-aminobenzoato de etila) (Uehara et al., 2019). 
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 Alguns efeitos adversos com o uso do MS-222 e benzocaína foram relatados 

em peixes (Ortuno et al., 2002). Diante da resposta inicial a esses compostos houve 

um aumento da glicemia e das frequências cardíaca e respiratória, elevados níveis 

de glicose no sangue, seguidas por um declínio da função cardiovascular e 

respiratória, esta podendo parar por completo (Hill et al., 2002). Como consequência 

ocorre hipoxemia, alterações na pressão parcial de oxigênio no sangue arterial e 

dióxido de carbono, juntamente com níveis mais baixos de glicose no sangue e 

aumento dos níveis de lactato, hematócrito e hemoglobina (Ortuno et al., 2002). O 

uso do anestésico MS-222 produz um ambiente ácido, com pH na faixa de 2,8 a 3,9, 

quando adicionado diretamente à água, entretanto, quando se neutraliza o pH, a 

eficácia melhora e diminui o tempo de indução (Uehara et al., 2019). 

 Efeitos adversos também foram encontrados nos anestésicos com 

metomidato e  2-fenoxietanol, que incluem diminuição do ritmo cardíaco e pressão 

arterial, ventilação reduzida, redução da pressão parcial de oxigênio no sangue 

arterial seguido pelo aumento de dióxido de carbono e diminuição do pH do sangue, 

consequentemente, elevados níveis de adrenalina e de glicose no sangue (Lambooij 

et al., 2009; Zahl et al., 2011). Verificou-se também que o 2-fenoxietanol tem efeitos 

imunodepressivos (Hill et al., 2002), assim como a benzocaína (Ortuno et al., 2002). 

 Purbosari e colaboradores (2019) realizaram uma extensa revisão 

comparando os efeitos dos anestésicos naturais e sintéticos e concluíram que os 

sintéticos geram impactos negativos no meio ambiente, assim como resíduos no 

peixe e no homem. Para garantir o bem-estar dos peixes, novos anestésicos estão 

sendo estudados. Os óleos essenciais de plantas surgem como uma alternativa de 

anestésicos naturais tornando-se preferíveis aos agentes sintéticos.  

4.5 Óleos essenciais como anestésicos 

 Como uma alternativa natural às drogas sintéticas, os óleos essenciais e seus 

constituintes são os principais sedativos e anestésicos que vêm sendo testados em 

peixes (Martins et al., 2018). Não se sabe exatamente ou por qual via age a 

atividade anestésica de alguns óleos, entretanto pesquisas in vitro demonstraram 

que o eugenol é capaz de interagir com os receptores vanilóides bloqueando-os, 

dessa forma ocorre a inibição da transmissão da dor (Yang et al., 2003). Além disso, 
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o eugenol parece interagir com neurotransmissores envolvidos na sensibilidade à 

dor, causando um efeito agonista no GABA e antagonista no glutamato, os quais 

desempenham um papel importante na transmissão da dor (Yang et al., 2003; 

Guénette et al., 2007). O GABA é o principal neurotransmissor inibitório do sistema 

nervoso central (SNC), causando depressão do SNC e anestesia, portanto a 

atividade agonista do eugenol no GABA poderia ser responsável pelos seus efeitos 

anestésicos (Guénette et al., 2007). O isoeugenol é conhecido por inibir os canais de 

Na+, K+ e Ca2+, que fornecem o potencial de relaxar e contrair os músculos, com a 

inibição não há o movimento; potencializa os receptores GABAA, promovendo a 

sedação e relaxamento do organismo; e inibe os receptores NMDA, que apresentam 

atividade excitatória dos neurônios do SNC, uma vez inibido, diminui sua 

atividade/sinápses (Zahl et al., 2011). 

 Os óleos essenciais de diversas plantas têm apresentado diferentes 

atividades biológicas comprovadas no cultivo de peixes (Teixeira et al., 2018). Esses 

óleos apresentam algumas vantagens em relação aos produtos convencionais 

utilizados na aquicultura. Pode-se citar como vantagens: são biodegradáveis, baixo 

custo na aquisição, são eficazes contra microorganismos patogênicos dos peixes, 

baixa toxicidade quando aplicados corretamente e baixo impacto ambiental (Teixeira 

et al., 2018). Estes compostos estão sendo testados em uma série de espécies de 

peixes como sedativos, anestésicos, melhoradores do desempenho zootécnico, 

antifúngicos, antiparasitários e antimicrobianos, podendo ser administrados por 

banhos terapêuticos e por via oral, com a finalidade de realizar tratamentos 

preventivos  em animais aquáticos (Teixeira et al., 2018). Alguns óleos essenciais de 

plantas foram estudados e são indicados como sedativos e anestésicos, como o 

óleo de tea tree (Melaleuca alternifólia) (Correia et al., 2017), óleo de orégano 

(Origanum sp.), e de eucalipto (Eucalyptus sp.) (Bodur et al., 2018), pau-rosa (Aniba 

rosaeodora), e cânfora (Cinnamomum camphora) (Kizak et al., 2018), lúcia-lima ou 

verbena (Aloysia triphylla) (Teixeira et al., 2017), cravo-da-índia (Eugenia 

caryophyllata) (Matulovic e Oshiro, 2016) e erva cidreira (Lippia alba) (Kampke et al., 

2018).  Estudos indicam que alguns óleos essenciais também podem ter atividade 

anti-parasitária, como no caso do hortelã-pimenta (Menta piperita), no qual banhos 

terapêuticos em peixes reduziram cerca de 70% a prevalência de parasitas 

(Hashimoto et al., 2016).  
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 Segundo Santos e colaboradores (2020), é possível fazer uma combinação 

do óleo de melaleuca com cravo para aumentar sua eficácia anestésica. Este estudo 

avaliou o efeito do óleo essencial de tea tree (Melaleuca alternifolia) em associação 

ao óleo de cravo no transporte de peixes. Os resultados mostraram que a 

combinação desses óleos melhorou a qualidade da água e reduziu os níveis 

plasmáticos de glicose e lactato e impediu a perda de íons, gerando menos estresse 

no transporte de peixes. Golomazou e colaboradores (2016), avaliaram seis óleos 

essenciais quanto a sua capacidade de induzir anestesia e seus efeitos genotóxicos. 

Todos os óleos testados se qualificaram como anestésicos para peixes-dourados. 

Entretanto, os óleos E. aromático, O. vulgaree A. triphylla induziram genotoxicidade 

nas doses aplicadas, enquanto a M. alternifoliae J. communis provocaram um efeito 

anti-genotóxico. Além do óleo de C. zeylanicum (canela) ser um agente anestésico 

eficaz, satisfazendo os critérios do anestésico ideal, ele demonstrou um efeito anti-

estresse e genoprotetor. 

4.6 Toxicidade 

 Apesar de um óleo essencial ser derivado de plantas não significa 

necessariamente que seja totalmente inofensivo, pois pode ter efeitos tóxicos e 

genotóxicos (Slamenova, Horvathova, 2013). O óleo essencial do cravo-da-índia é 

formado por diversas substâncias, entretando os principais compostos são o 

eugenol e o isoeugenol (Figura 1), correspondendo aproximadamente 90-95% do 

óleo (Javahery et al., 2012). Esses compostos possuem ação anestésica 

comprovada (Yang et al., 2003; Zahl et al., 2011). O conteúdo e a proporção das 

substânicas dos óleos essenciais podem variar de acordo com a espécie utilizada, 

parâmetros climáticos e fatores agronômicos como irrigação, fertilização e colheita 

(Kerrola et al., 1994). O terpinen-4-ol (Figura 1) é a substância marjoritária do óleo 

essencial de melaleuca, aproximadamente 30-48% do óleo (Baldissera et al., 2014). 

