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RESUMO 

 

 

FARMACOCINÉTICA DE S-(+)-LINALOL EM JUNDIÁS (Rhamdia quelen) 

 

 

AUTORA: ADRIANE ERBICE BIANCHINI 

ORIENTADOR: BERNARDO BALDISSEROTTO 

 

 

 O S-(+)-linalol é encontrado em óleos essenciais de plantas aromáticas como Lippia 

alba. Este fitoquímico teve sua atividade sedativa/anestésica elucidada em Rhamdia quelen, 

conhecido popularmente como jundiá.  Assim, o S-(+)-linalol tornou-se uma opção como 

anestésico para aquicultura, porém seu perfil farmacocinético em peixes era desconhecido até 

o desenvolvimento desta tese. Portanto, o objetivo desta pesquisa foi determinar o perfil 

farmacocinético de S-(+)-linalol em jundiás. O S-(+)-linalol foi quantificado em amostras de 

plasma, tecidos e água (da recuperação) através de cromatografia gasosa com detector de 

ionização de chama (CG-DIC). Para coleta do sangue e tecidos os peixes (n=6, para cada tempo 

de coleta) foram expostos em banho de imersão com S-(+)-linalol (153 mg/L ou 180 µL/L) por 

no máximo 30 min (0,5 h) e após transferidos para aquários sem o anestésico.  As amostras de 

sangue e cérebro foram coletadas em diferentes tempos num intervalo de 0 a 4 horas e os demais 

tecidos (rim, fígado, brânquias e músculo) foram coletados no intervalo de 0 a 24 horas (a partir 

do início da exposição ao anestésico). Para determinar a excreção de S-(+)-linalol na água outro 

grupo de peixes (n= 6) foi anestesiado conforme descrito anteriormente e transferidos para 

aquários individuais por até 48 h. Amostras de água foram coletas durante esse período e 

posteriormente analisadas por CG-DIC. Os resultados encontrados indicaram que o S-(+)-

linalol é rapidamente absorvido e distribuído aos principais tecidos. As concentrações máximas 

(Cmáx, tecidos μg/g e plasma μg/mL) ocorreram na magnitude: 

rimplasmacérebrofígadobrânquiasmúsculo (143,15, 129,33, 113,92, 110,03, 54,49 e 

20,76, respectivamente) em 0,5 h (Tmáx) com exceção do cérebro (0,33 h). A eliminação de S-

(+)-linalol ocorreu de forma mais rápida no plasma, seguido pelo fígado, rins, brânquias, 

músculo e cérebro (T1/2β: 1,36, 3,45, 6,30, 9,96, 11,04 e 57,27 h, respectivamente). Apesar da 

eliminação lenta no cérebro, todos os animais recuperaram-se da anestesia em 10 min. O 

músculo foi o segundo tecido com maior T 1/2β, porém as concentrações residuais após 12 horas 

de depuração foram menores que a ingestão diária aceitável (500 μg/kg pc) determinada para o 

linalol (considerando uma ingestão de 300 g de tecido por uma pessoa de 60 kg). As taxas de 

excreção de S-(+)-linalol na água após 0,5, 1, 2, 6 e 24 h de recuperação foram 85,10 ± 9,83, 

52,45 ± 5,01, 22,67 ± 2,10, 5,62 ± 0,55 e 1,63 ± 0,05 mg/kg h, respectivamente. Cerca de 68% 

do total de S-(+)-linalol excretado ocorreu nas primeiras 2 h de recuperação e não foram 

encontrados metabólitos voláteis em concentrações quantificáveis pelo método utilizado. Por 

fim, os resultados desta pesquisa fornecem base científica para nortear uma futura aplicação de 

S-(+)-linalol como anestésico na aquicultura e, principalmente, trazem evidências que a 

anestesia (por um período prolongado) com S-(+)-linalol nesta espécie não ocasiona 

bioacumulação em concentrações potencialmente prejudiciais à saúde humana. Contudo, 

demais estudos farmacocinéticos e toxicológicos devem ser desenvolvidos para que este 

fitoquímico possa ser empregado com total segurança em espécies aquáticas destinadas à 

alimentação humana.   