Entretanto, outros compostos como γ-terpineno, α-terpineol e 1,8-cineol (Figura 1) 

também são encontrados em grandes quantidades (Baldissera et al., 2014). O óleo 

essencial da canela é formado por diversos compostos, sendo os principais: 

cinamaldeído, eugenol e linalol (Figura 1), que correspondem a 85% do óleo (Kumar 

et al., 2016). Uma vez que esses óleos são utilizados em peixes, é necessário 

realizar testes de toxicidade dessas substâncias, como é o caso da dose e 
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concentração letal. A Tabela 1 apresenta os valores de concentração letal (CL) para 

os compostos marjoritários dos óleos e o valor de dose letal (DL) para terpinen-4-ol 

e γ-terpineno, devido a ausência de dados. O Tween®20 é um dispersante utilizado 

para emulsificar óleo em água.  

 

Fonte: Pubchem.  

 
Figura 1: Estrutura química dos principais compostos dos óleos essenciais 

utilizados.  

 

Tabela 1: Concentração (CL) e dose letal (DL) dos principais compostos dos óleos 

essenciais utilizados. 

Compostos CL50 ou DL50 Tempo Espécie/Animal Referências 

Eugenol 

CL50 = 29,95 mg/L 48 h Betta splendens Pattanasiri et 

al., 2016 

 

CL50 = 21 mg/L 96 h Danio rerio Grush et al., 

2004 

Isoeugenol CL50 = 5,1 mg/L 96 h Oncorhynchus 

mykiss 

Clearwater et 

al., 2005 
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Terpinen-4-ol DL50 =  1.000 - 4.300 

mg/kg (oral) 

- Roedores Opdyke, 1979 

e Lewis, 2004 

α-terpineol CL50 = 6,3 mg/L 96 h Onchorhynchus 

kisutch 

Stroh et al., 

1998 

γ-terpineno DL50 = 3.650 mg/kg (oral) - Roedores Food and 

Cosmetics 

Toxicology, 

1976 

1,8-cineol CL50 = 3.997,07 mg/L 

(fêmeas) e 1.701,93 mg/L 

(machos) 

24 h Poecilia reticulata Bullangpoti et 

al., 2018 

 

Cinamaldeido CL50 = 0,311 mg/L 96 hpf Danio rerio Alves et al., 

2021 

Linalol CL50 = 193,3 mg/L 120 

hpf 

Danio rerio Singulani et al., 

2018 

     

TWEEN® 20 

CL50 = 350 mg/L  24 h Peixes SIGMA-

ALDRICH, 

2014 

DL50 = 40.554 mg/kg 

(oral) 

- Roedores SIGMA-

ALDRICH, 

2014 

hpf = horas pós fecundação de embriões. CL50 e DL50 = concentração/dose letal que mata 

50% dos indivíduos.  

 Uma análise deve ser realizada em anestésicos quando empregados em 

transporte de peixe, visto que o seu uso pode provocar complicações para os peixes 

que são indesejáveis aos cultivadores. Portanto, são estipuladas  algumas 

avaliações quanto aos efeitos cardiovasculares, pressão sanguínea, resposta ao 

cortisol e algumas enzimas do sangue, que podem fornecer informações de que 

estas substâncias podem ser estressantes (Bahrekazemi, Yousefi, 2017). O estresse 

oxidativo é resultado do desequilíbrio entre os sistemas pró e antioxidantes, em que 

predomina o pró-oxidante, provocando danos celulares. Isto ocorre devido a 

formação em excesso das espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas 

de nitrogênio (ERNs), superando assim, a capacidade fisiológica do organismo de 

eliminá-las (Possamai, 2009). Esse processo também pode ser definido como o 
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reflexo do desequilíbrio ente a produção e remoção destes produtos oxidantes, ou 

seja, quando os mecanismos de defesa antioxidante do animal são insuficientes 

para remover estes compostos, aumentando o estresse oxidativo, gerando danos às 

macromoléculas (Possamai, 2009; Cogo et al., 2009). As EROs e as ERNs causam 

oxidação de lipídios, proteínas e ácidos nucléicos, levando a danos celulares (Cogo 

et al., 2009). Algumas enzimas antioxidantes catalisam reações para neutralizar 

EROs, como a  superóxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa 

peroxidase (GPx) e a glutationa S-transferase (GST) (Cogo et al., 2009).  

 Estas enzimas são utilizadas como biomarcadores de estresse oxidativo. A 

superóxido dismutase é uma das principais enzimas, capaz de converter o radical 

O2
- (principal ERO), que é responsável por causar sérios danos às células, visto que 

o mesmo pode gerar OH e ser convertido em H2O2 pela SOD, que é menos reativo 

e pode ser metabolizado por outras enzimas, como a CAT e GPx (Cogo et al., 2009). 

A SOD também possui mecanismos envolvidos na detoxificação de outras EROs 

(Maia et al., 2012). A catalase por sua vez converte o H2O2 em H2O e O2 (Souza, 

2010). Além disso, a CAT atua na oxidação de compostos hidrogenados, como 

metanol, etanol, ácido fórmico e fenóis, com o consumo de peróxido (Cogo et al., 

2009). A glutationa S-transferase desempenha um papel fisiológico no início da 

desintoxicação de potenciais agentes alquilantes. Essas enzimas catalisam a reação 

de tais compostos através do grupo -SH da glutationa, neutralizando assim os locais 

eletrofílicos e tornando os produtos mais solúveis em água (Huber et al., 2008). 

Desse modo, ela vem sendo utilizada como biomarcador, pois a inibição da sua 

atividade está relacionada com a desestabilização da membrana lisossômica, esta 

desestabilização é causada pela exposição aos metais pesados ou ao estresse 

(radicais livres) (Cogo et al., 2009).  

 Ainda podem ser utilizados os testes do micronúcleo e ensaio do cometa para 

avaliar os efeitos genotóxicos de anestésicos no organismo do animal.  O ensaio do 

cometa é uma técnica utilizada para avaliar a presença de lesões no DNA, no qual 

as células com o material nuclear lesionado se assemelham a um cometa devido a 

sua morfologia, cujo DNA perde sua integridade e migra por eletroforese (Speit et 

al., 2009).O teste do micronúcleo é recomendado para estudos de biomonitoramento 

ambiental, pois está relacionado à exposição de agentes clastogênicos (quebra de 



23 
 

cromossomos) e agentes aneugênicos (segregação cromossômica anormal), para 

isso, requer a proliferação celular para a observação desse biomarcador (Phan et 

al., 2015). Os micronúcleos surgem a partir de fragmentos cromossômicos ou 

cromossomos inteiros que não são agregados ao núcleo principal nas células filhas 

(durante a mitose), são visualizados como pequenos núcleos próximos ao núcleo 

principal (Oliveira et al., 2018).  

 Atualmente, vem sendo utilizados biomarcadores em níveis moleculares. A 

informação ao nível molecular é de grande importância para esclarecer o 

mecanismo molecular de toxicidade e a adaptação das populações à contaminação 

(Zhou et al., 2018). Quando o individuo entra em contato com alguma substância 

tóxica a primeira mudança que ocorre é a nível genético, essas mudanças 

bioquímicas são utilizadas como prova de exposição ou efeito tóxico (Lee et al., 

2015). Bons biomarcadores moleculares são índices sensíveis à biodisponibilidade 

de poluentes ou substâncias tóxicas, e correspondem com respostas biológicas 

iniciais, servindo como um parâmetro de alerta precoce. Geralmente, as respostas 

dos biomarcadores são consideradas intermediárias entre as fontes de 

estresse/dano e os efeitos de nível superior, como por exemplo, nos tecidos (Van 

der Oost et al., 2003; Lee et al., 2015). Uma ferramenta poderosa para investigar os 

mecanismos de exposição dos organismos a substâncias tóxicas é a análise de 

expressão gênica, dentre elas a Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real 

(PCR ou RTqPCR), cujo método é utilizado para a quantificação de transcrições de 

mRNA de um gene de interesse previamente selecionado em amostras biológicas 

(Zhou et al., 2018).  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 O projeto foi realizado após aprovação do comitê de ética e bem-estar animal 

da Universidade Vila Velha (CEUA/UVV nº 578-2020). 

5.1 Desenho experimental 

 As tilápias foram obtidas da piscicultura BioAlevinus em Ibiraçu - ES, 

transferidas ao Laboratório de Ictiologia Aplicada na UVV e aclimatadas por 15 dias 

em tanques de polietileno de 1.000 litros. Os tanques foram abastecidos com água 

oriunda do sistema de abastecimento público. Os animais foram alimentados com 

ração comercial (Nutriave 36% de proteína). Após a aclimatação, os peixes foram 

aleatoriamente alocados em grupos com dez animais. Os óleos essenciais utilizados 

foram: cravo-da-índia (Eugenia caryophyllata - Phytoterápica), tea tree/melaleuca 

(Melaleuca anternifolia - Phytoterápica) e canela (Cinnamomum zeylanicum - 

Laszlo). 

Experimento 1: anestesia com os óleos essenciais individuais.  

 

 Foram utilizados 80 peixes da espécie Oreochromis niloticus (tilápia) 

(10,71±0,33 g; 9,0±0,1 cm). O primeiro experimento foi dividido em controle e 7 

grupos tratados com diferentes concentrações dos óleos essenciais de melaleuca 

(450 e 500 µL/L) (Hajek et al., 2010), cravo-da-índia (100, 150 e 200 µL/L) (Uehara 

et al., 2019) e canela (75 e 100 µL/L) (Golomazou et al., 2016), afim de se avaliar a 

eficiência dos óleos como anestésico individualmente, seu tempo de indução e 

recuperação. 

 A qualidade da água durante o experimento foi: temperatura (26,3±0,3 ºC), 

oxigênio dissolvido (7,52±0,37 mg/L), pH (6,33±0,04) e condutividade (96,70±0,28 

mS/cm) através do multiparâmetro YSI 85. As análises de dureza total (61,94±1,38 

mg de CaCO3/L), alcalinidade total (13,26±2,29 mg de CaCO3/L), nitrito 

(0,004±0,002 mg/L) e amônia (0,103±0,066 NH3-N mg/L) também foram realizadas 

para o acompanhamento da qualidade da água pelos métodos descritos por APHA 

(2005).  
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Experimento 2: anestesia com os óleos essenciais combinados. 

 No segundo experimento foram utilizados 50 exemplares da espécie 

Oreochromis niloticus (tilápia) (16,69±0,89 g; 10,0±0,2 cm). Após o experimento 1, 

com base nos resultados de genotoxicidade (ensaio cometa) e eficácia da anestesia 

(tempo de indução), foram escolhidas as concentrações utilizadas no experimento 2. 

O óleo do cravo foi genotóxico na concentração de 200 µL/L, porém foi o mais eficaz 

como anestésico induzindo anestesia até o último estágio. Já a concentração de 150 

µL/L não causou genotoxicidade, entretanto nem todos os peixes desse tratamento 

atingiram o último estágio. Diante disso, no segundo experimento foi testada a 

combinação do óleo do cravo-da-índia (150 µL/L) com os óleos de melaleuca (50 e 

125 µL/L) e canela (10 e 25 µL/L), correspondendo a uma concentração de 10% e 

25% da concentração utilizada no primeiro experimento (500 µL/L para o óleo de 

melaleuca e 100 µL/L para o óleo de canela), para determinar qual a melhor 

proporção em questão de eficiência anestésica e toxicidade para os peixes. A 

finalidade da segunda parte é continuar utilizando o óleo de cravo por ser o mais 

utilizado e conhecido entre os produtores de peixes, porém em uma concentração 

que não seja genotóxica e anestesie até o último estágio. Para o controle foi 

utilizado água e dispersante (Tween20). 

 A qualidade da água durante o segundo experimento foi: temperatura 

(26,7±0,5 ºC), oxigênio dissolvido (7,61±0,29 mg/L), pH (6,40±0,04) e condutividade 

(98,93±1,11 mS/cm) através do multiparâmetro YSI 85. As análises de dureza total 

(53,41±4,10 mg de CaCO3/L), alcalinidade total (13,27±1,69 mg de CaCO3/L), nitrito 

(0,096±0,014 mg/L) e amônia (0,042±0,012 NH3-N mg/L) também foram realizadas 

para o acompanhamento da qualidade da água pelos métodos descritos por APHA 

(2005).  

 Os experimentos foram realizados após 15 dias de aclimatação. Os peixes 

foram individualmente transferidos para um aquário de 4 litros para a indução da 

anestesia e avaliação dos eventos comportamentais. O tempo de cada estágio de 

anestesia foi anotado utilizando os estágio descritos na Tabela 2. Após 10 minutos 

de anestesia o peixe foi transferido para um aquário limpo (livre de anestésico) de 16 

litros e aeração constante, onde foi observado o tempo de recuperação. Cada 

tratamento descrito foi realizado em 10 animais.  
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 Ao final do período experimental do comportamento de ambos os 

experimentos, 48h após a recuperação da anestesia, os peixes foram retirados dos 

aquários para coleta de sangue e fígado (Figura 2). Todos os peixes foram 

eutanasiados com uma overdose de benzocaína 10%. Um estudo comprovou que a 

benzocaína não interfere nos resultados do ensaio cometa (Gontijo et al, 2003). O 

sangue foi coletado por punção da veia caudal com seringas heparinizadas, no qual 

foi usado para as análises de ensaio cometa e micronúcleo. Após este 

procedimento, foram medidos o tamanho e o peso de cada animal. O fígado foi 

removido para as análises da atividade das enzimas antioxidantes (GST, CAT e 

SOD) e expressão de seus genes (gst, cat e sod), e congelado à -80 ºC até o 

momento das análises. 

 

Figura 2. Esquema do desenho experimental. 

5.2 Análise comportamental  

 A eficácia dos agentes anestésicos foi avaliada através da monitorização do 

tempo e comportamento dos peixes ao longo das fases de anestesia e recuperação. 

O progresso da indução, profundidade da anestesia e recuperação foram divididos 

em fases (Tabela 2). 

Tabela 2. Critérios de indução anestésica e de recuperação utilizados para 

determinar a eficácia de um anestésico. 

Estágios da anestesia Sinais fisiológicos e comportamentos observados 

I 
Sedação: responde a estímulos, mas redução do 
movimento e da ventilação, pouca analgesia 
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II 
Anestesia: perda parcial do equilíbrio, boa analgesia, 
diminuição da capacidade de natação 

III 
Anestesia profunda: perda total do tônus muscular e do 
equilíbrio, ventilação quase inexistente, perda total de 
reação a grandes estímulos, animal virado 

IV 
Anestesia cirúrgica: movimentos oculares irregulares 
lentos e perda de reação aos estímulos. 