  

Palavras-chave: Anestésicos. Depleção tecidual. Monoterpenoides. Peixes. Produtos naturais.   
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PHARMACOKINETICS OF S-(+)-LINALOOL IN SILVER CATFISH (Rhamdia 

quelen) 

 

 

AUTHOR: ADRIANE ERBICE BIANCHINI 

ADVISOR: BERNARDO BALDISSEROTTO 

 

 

S-(+)-linalool is found in essential oils of aromatic plants as Lippia alba. This 

phytochemical had its sedative/anesthetic activity elucidated in Rhamdia quelen, popularly 

known as silver catfish. Thus, S-(+)-linalool has become an option as an anesthetic for 

aquaculture, but its pharmacokinetic profile was unknown until the development of this thesis. 

Therefore, the objective of this research was to determine the pharmacokinetic profile of S-(+)-

linalool in silver catfish. S-(+)-linalool was quantified in plasma, tissue and water (from 

recovery) samples using gas chromatography with flame ionization detector (GC-FID). For 

blood and tissue collection, fish (n = 6, for each collection time) were exposed to an immersion 

bath with S-(+)-linalool (153 mg/L or 180 µL/L) for a maximum of 30 min (0.5 h) and after 

were transferred to aquariums without the anesthetic. The blood and brain samples were 

collected at different times in an interval from 0 to 4 hours and the other tissues (kidney, liver, 

gills and muscle) were collected in the interval from 0 to 24 hours (from the beginning of 

exposure to the anesthetic). To determine S-(+)-linalool excretion in the water another fish 

group (n = 6) was anesthetized as previously described and transferred to individual aquariums 

for up to 48 h. Water samples were collected during this period and later analyzed by GC-FID. 

The results found indicated that S-(+)-linalool is rapidly absorbed and distributed to the main 

tissues. The maximum concentrations (Cmax, tissues μg/g and plasma μg/mL) occurred in the 

magnitude: kidneyplasmabrainlivergillsmuscle (143.15, 129.33, 113.92, 110.03, 54.49 

and 20.76, respectively) in 0.5 h (Tmax) with the exception of the brain (0.33 h).  The S-(+)-

linalool elimination occurs more quickly in the plasma, followed by the liver, kidneys, gills, 

muscle and brain (T1/2β: 1.36, 3.45, 6.30, 9.96, 11.04 and 57.27 h, respectively).  Despite the 

slow elimination in the brain, all animals recovered from anesthesia within 10 min. Muscle was 

the second tissue with the highest T 1/2β, however the residual concentrations after 12 hours of 

clearance were less than the acceptable daily intake (500 μg/kg bw) determined for linalool 

(considering an intake of 300 g of tissue per a 60 kg person). The S-(+)-linalool excretion rates 

in water after 0.5, 1, 2, 6 and 24 h of recovery were 85.10 ± 9.83, 52.45 ± 5.01, 22.67 ± 2.10, 

5.62 ± 0.55 and 1.63 ± 0.05 mg/kg h, respectively. About 68% of the total S-(+)-linalool 

excreted occurred in the first 2 h of recovery, and no volatile metabolites were found at 

concentrations quantifiable by the method used. Finally, the results of this research provide a 

scientific basis to guide a future application of S-(+)-linalool as an anesthetic in aquaculture 

and, mainly, bring evidence that anesthesia (for a prolonged period) with S-(+)-linalool in this 

species does not cause bioaccumulation at concentrations potentially harmful to human health. 

However, further pharmacokinetic and toxicological studies must be developed so that this 

phytochemical can be used with total safety in aquatic species used for human consumption. 

 

Keywords: Anesthetics. Fish. Monoterpenoids. Natural products. Tissue depletion.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A aquicultura é uma fonte importante de proteína animal, com crescimento previsto de 

32% até 2030 em relação à produção existente em 2018 (FAO, 2020). Em paralelo a este 

crescimento, a aplicação de medicamentos veterinários é muitas vezes necessária, seja de forma 

preventiva ou terapêutica, para melhorar a produtividade e/ou diminuir perdas por doenças 

(BALDISSEROTTO et al., 2017). Neste sentido, estudos de farmacologia aplicada à 

aquicultura são importantes para suprir essa demanda do setor. Dentre as classes de 

produtos/fármacos utilizados, os anestésicos são de grande valia, pois minimizam o estresse 

causado em situações rotineiras como o manuseio e transporte, além de possibilitarem 

procedimentos invasivos, contribuindo assim para o bem estar dos animais (LE et al., 2019; 

WEBER et al., 2009). 