Recuperação Tempo até ao retorno completo da capacidade de natação 

Adaptado de Ross e Ross (2008), Kampke et al. (2018). 

5.3 Análise de genotoxicidade  

5.3.1 Ensaio Cometa  

 A análise de fragmentação de DNA foi realizada utilizando ensaio cometa 

seguindo o método modificado de Tice et al. (2000). Foram adicionados 10 µL de 

sangue à 1000 µL de soro bovino fetal, dessa mistura 20 µL (soro/sangue) foi 

adicionado à 120 µL de agarose low melting point (0,8%) e colocados em uma 

lâmina com uma camada de agarose (normal melting point), esse processo foi feito 

em duplicata. O processo de adicionar o soro/sangue com agarose low melting na 

lâmina foi repetido mais duas vezes, formando três camadas de agarose ao final 

para melhor visualização das células. Para a etapa de lise foi feita uma solução 

contendo NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris 10 mM, em 100 mL dessa solução são 

adicionados Triton X-100 1% e DMSO 10%. As lâminas foram imersas na solução de 

lise"over night", por 15 h aproximadamente. A eletroforese foi feita em uma cuba (32 

V e 0,3 A) contendo uma solução tampão de EDTA 200 mM e NaOH 300 mM por 20 

min. Após essas etapas as lâminas foram neutralizadas com uma solução de Tris 

0,4 M, as células foram fixadas com etanol e coradas com SYBR Green 10% por 

15 min. Os danos no DNA foram medidos de acordo com tamanho da “cauda” 

formada pelo arraste de DNA fragmentado na etapa de eletroforese. Os danos foram 

classificados seguindo os critérios estabelecidos por Grazeffe et al. (2008): Classe 0 

- não há formação de cauda; Classe 1 - a cauda formada é menor que o diâmetro do 

núcleo; Classe 2 - cauda com variação de comprimento entre 1x a 2x o diâmetro do 

núcleo; Classe 3 - Cauda maior que 2x o diâmetro do núcleo e Classe 4 - Apoptose 
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da célula. O índice de danos (ID) foi analisado contabilizando o número de células 

danificadas multiplicado pelo valor da classe do dano (0 a 4). A leitura das lâminas 

foi realizada em um microscópio de fluorescência e objetiva de 40x, as células foram 

analisadas em teste cego e sempre pelo mesmo observador. 

5.3.2 Teste de Micronúcleo  

 O teste de micronúcleo (MN) seguiu o método estabelecido por Hayashi 

(2000). 5 µL do sangue extraído foi diluído em 5 µL de soro bovino fetal (FBS). A 

partir dessa mistura, foi feito um esfregaço com 5 µL sangue/soro, esse processo foi 

feito em duplicata. As lâminas foram secas em temperatura ambiente por uma noite. 

Posteriormente, foi realizada a fixação das células em metanol por 10 minutos. 

Antes da microscopia, as células foram coradas com 0,003% de laranja de acridina 

em tampão fosfato salino de Dulbecco, por 3 minutos. Para a contagem das células 

(1.000 células por lâminas) foi utilizado um microscópio de epifluorescência usando 

um filtro especial, no objetiva de 100x com óleo de imersão, avaliando se há 

presença ou não de micronúcleo, que consiste em um pequeno núcleo ao lado do 

núcleo original da célula. A leitura das lâminas foi realizada em teste cego, sempre 

pelo mesmo observador. 

5.4 Análise enzimática do estresse oxidativo  

5.4.1 Preparo do homogenato de fígado 

 Depois de descongeladas, as amostras de fígado foram pesadas e 

homogeneizadas em tampão fosfato (TRIS 20 mM, EDTA 1 mM, Sacarose 0,5 mM, 

KCl 0,15 mM, DTT 1mM e PMSF 0,1 mM) com pH 7,6, o volume de tampão utilizado 

foi o peso das amostras x4 (1:4; fator de diluição 5). Centrifugadas à 13.000 rpm por 

30 min a 4 ºC. O sobrenadante foi utilizado na determinação de proteínas totais e 

nas análises das atividades das enzimas antioxidantes (CAT, GST e SOD). 

5.4.2 Proteína total 

Antes de realizar as análises de atividade das enzimas antioxidantes foi 

necessário quantificar a proteína das amostras para posterior cálculo das atividades 

da CAT, SOD e GST. A concentração de proteínas totais nos fígados foi 
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determinada pelo método de Bradford (1976), utilizando como padrão albumina de 

soro bovino. As amostras foram lidas em um leitor de placa (Molecular Device – 

Spectra Max 190) no comprimento de onda de 595 nm.  

5.4.3 Catalase (CAT; E.C. 1.11.1.6) 

 A metodologia utilizada para determinar a atividade da catalase foi a proposta 

por Aebi (1984), cuja avaliação se dá pela diminuição da concentração de peróxido 

de hidrogênio no comprimento de onda de 240 nm a uma temperatura de 25ºC. Foi 

empregado um tampão para o meio de reação com peróxido de hidrogênio (10 mM) 

e tampão TE (Tris HCL 1 M e EDTA 5 mM), sendo que as amostras foram diluídas 

10x no tampão TE. As amostras foram lidas no espectrofotômetro (Biospectro SP-

220). Na cubeta de quartzo foi adicionado 10 µL do homogeneizado em 990 µL de 

tampão de reação. A atividade da catalase será expressa como a quantidade de 

enzima que catalisa a formação de 1 mmol de produto por minuto por miligrama de 

proteína (U/mg  proteína). 

5.4.4 Glutationa S-transferase (GST; E.C. 2.5.1.18)  

A atividade da GST foi avaliada utilizando o tampão fosfato (pH 7,6), 1 mM de 

GSH e 1 mM de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato. A atividade 

cinética da GST foi calculada por meio da leitura da absorbância (340 nm), utilizando 

um leitor de placa (Molecular Device – Spectra MAX 190) a uma temperatura de 

25°C. Seguindo a metodologia proposta por Habige colaboradores (1997) e Habig e 

Jakoby (1981) para estimar a atividade absoluta da GST. A atividade foi expressa 

como a quantidade da enzima que catalisa a formação de 1 mmol de produto por 

minuto por miligrama de proteína (U/mg proteína). 

5.4.5 Superóxido dismutase (SOD; E.C. 1.15.1.1)  

Foi utilizada a metodologia proposta por Flohé e Otting (1984) para 

determinar a atividade da SOD utilizando a solução de xantina 1 mM, solução de 

xantina oxidase 0,2 U/mL e mistura reativa. A partir da leitura da absorbância em 

550 nm da amostra em um espectrofotômetro (Biospectro SP-220) para calcular a 

atividade cinética da SOD. A atividade absoluta da SOD foi estimada usando o 

coeficiente de redução do citocromo C e expressa em U/min/mg proteína. 
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5.5 Análise molecular  

5.5.1 Extração do RNA  

 As amostras de fígado foram retiradas para a obtenção do RNA, 

armazenadas em uma solução de RNAlater e mantidas à -80ºC. O RNA total foi 

obtido utilizando o kit AurumTM Total RNA Mini Kit (BioRad, Hercules, EUA), 

seguindo o protocolo do fabricante. A quantificação, pureza e integridade do RNA 

foram determinadas por espectrofotômetro Nanodrop One (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EUA) e eletroforese em gel de agarose a 1%. 