 A disponibilidade e regulamentação do uso de anestésicos divergem entre os países, e 

quando disponível, apenas uma lista restrita de anestésicos é autorizada. O metanossulfonato 

de tricaína, um anestésico sintético, é o único anestésico aprovado pela Food and Drug 

Administration (FDA) nos EUA para espécies aquáticas produtoras de alimento, com período 

de carência para o abate de 21 dias (FDA, 1997). Em países da Europa a benzocaína e o mesilato 

de tricaína também são utilizados na aquicultura (PRIBORSKY; VELISEK, 2018; ROSS; 

ROSS, 2008). O óleo de cravo e seus constituintes, eugenol e isoeugenol, foram os primeiros 

produtos naturais que surgiram como opções de anestésicos para aquicultura, e 

consequentemente, despertaram o interesse por outros extrativos vegetais com as mesmas 

propriedades farmacológicas (HOSEINI; MIRGHAED; YOUSEFI, 2018). Formulações 

anestésicas contendo eugenol e isoeugenol são comercializadas em alguns países, mas em 

contrapartida, o FDA não recomenda o uso destes produtos em espécies para consumo humano 

por não saber assegurar sua segurança alimentar (FDA, 2007).  

A fim de preencher a lacuna existente na disponibilidade de anestésicos para a 

aquicultura, pesquisas com extrativos vegetais visam encontrar substâncias/produtos que além 

de possuírem eficácia farmacológica, sejam seguros aos animais, produtores, consumidores 

finais e ao meio ambiente. Os extrativos vegetais são fontes importantes de moléculas bioativas 

(BAKKALI et al., 2008), dentre eles, os óleos essenciais (OEs) e seus constituintes são 

extensivamente explorados para uso na aquicultura, não somente como anestésicos, mas 

também para outras finalidades como antimicrobianos, imunoestimulantes, antioxidantes e 

promotores de crescimento (BALDISSERA et al., 2018; CUNHA et al., 2018, 2019; SUTILI 

et al., 2018). Podemos destacar algumas espécies como Lippia alba, Ocimum gratissimum, 
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Aloysia triphylla, Hesperozygis ringens e Cymbopogon flexuosus, cujos OEs tiveram eficácia 

anestésica frente ao jundiá (Rhamdia quelen) (CUNHA et al., 2010; GRESSLER et al., 2014; 

SANTOS et al., 2017a; SILVA et al., 2012; TONI et al., 2014).  

As ações farmacológicas dos OEs podem ocorrer pela ação isolada, sinérgica e/ou 

aditiva de seus constituintes, porém a presença de diferentes moléculas também pode acarretar 

em antagonismo entre elas e/ou efeitos indesejáveis que nem sempre conseguem ter sua origem 

estabelecida (BENOVIT et al., 2015; SIMÕES et al., 2017a). Neste sentido, estudos com 

substâncias isoladas podem excluir efeitos indesejáveis e fornecer respostas farmacológicas 

mais seletivas.  Em jundiás estudos recentes descrevem a atividade anestésica de (+)-

espatulenol (BENOVIT et al., 2015), (+)-dehidrofuquinona (GARLET et al., 2016), timol, 

carvacrol (BIANCHINI et al., 2017), terpinen-4-ol (SOUZA et al., 2018b) e linalol, incluindo 

o enantiômero S-(+)-linalol (HELDWEIN et al., 2014; SILVA et al., 2017), o qual é alvo de 

investigação neste estudo. 

O S-(+)-linalol é o constituinte majoritário de OEs das folhas de L. alba cultivada em 

determinadas regiões como no sul do Brasil (HELDWEIN et al., 2012) e Índia (CHANOTIYA; 

YADAV, 2009), mas também pode ser encontrado nos OEs de outras espécies como as do 

gênero Nepeta (N. cadmea, N. cataria, N. conferta, N. flavida e N. italica) (ÖZEK et al., 2010) 

e Aniba (A. rosaeodora e A. parviflora) (BALDISSEROTTO et al., 2018). Trabalhos 

desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa demostraram que o S-(+)-linalol é um anestésico 

promissor, pois apresenta eficácia anestésica sem efeitos colaterais perceptíveis (BIANCHINI 

et al., 2017; HELDWEIN et al., 2012; SILVA et al., 2017). Além disso, o OE de L. alba 

quimiotipo S-(+)-linalol foi considerado seguro para anestesia de jundiás após a avaliação de 

diversos parâmetros fisiológicos (SOUZA et al., 2018a). Com base nestas evidências, acredita-

se que o S-(+)-linalol tem grande potencial para uso na aquicultura como anestésico, no entanto, 

mais estudos devem ser elaborados, incluindo a elucidação de seu comportamento 

farmacocinético. 