5.5.2 Quantificação da expressão gênica  

 A expressão gênica dos marcadores moleculares de estresse oxidativo (cat, 

gst e sod) de Oreochromis niloticus foi analisada. Oligonucleotídeos específicos para 

os genes utilizados como marcadores moleculares foram desenhados e utilizados 

para avaliar a expressão gênica pela técnica de transcrição reversa seguida de 

reação em cadeia da polimerase quantitativa (RT-qPCR). Os primers específicos 

foram projetados com o auxílio do software Primer3 v 4.0.4. (Untergasser et al., 

2012) usando sequências de nucleotídeos do transcriptoma de fígado de O. niloticus 

depositados no banco de dados Sequence Read Archive (SRA) do National Center 

for Biotechnology Information (NCBI). Para normalizar a expressão gênica, o gene 

que codifica o fator de elongamento 1 alpha (EFIα) de O. niloticus foi usado como 

referência. O cDNA foi sintetizado a partir de 1 μg de RNA total usando o kit iScript 

Reverse Transcription (Bio-RAD, Hercules, CA, EUA), usando as reconmendações 

do fabricante. A RT-qPCR foi realizada utilizando o Kit iTaq universal SYBER 

Green (BioRad, Hercules, EUA), seguindo o protocolo do fabricante, e o 

termociclador GFX96 (BioRad, Hercules, EUA). Os dados de expressão gênica 

foram analisados por meio do software CFX Maestro (BioRad, Hercules, EUA). A 

expressão foi normalizada usando o método 2-ΔΔCq (Livak, Schmittgen, 2001). 

5.6 Análise estatística  

 Os resultados foram expressos como média  erro padrão (SEM). 

Primeiramente foi verificado se os dados apresentam distribuição normal pelo teste 

de Kolmogorov-Smirnov.  O estudo estatístico para a comparação dos resultados da 
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análise comportamental (tempos) entre os grupos de diferentes anestésicos foi 

verificado por uma análise de variância (ANOVA) de uma via, seguida de post-hoc 

de Tukey (p < 0,05). Para os dados sem distribuição normal (teste de micronúcleo), 

a análise estatística foi realizada por meio de teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis. Para a análise enzimática e ensaio cometa foi utilizado o método de Dunnett 

(p < 0,05) para a comparação dos resultados com o controle. Para os ensaios 

moleculares, a análise estatística foi determinada pelo test t padrão (p <0,05). 

Apenas os genes com uma alteração ≥ 2 vezes a expressão relativa foram 

considerados biologicamente relevantes. Todos os testes estatísticos, bem como os 

gráficos, foram feitos no programa SigmaPlot versão 12.5 e Excel. 
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6. RESULTADOS  

Experimento 1: anestesia com os óleos essenciais individuais.  

6.1 Análise comportamental  

 A Tabela 3 apresenta as médias dos resultados dos tempos de indução da 

anestesia nas quatro fases de recuperação, descritos na Tabela 2, dos óleos 

essenciais utilizados individualmente.Todos os óleos essenciais demonstraram ter 

propriedades sedativas, em baixas concentrações e anestésicas, em altas 

concentrações. No estágio I da anestesia (sedação), não houve diferença 

significativa entre os tratamentos, os tempos foram semelhantes entre si (p > 0,05). 

Nos estágio II (anestesia) o tratamento utilizando a canela 75 µL/L foi o que levou 

mais tempo para anestesiar os peixes (p < 0,05), enquanto que os tratamentos com 

óleo de cravo 150, 200 µL/L e melaleuca 500 µL/L obtiveram tempos semelhantes. 

No estágio III (anestesia profunda) o óleo de canela na concentração de 75 µL/L foi 

o que levou mais tempo para que os animais atingissem a anestesia profunda, 

juntamente com a concentração de 100 µL/L da canela. Já no estágio IV (anestesia 

cirúrgica), o tratamento com óleo de cravo em 200 µL/L levou menos tempo para 

atingir esse estágio, entretanto os tratamentos contendo cravo em 150 µL/L, 

melaleuca em 450 e 500 µL/L, obtiveram tempos semelhantes ao cravo 200 µL/L (p 

> 0,05). O óleo essencial de canela em 75 µL/L não atingiu o último estágio de 

anestesia. O uso dos óleos de cravo em 100 µL/L e canela em 100 µL/L obtiveram 

tempos semelhantes (p > 0,05), porém foram os tratamentos que levaram mais 

tempo até atingir o estágio IV. Apesar da concentração do óleo de cravo em 200 

µL/L ter chegado mais rápido até a anestesia final, foi o tratamento que mais 

demorou para o animal se recuperar totalmente, juntamente com a concentração de 

100 µL/L desse óleo. Já as recuperações dos animais com óleo de melaleuca 450 e 

500 µL/L e de canela 75 µL/L foram mais rápidas, levando menos tempo para se 

recuperarem. Nem todos os peixes atingiram o último estágio nas concentrações 

mais baixas de cada tratamento (Tabela 3).  
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Tabela 3. Tempo (s) de indução e recuperação de O. niloticus anestesiado com diferentes concentrações dos óleos essenciais 

(µL/L) (experimento 1). 

Estágios da 
anestesia 

Óleo de cravo (µL/L)  Óleo de canela (µL/L)  Óleo de melaleuca (µL/L) 

100 150 200   75 100  450 500 

 

I 

46,30 ± 

3,95 a 

44,50 ± 

3,65 a 

34,80 ± 

2,81 a 

 44,10 ± 

7,11 a 

47,11 ± 

9,31 a 

 42,40 ± 

4,27 a 

39,00 ±  

3,23 a 

 

II 

240,70 ± 

18,61 b 

139,40 ± 

10,73 c 

134,90 ± 

6,82 c 

 336,40 ± 

23,71 a 

265,90 ± 

16,19 b 

 223,00 ± 

10,65 b 

143,00 ± 

10,61 c 

 

III 

369,10 ± 

24,91 b 

246,40 ± 

19,04 c 

168,20 ± 

6,90 c 

 467,13 ± 

20,70 a 

412,70 ± 

23,02 ab 

 340,80 ± 

17,92 b 

225,70 ± 

14,68 c 

 

IV 

530,75 ± 

19,29 a* 

465,80  ± 

30,34 ab** 

391,00 ± 

33,11 b 

 
- 

531,29 ± 

21,59 a*** 

 513,00 ± 

26,51 ab**** 

471,00 ± 

18,93 ab 

 

Recuperação 

643,20 ± 

48,65 ab α  

563,20 ± 

49,52 b α 

969,10 ± 

117,34 a α 

 317,60 ± 

26,52 c 

547,50 ± 

57,42 b α 

 275,30 ± 

27,27 c 

284,00 ± 

28,20 c 

          
Os dados são apresentados como média ± erro padrão. Diferentes letras significam diferenças significativas teste de Tukey (p < 0,05). *6 peixes não atigiram 

esse estágio de anestesia; **5 peixes não atigiram esse estágio de anestesia; - nenhum peixe atingiu esse estágio de anestesia; ***3 peixes não atigiram 

esse estágio de anestesia; ****7 peixes não atigiram esse estágio de anestesia. α 1 peixe morreu durante esse experimento. 
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6.2 Análises de genotoxicidade  

 A Figura 3A apresenta os resultados do ensaio cometa do experimento 1, 

onde houve diferença significativa apenas entre o controle (58,0±12,2 ID) e a 

concentração mais alta do óleo do cravo (200 µL/L) (140,8±28,7 ID) (p = 0,039). Nos 

demais tratamentos não houve diferença significativa. Os resultados do teste de 

micronúcleo não apresentaram diferenças significativas (p > 0,05) entre os 

tratamentos e o controle conforme a Figura 3B. 
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Figura 3. [A] Índice de danos (ID) nas células após o ensaio cometa. Os dados são 

apresentados como média e erro padrão.[B] Frequência de micronúcleo nas células 

dos peixes anestesiados com diferentes concentrações dos óleos essenciais (µL/L). 

Os resultados são expressos em mediana e erro padrão da frequência (%0) de 

micronúcleos. Asterísco (*) indica diferença estatística em relação ao controle (p < 

0,05). 

 

6.3 Análise da atividade de enzimas antioxidantes  

 Os resultados da atividade da CAT (Figura 4A) não apresentaram diferença 

significativa entre os tratamentos e o controle (p > 0,05). A Figura 4B apresenta os 

resultados da atividade da enzima GST, onde os tratamentos apresentaram uma 

diminuição da sua atividade quando comparada ao controle (p < 0,05). Apenas o 

* 

A) 
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tratamento com óleo essencial de melaleuca 450 µL/L (2,65±0,27 U/mg proteína) 

que não se diferenciou do controle (3,81±0,67 U/mg proteína) (p > 0,05). A Figura 

4C apresenta os resultados da enzima SOD. Todos os resultados foram 

semelhantes ao controle, não apresentaram diferenças significativas (p > 0,05).   
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Figura 4. Atividade da enzima catalase [A],  glutationa S-transferase [B] e  

superóxido dismutase [C] no fígado de O. niloticus após anestesia com diferentes 

concentrações dos óleos essenciais (µL/L). Os dados são apresentados como média 

* * * * * * 
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e erro padrão. Asterísco (*) indica diferença estatística em relação ao controle (p < 

0,05).  

6.4 Análise molecular  

 A Figura 5A apresenta os resultados da expressão gênica relativa da cat, 

onde apenas nos tratamentos com o óleo de canela de 75 e 100 µL/L houve 

diferença significativa (p < 0,001) com expressão relativa de 2,7 e 2,8 vezes maior 

em relação ao controle, respectivamente. A Figura 5B se refere à expressão gênica 

de gst. Os tratamentos com óleo de cravo nas concentrações de 150 e 200 µL/L 

obtiveram uma regulação negativa de -2,4 e -2,8 vezes na expressão gênica em 

relação ao controle, respectivamente (p < 0,001). Já os tratamentos com o óleo de 

melaleuca de 450 e 500 µL/L demonstraram diferenças significativas (p < 0,001) na 

expressão gênica de gst, entretanto apenas a concentração de 450 µL/L apresentou 

uma regulação negativa biologicamente relevante de -2,3 vezes em relação ao 

controle. Como apresentado na Figura 5C, não houve diferenças significativas (p > 

0,05) na expressão do gene sod. Todos os tratamentos se mantiveram com os 

valores semelhantes ao controle. 
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Figura 5. Expressão gênica relativa da catalase [A], glutationa S- transferase [B] e 

superóxido dismutase [C] em amostras de fígado de O. niloticus anestesiados com 

diferentes concentrações dos óleos essenciais (µL/L). Os dados são apresentados 

como média e erro padrão. Asterísco (*) indica diferença estatística em relação ao 

controle (p < 0,05).  

Experimento 2: anestesia com os óleos essenciais combinados. 

6.5 Análise comportamental  

 Todos as combinações dos óleos essenciais demonstraram ter propriedades 

anestésicas nas doses examinadas, todos os peixes atingiram o último estágio de 

anestesia (Tabela 2 - tempo de indução de anestesia). A Tabela 4 apresenta as 

médias dos resultados dos tempos de indução da anestesia nas quatro fases e 

recuperação. No segundo experimento os resultados são comparados ao do óleo de 

cravo 200 µL/L, pois este seria o ideal se não provocasse genotoxicidade. No 

estágio I da anestesia, apenas a combinação de óleo de cravo e melaleuca 125 µL/L 

se diferenciou do óleo de cravo 200 µL/L (p = 0,002), atingindo este estágio mais 

rapidamente. Já no estágio II, a combinação de cravo e canela 10 µL/L demorou 

mais tempo para atingir a anestesia, as demais concentrações tiveram tempos 

C) 
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semelhantes ao do cravo 200 µL/L (p > 0,05). No estágio III, os dois tratamentos 

utilizando cravo e canela 10 e 25 µL/L levaram mais tempo que os demais para 

atingir este estágio, assim como óleo de cravo e melaleuca 50 µL/L. No estágio IV e 

na recuperação não houve diferença significativa entre os tratamentos, os tempos 

foram semelhantes ao do tratamento com óleo de cravo de 200 µL/L (p > 0,05). Isso 

indica que ao usarmos uma concentração mais baixa de cravo combinado ao óleo 

de canela e melaleuca, estas combinações fazem com o que o peixe atinja o último 

estágio de anestesia, se igualando ao tempo do cravo na maior concentração (200 

µL/L). 
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Tabela 4. Tempo (s) de indução e recuperação de O. niloticus anestesiado com a combinação de óleos essenciais (µL/L) 

(experimento 2). 

Estágio da 
anestesia 

Óleo de cravo  
200 µL/L 

 
Óleo de cravo 150 µL/L 

  Canela  

 10 µL/L  

Canela  

 25 µL/L  

 Melaleuca  

50 µL/L 

Melaleuca  

 125 µL/L  

I 34,80 ± 2,81  28,50 ± 5,17 30,50 ± 2,99  27,30 ± 3,00 13,67 ± 1,58 * 

II 134,90 ± 6,82  195,30 ± 16,86 * 155,37 ± 9,18  147,00 ± 10,52 157,33 ± 26,04 

III 168,20 ± 6,90  303,20 ± 20,76 * 265,87 ± 20,29 *  236,90 ± 15,53 * 237,67 ± 34,56 

IV 391,00 ± 33,11 
 

495,30 ± 28,78 451,75 ± 16,88 
 

420,70 ± 30,83 334,50 ± 53,90 

Recuperação 969,10 ± 117,34 α 
 697,10 ± 57,95 α 860,25 ± 35,88 αα 

 865,50 ± 93,31 1121,17 ± 190,85 ααα 

       
Os dados são apresentados como média ± erro padrão. Asterísco (*) indica diferenças significativas em relação ao tratamento com óleo de cravo 200 µL/L. 

(p < 0,05). α 1 peixe morreu durante esse tratamento; αα 2 peixes morreram durante esse tratamento; ααα 4 peixes morreram durante esse tratamento.
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6.6 Análise de genotoxicidade 

 A Figura 6A apresenta os resultados do ensaio cometa do experimento 2. 

Apenas o tratamento utilizando o óleo de cravo 200 µL/L foi significativamente 

diferente do controle (p <0,001). Os demais tratamentos do experimento 2 não 

tiveram diferenças significativas. Indicando assim, que a combinação das diferentes 

proporções do óleo de melaleuca e canela com o óleo de cravo na concentração de 

150 µL/L não causou genotoxicidade aos peixes. No teste de micronúcleo não houve 

diferença significativa entre o controle e os tratamentos do experimento 2 como 

mostra a Figura 6B.  
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Figura 6. [A] Índice de danos (ID) nas células após o ensaio cometa. Os dados são 

apresentados como média e erro padrão.[B] Frequência de micronúcleo nas células 

dos peixes anestesiados com óleos essenciais combinados (µL/L). Os resultados 

são expressos em mediana e erro padrão da frequência (%0) de micronúcleos. 

Asterísco (*) indica diferença estatística em relação ao controle (p < 0,05). 