Estudos farmacocinéticos através da análise temporal da concentração no 

sangue/plasma fornecem informações necessárias sobre a absorção, distribuição, metabolização 

e excreção de substâncias/fármacos (STORPIRTIS et al., 2011). Também são importantes para 

estimar a depleção tecidual e, consequentemente, o período de carência de produtos veterinários 

utilizados em espécies destinadas ao consumo humano (ROSA, 2016). Neste caso é realizada a 

análise temporal da substância marcadora e/ou seus metabólitos nos tecidos comestíveis da(s) 

espécie(s), como por exemplo, no músculo de peixes (FANG et al., 2013; HUANG et al., 2017; 

MANSOUR et al., 2017).  Esse conjunto de informações faz parte do processo de 
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regulamentação de novos medicamentos veterinários. Portanto, considerando que o S-(+)-

linalol é uma molécula promissora como anestésico, dados sobre sua farmacocinética em uma 

espécie de peixe podem contribuir para o interesse da indústria por esta molécula, além de 

fornecer dados inéditos para a literatura científica. Neste contexto, esta tese contempla a 

investigação do perfil farmacocinético de S-(+)-linalol em jundiás. 

 

1.1 OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

Determinar o perfil farmacocinético (absorção, distribuição tecidual e excreção) de S-

(+)-linalol em jundiás através da análise temporal de sua concentração em amostras de plasma, 

tecidos, e água (aquários de recuperação). 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

 Padronizar as metodologias analíticas para extração e quantificação de S-(+)-linalol 

em amostras de plasma, tecidos (cérebro, músculo, rim, fígado e brânquias) e água por 

cromatografia gasosa com detector por ionização de chama (CG-DIC). 

 

 Determinar a concentração temporal de S-(+)-linalol e/ou metabólitos voláteis em 

amostras de plasma e tecidos (cérebro, músculo, rim, fígado e brânquias) de jundiás durante o 

período de anestesia e recuperação. 

 

 Determinar a concentração temporal de S-(+)-linalol e/ou metabólitos voláteis em 

amostras de água dos aquários durante o período de recuperação de jundiás.  

 

 Determinar parâmetros farmacocinéticos de S-(+)-linalol: tempo de meia vida (T1/2β), 

concentração máxima (Cmáx), tempo máximo (Tmáx) constante de eliminação (Kel) e áreas sob a 

curva (AUC 0-t e AUC 0-∞) no plasma e tecidos.  

 

 Determinar a taxa de excreção na água dos aquários durante a depuração de S-(+)-

linalol.  
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1.2 JUSTIFICATIVA 

 

O desenvolvimento da aquicultura cresce em paralelo à necessidade de intervenção 

farmacológica, a qual inclui medidas profiláticas com a inserção de sedativos e anestésicos. 

Contudo, a aquicultura mundial conta com uma lista restrita de anestésicos permitidos em 

espécies destinadas ao consumo, fato que justifica e reforça estudos nesta linha de pesquisa. 

Considerando os dados existentes na literatura, o S-(+)-linalol é um candidato com grande 

potencial como sedativo e anestésico em peixes. Além de sua eficácia, é um composto de 

origem natural, e com dados sobre toxicologia em humanos já conhecidos, sendo utilizado em 

muitos produtos alimentícios e de perfumaria. Além disso, é um composto que pode ser obtido 

de fontes renováveis uma vez que está presente em óleos essenciais de plantas aromáticas e não 

apresenta risco ao meio ambiente, pois é rapidamente degradado. 

As informações existentes a respeito desta molécula facilitariam o pedido de aprovação 

e sua introdução no mercado de medicamentos veterinários. Contudo, o sucesso terapêutico de 

um fármaco e sua respectiva aprovação depende também de suas propriedades 

farmacocinéticas. Neste contexto o estudo da farmacocinética de S-(+)-linalol usando como 

modelo animal o jundiá dará suporte para uma possível aplicação deste composto como 

anestésico em peixes, e para a continuidade de pesquisas com o S-(+)-linalol. O conhecimento 

da depleção residual também é essencial em produtos/medicamentos veterinários usados em 

espécies destinadas ao consumo humano para assegurar um produto final livre de resíduos em 

concentrações prejudiciais à saúde humana.   
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1 ESPÉCIE EM ESTUDO: Rhamdia quelen 