 

6.7 Análise da atividade de enzimas antioxidantes 

 A Figura 7A apresenta os resultados da atividade da catalase do experimento 

2. Apenas o tratamento com a combinação de óleo de cravo e melaleuca de 125 

µL/L apresentou uma inibição da atividade da catalase (267,54±25,52 U/mg 

* 

A) B) 
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proteína) (p = 0,028) em relação ao controle (500,70±70,14 U/mg proteína). A Figura 

7B apresenta os resultados da atividade da enzima GST, entre os tratamentos, os 

grupos contendo óleo essencial de cravo e canela 25 µL/L (0,86±0,05 U/mg 

proteína) (p < 0,001), cravo e melaleuca 50 µL/L (1,03±0,026 U/mg proteína) (p = 

0,003) e em 125 µL/L (0,65±0,05 U/mg proteína) (p < 0,001) tiveram uma diminuição 

da sua atividade quando comparada ao controle (1,42±0,09 U/mg proteína). Os 

demais tratamentos foram semelhantes ao controle. A Figura 7C apresenta os 

resultados da enzima SOD. Apenas o tratamento com o óleo essencial de cravo 200 

µL/L (275,40±28,37 U/min/mg proteína) aumentou sua atividade de SOD 

significativamente (p <0,001) quando comparado ao controle (95,50±10,87 U/min/mg 

proteína). Os demais resultados mantiveram-se semelhantes ao controle.    
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Figura 7. Atividade da enzima catalase [A],  glutationa S-transferase [B] e 

superóxido dismutase [C] no fígado de O. niloticus após anestesia com óleos 

essenciais combinados (µL/L). Os resultados estão apresentados em médias e erro 

padrão. Asterísco (*) indica diferença estatística em relação ao controle (p < 0,05). 

6.8 Análise molecular  

 A Figura 8A apresenta os resultados da expressão gênica relativa de cat, 

onde apenas o tratamento com o óleo de cravo e canela 10 µL/L se manteve 

semelhante ao controle (p > 0,05). O tratamento com óleo de cravo de 200 µL/L 

induziu uma regulação negativa de -2,1 vezes na expressão de cat em relação ao 

controle (p = 0,003). O mesmo aconteceu com os óleos combinados com cravo e 

canela 25 µL/L e cravo e melaleuca 50 e 125 µL/L, com uma regulação negativa de -

4,4, -2,3 e -2,8 vezes em relação ao controle, respectivamente. Todos estes 

resultados apresentaram diferenças significativas (p < 0,001). A Figura 8B se refere 

à expressão gênica de gst. Os tratamentos com óleo de cravo e canela 25 µL/L e 

cravo e melaleuca 50 e 125 µL/L, apresentaram uma regulação negativa de -9,5, -

4,6 e -4,7 vezes, respectivamente, em relação ao controle (p < 0,001). A Figura 8C 

apresenta os resultados da expressão do gene de sod. Apenas o tratamento do óleo 

de cravo e canela 10 µL/L levou à uma diferença significativa na expressão da 

enzima (p < 0,001) com uma regulação positiva de +2,2 vezes em relação ao 

C) 

* 
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controle. Todos os demais tratamentos se mantiveram com os valores semelhantes 

ao controle.  
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Figura 8. Expressão gênica relativa da catalase [A], glutationa S- transferase [B] e 

superóxido dismutase [C] em amostras de fígado de O. niloticus anestesiados com d 
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óleos essenciais combinados (µL/L). Os dados são apresentados como média e erro 

padrão. Asterísco (*) indica diferença estatística em relação ao controle (p < 0,05). 
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7. DISCUSSÃO 

 Os resultados mostraram que todos os óleos testados tiveram atividade 

sedativa em baixas concentrações e ação anestésica nas concentrações mais altas. 

O óleo de cravo foi genotóxico na concentração de 200 μL/L apresentando um índice 

de danos do DNA elevado no ensaio cometa, entretanto foi o óleo que levou menos 

tempo para anestesiar os animais do primeiro experimento, ou seja, o mais eficaz 

como anestésico. A combinação dos óleos de canela e melaleuca com o óleo de 

cravo (150 μL/L) fez com que todos os animais atingissem o último estágio de 

anestesia e não fosse genotóxico.  

 De acordo com Hammer e colaboradores (2006), os valores de CL50 >100 

mg/L são não tóxicos, dentro desse valor se enquadram os compostos γ-terpineno 

(DL50 > 2.000 mg/kg), 1,8-cineol e linalool (Tabela 1). O eugenol é classificado 

como levemente tóxico (CL50 10 - 100 mg/L). O terpinen-4-ol varia de moderado à 

pouco tóxico (DL50 200 - 2.000 mg/kg e >2000 mg/Kg, respectivamente) (BRASIL, 

1992). Os compostos classificados como moderadamente tóxicos são: isoeugenol, 

α-terpineol e cinamaldeído (Hammer et al., 2006),. Nota-se que os dois compostos 

marjoritários do cravo-da-índia estão classificados como moderado e levemente 

tóxicos, elucidando os resultados genotóxicos na concentração alta (200 μL/L). O 

Tween® 20, utilizado como dispersante, não influencia na toxicidade dos óleos, uma 

vez que é classifcado como não tóxico (Tabela 1).  

 Os efeitos sedativos e anestésicos da melaleuca foram descritos 

anteriormente em carpas comuns (Cyprinus carpio) em 200 a 600 μL/L (Hajek, 

2010). Souza e colaboradores (2018) também observaram que o óleo de melaleuca 

de 500 μL/L é a concentração ideal para a espécie Rhamdia quelen, levando menos 

de 10 min para a recuperação, assim como neste trabalho, e 3 min para a anestesia. 

Além disso, a melaleuca tem sido amplamente utilizada como agente antimicrobiano 

e antiinflamatório. O amplo espectro dessas atividades é atribuído principalmente ao 

terpinen-4-ol e 1,8-cineol, os principais componentes de seu óleo essencial 

(Baldissera et al., 2014). Estudos demonstraram que o efeito anestésico da 

melaleuca é devido ao seu composto prioritário terpinen-4-ol, que tem função 

sedativa e atividade antioxidante reduzindo os níveis de peroxidação lipídica em 

Rhamdia quelen (Souza et al., 2018). Por outro lado, pouco se sabe sobre o 
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mecanismo de anestesia dos óleos/extratos essenciais ou de seus compostos 

bioativos (Hoseini et al., 2018). O que se sabe é que geralmente os anestésicos 

causam depressão do sistema nervoso central ao interromper o potencial de ação 

dos axônios, liberação de neurotransmissores, excitabilidade da membrana ou uma 

combinação de todas essas ações (Ross, Ross, 2008) 

 A indução de anestesia em tempos curtos da canela foi estudada por 

Golomazou e colaboradores (2016), que demonstraram a sua ação anestésica em 

7,5 min na concentração de 50 μL/L em dourada (Sparus aurata L.). Entretanto, 

neste trabalho foi necessária uma concentração de 100 μL/L para o animal atingir o 

último estágio da anestesia. A diferença de espécies, tamanho do animal, idade, 

sexo, além de fatores ambientais como a temperatura da água, podem influenciar na 

eficácia dos anestésicos (Ribeiro et al, 2015). A canela (C. zeylanicum) possui em 

sua grande maioria os compostos cinamaldeído, eugenol e linalol que representam 

cerca de ~85% da composição total do óleo (Kumar et al., 2016).  

 Diferentemente da canela, o óleo de cravo já foi muito utilizado e estudado 

como anestésico em aquicultura. A dosagem ideal de óleo de cravo para induzir a 

anestesia varia entre 50 e 100 mg/L ou ppm em diversas espécies de peixes 

(Javahery et al., 2012). Igualmente ao óleo de canela, foi necessária uma 

concentração maior para as espécies de O. niloticus aqui trabalhadas (200 μL/L). 