  

O Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824), conhecido popularmente como jundiá, é 

uma espécie com distribuição neotropical podendo ser encontrada em todo território brasileiro 

(BALDISSEROTTO; NETO, 2004). Esta espécie pertence à ordem Siluriformes, a qual 

contempla uma ampla variedade de espécies de água doce e salgada, conhecidas popularmente 

como bagres (BAUMGARTNER et al., 2012). O jundiá é bastante utilizado em nosso grupo de 

pesquisa como modelo animal para diversos estudos. Dentre eles podemos citar estudos de 

suplementação de dietas para o melhoramento de parâmetros zootécnicos e fisiológicos 

(LOPES et al., 2018b; SANTOS et al., 2017b; ZEPPENFELD et al., 2017), descoberta de novos 

antimicrobianos (CUNHA et al., 2018, 2019; SOUZA et al., 2017), estudos fisiopatológicos 

(BALDISSERA et al., 2019a, 2019b; BANDEIRA JUNIOR et al., 2018b; SOUZA et al., 

2018c) e de toxicologia (BALDISSERA et al., 2020).  

O jundiá também tem sido um modelo animal interessante para estudos de farmacologia, 

com destaque para trabalhos que visam o descobrimento de compostos com propriedades 

sedativas e anestésicas (BENOVIT et al., 2015; BIANCHINI et al., 2017; CUNHA et al., 2017; 

GARLET et al., 2016; LOPES et al., 2018a; SILVA et al., 2017; SOUZA et al., 2018b).  Estudos 

recentes também comprovam que o jundiá é um modelo animal robusto e confiável para a 

avaliação da eficácia de moléculas com potencial antinociceptivo (RODRIGUES et al., 2019), 

e que atuam sobre o sistema nervoso central por meio do sistema GABAérgico (GARLET et 

al., 2019). Em suma, o jundiá, além de ser uma espécie de bagre com importância comercial, 

pode ser usado como modelo para pesquisas que são bem reconhecidas e aceitas na área 

científica.  

 

2.2 SEDATIVOS E ANESTÉSICOS NA AQUICULTURA  

 

O uso de sedativos/anestésicos é uma prática antiga na aquicultura. McFarland (1959) 

adaptou pela primeira vez os estágios de indução anestésica em peixes a partir do 

comportamento anestésico observado em mamíferos. Posteriormente, adaptações foram sendo 

realizadas a fim de aperfeiçoar o processo de indução anestésica (GOMES; CHAVES; 

BECKER, 2011; SCHOETTGER; JULIN, 1967, 1969; SMALL, 2003). Inicialmente os 

anestésicos foram empregados com objetivo de facilitar o manejo pela imobilização dos animais 



15 

 

(GRIFFITHS; WEBB; SCHNEIDER, 1941). Contudo, com o avanço da ciência foi possível 

compreender melhor a importância do emprego de anestésico para redução do estresse e a 

manutenção do bem estar animal durante o manejo e técnicas invasivas (NEIFFER; STAMPER, 

2009). Atualmente existe um consenso no meio científico sobre a presença de mecanismos 

nociceptivos em peixes e invertebrados e sobre a capacidade desses animais em gerar respostas 

a estímulos estressantes/nocivos (SNEDDON, 2019; WINLOW; DI COSMO, 2019). Além de 

alterações comportamentais, esses estímulos podem desencadear uma série de respostas 

fisiológicas que impactam diretamente a saúde dos animais e, portanto, reforçam a necessidade 

dos sedativos e anestésicos na aquicultura (BARCELLOS et al., 2001; BARCELLOS; 

KREUTZ; QUEVEDO, 2006).   

A sedação é um estado preliminar da anestesia onde ocorre diminuição da percepção 

sensorial e equilíbrio do animal, com presença ou não de analgesia. Com o aumento da 

dose/concentração e/ou tempo de exposição (quando administrado por banho de imersão) é 

possível atingir o estágio de anestesia, definido como: perda total da percepção sensorial, com 

depressão geral do Sistema Nervoso Central (SNC) envolvendo inconsciência, supressão da 

atividade reflexa e diferentes níveis de analgesia e relaxamento muscular. Além da eficácia um 

anestésico precisa, dentre outras características, ser de fácil administração, produzir rápida 

anestesia e recuperação sem intercorrências e com o mínimo de efeitos colaterais, produzir boa 

analgesia e relaxamento, ser bem tolerável ao animal, ao manipulador, deixar resíduos 

desprezíveis no filé ou apresentar curto período de retirada (ROSS; ROSS, 2008). Todas estas 

características contribuem para uma lista restrita de anestésicos disponíveis atualmente. 