Tanto para o óleo de cravo quanto para outros anestésicos, essa diferença de 

concentração provavelmente está relacionada ao metabolismo da espécie de peixe 

em particular, entre outros fatores já citados (Simões et al., 2010). Os ingredientes 

ativos presentes no óleo de cravo-da-índia são eugenol (4-alil-2-metoxifenol) e iso-

eugenol (4-propenil-2-metoxifenol), que correspondem a 90-95% do óleo em peso 

(Javahery et al., 2012). O eugenol é bastante conhecido e utilizado em aquicultura 

por sua ação analgésica (Javahery et al., 2012). Além disso, ele possui efeitos 

antiiflamatórios, antibacterianos e neuroprotetores (Meyer, Fish, 2008).  

 Uma combinação de ensaio cometa e teste de micronúcleo é reconhecida 

internacionalmente como as melhores análises para avaliar o potencial genotóxico 

devido à maior sensibilidade e capacidade de detectar quebras de fita simples ou 

dupla de DNA e mutações cromossômicas, respectivamente (Araldi et al., 2015; 

Kampke et al., 2018). Com uma concentração de 60 mg/L em O. niloticus, o eugenol 
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mostrou efeitos significativos tanto no índice de mutagenicidade (aumento na 

frequência de MN) quanto no índice de genotoxicidade (aumento na frequência de 

anormalidades nucleares) (Nascimento et al., 2020). De acordo com Shoeibie 

colaboradores (2009) o efeito mutagênico do óleo de cravo é dose-dependente. No 

presente trabalho apenas a concentração de 200 μL/L do cravo causou 

genotoxicidade através do ensaio cometa, sendo que as demais concentrações e os 

outros óleos não causaram esse efeito tóxico. Quando se adicionou o óleo de 

melaleuca e o de canela ao óleo de cravo 150 μL/L, todas as proporções foram 

protetivas ao dano do DNA, pois os valores do índice de danos (ID), através do 

ensaio cometa, foram menores comparado ao valor do controle, sugerindo que 

tenham ação anti-genotóxica. Essa ideia é corroborada por Golomazou e 

colaboradores (2016), que demonstraram que o cravo-da-índia (E. aromatica) na 

concentração de 50 μL/L induz genotoxicidade em dourada (Sparus aurata L.). 

Nesse mesmo estudo a canela (C. zeylanicum) foi avaliada como agente anestésico 

antiestresse e genoprotetor (50 μL/L), e melaleuca (M. alternifolia) foi classificada 

como anti-genotóxica na concentração de 200 μL/L (Golomazou et al., 2016).  

 O fígado é o órgão mais utilizado para análise enzimática, visto que é 

responsável pela desintoxicação do organismo (Teles et al., 2019). A expressão 

gênica representa o primeiro nível de interação entre um agente estressor e o 

genoma, que através da síntese de proteínas conduz a resposta do organismo às 

mudanças externas (Brulle et al., 2008). A catalase (CAT) funciona como um 

antioxidante e é responsável por degradar o peróxido de hidrogênio, uma vez que 

esse composto é bastante tóxico para o organismo (Souza, 2010). Embora os 

tratamentos com óleo de canela (75 e 100 µL/L) no experimento 1 mantiveram a 

atividade enzimática da CAT semelhante ao controle, houve um aumento da 

expressão do gene cat.  No experimento 2 houve uma diminuição da expressão de 

cat nos tratamentos com cravo de 200 µL/L, cravo e canela 25 µL/L, cravo e 

melaleuca 50 e 125 µL/L. Os mesmos tratamentos que diminuíram a expressão de 

cat, também diminuíram a atividade enzimática da CAT, entretanto apenas o 

tratamento com cravo e malaleuca de 125 µL/L obteve uma diminuição significativa. 

Essas respostas dos biomarcadores moleculares são consideradas intermediárias 

entre as fontes de estresse e os efeitos de nível superior, sendo assim os genes 
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terão respostas mais rápidas (e precoce) do que as atividades enzimáticas  (Van der 

Oost et al., 2003; Lee et al., 2015).  

 A GST é uma das principais enzimas de desintoxicação do organismo 

(Mohamed et al., 2020). No experimento 1 a expressão do gene gst foi reduzida 

significativamente das concentrações mais altas de cravo (150 e 200 µL/L), e no 

tratamento com o óleo de melaleuca na concentração mais baixa (450 µL/L). Os 

tratamentos que diminuíram a expressão de gst também diminuíram a atividade 

enzimática da GST. Já no experimento 2, apenas os grupos com óleo de cravo e 

canela 25 µL/L, cravo e melaleuca 50 e 125 µL/L apresentaram uma diminuição na 

expressão de gst. Esses mesmos tratamentos obtiveram uma diminuição 

significativa da atividade enzimática da GST. A diminuição da atividade enzimática 

sugere ser um indicativo de aumento dos níveis de oxidantes, superando a 

capacidade das enzimas de neutralizar a produção de EROs (Salbego et al., 2014). 

Foram estudadas as concentrações de 25 e 50 μL/L de óleo de melaleuca em jundiá 

por 6 h, a atividade da CAT e da GST não se alteraram no fígado do animal após 

esse tempo (Souza et al., 2018). 

 A superóxido dismutase (SOD) protege as células do ânion superóxido, 

catalisando-o em oxigênio e peróxido de hidrogênio, cujos compostos são mais 

fáceis de serem eliminados dos organismos (Maia et al., 2012). Não houve 

diferenças significativas de expressão do gene sod no experimento 1, assim como a 

sua atividade enzimática (SOD). O grupo tratado com cravo e canela 10 µL/L foi o 

único do experimento 2 a apresentar expressão significativamente maior desse 

gene. Apesar do aumento da atividade enzimática da SOD nesse tratamento, a 

diferença não foi significativa. Zahran e colaboradores (2021), utilizaram 30 mg/L de 

eugenol em tempos de 5 à 20 min em tilápia do Nilo e observaram uma diminuição 

da enzima CAT significativamente diferente em relação ao nível basal, enquanto os 

níveis da SOD se mantiveram semelhantes ao do controle. Esse desequilíbrio entre 

a concentração de pró-oxidantes e antioxidantes em um organismo submetido a 

estressores bióticos ou abióticos é conhecido por provocar uma resposta ao 

estresse oxidativo (Barbosa et al., 2010).  
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8. CONCLUSÃO 

 A partir desse trabalho é possível concluir que todos os óleos utilizados, 

cravo-da-índia, melaleuca e canela, tiveram efeito sedativo em baixas concentrações 

e efeito anestésico em altas concentrações em exemplares de O. niloticus. Apesar 

de descobrir que o óleo de cravo em concentrações altas é altamente eficaz como 

anestésico, ele também causa genotoxicidade à espécie estudada. Adicionar 10% e 

25% dos óleos de melelauca ou canela, que não são genotóxicos, a uma 

concentração mais baixa do óleo de cravo, foi um meio de contornar o fator da 

genotoxicidade e manter sua eficácia como anestésico. Entretanto, tanto na 

utilização dos óleos individuais quanto nos óleos combinados obtivemos alterações 

nas regulações das expressões dos genes (cat, sod e gst) e nas enzimas de 

estresse oxidativo (CAT, SOD E GST).  Recomendá-se o uso do óleo combinado na 

menor proporção (10%) de cravo (150 µL/L) e melaleuca (50 µL/L), pois foi eficaz 

como anestésico, o índice de mortalidade foi nulo e não apresentou genotoxicidade. 
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