 

2.2.1 Regulamentação de sedativos e anestésicos utilizados na aquicultura 

 

 Metanossulfonato de tricaína (MS-222) ou mesilato de tricaína, 2-fenoxietanol, 

benzocaína, metomidato, quinaldina, eugenol e isoeugenol (princípio ativo do AQUI-S®) são 

os principais anestésicos com eficácia comprovada em aquicultura (ZAHL; SAMUELSEN; 

KIESSLING, 2012). No entanto, as indicações e restrições de anestésicos em cada país/região 

são variadas, principalmente no que se refere ao período de carência (“withdrawal time”) 

(ROSA, 2016). No Brasil não há anestésicos aprovados e registrados pelo Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) para uso em aquicultura (SINDAN, 2020). Nos 

Estados Unidos o único aprovado pela FDA é o MS-222 com período de carência de 21 dias 

quando usado em animal destinado ao consumo humano (FDA, 1997). Informações mais 
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detalhadas sobre anestésicos registrados para uso em aquicultura em diferentes países e suas 

respectivas indicações estão descritas na tabela (1). 

 

Tabela 1 – Anestésicos aprovados para uso em espécies aquáticas. 

Substância 

ativa 
País Indicação 

Período 

de 

carência 

Referências 

Metanossul-

fonato de 

tricaína ou 

Mesilato de 

tricaína 

EUA Peixes, anfíbios e outros 

animais aquáticos de sangue 

frio. 

 

21 dias FDA (1997) 

 

Itália, 

Reino 

Unido, 

Espanha, 

Noruega. 

 

Peixes ornamentais e de 

cultivo. 

70 graus-

dia* 

(ITÁLIA, 2013) 

(VMD, 2013) 

 

(AEMPS, 2013) 

(NOMA, 2013a) 

 

Canadá Salmonídeos 5 dias (HEALTH 

CANADA, 1997) 

 

Benzocaína Espanha, 

Noruega 

Sedação e anestesia de 

Salmão do atlântico e Truta 

arco-íris. 

 

7 graus-

dia 

(AEMPS, 2016) 

(NOMA, 2001) 

 

Isoeugenol 

(AQUI-S®) 

Noruega Sedação e anestesia de 

Salmão do atlântico e Truta 

arco-íris. 

 

2 graus-

dia 

(NOMA, 2013b) 

 Nova 

Zelândia, 

Austrália 

 

Sedação e anestesia de 

peixes em geral. 

0 dias (NZFS, 1994) 

 

(APVMA, 1997) 

Eugenol Japão Sedação e anestesia de 

peixes e crustáceos 

7 dias 

peixes 

 

10 dias 

crustáceos 

 

(MAFF, 2016) 

Metomidato Canadá 

EUA** 

Peixes ornamentais  Não se 

aplica 

(HEALTH 

CANADA, 1991) 

(FDA, 2009) 
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Graus-dia* = É a temperatura média da água multiplicada pelos dias necessários para a depuração. Para saber o 

tempo correspondente é necessário dividir o valor indicado para o anestésico (Ex. 70 graus-dia) pela temperatura 

(C°) média da água em que os animais estão aclimatados  

 

Indexado** = não aprovado pela FDA, mas comercializado legalmente como um produto indexado pela FDA.  A 

indexação é permitida para medicamentos destinados a espécies menores não produtoras de alimentos, como 

peixes ornamentais e estágios iniciais da vida de uma espécie menor produtora de alimentos (FDA, 2020).  
 

Para o registro de medicamentos veterinários com aplicação em espécies produtoras de 

alimentos, as autoridades reguladoras devem definir, entre outros critérios, a ingestão diária 

aceitável (IDA) e os limites máximos de resíduos (LMR). A IDA é definida como a quantidade 

máxima de uma substância que pode ser ingerida diariamente ao longo da vida sem risco 

apreciável à saúde humana; e LMR é a concentração máxima de resíduo de uma determinada 

substância legalmente permitida nos alimentos, considerando a ingestão diária aceitável (IDA) 

ou com base em uma IDA temporária utilizando um fator de segurança adicional. Também deve 

considerar, em que alimentos essa substância estará presente e qual a quantidade diária 

consumida destes alimentos pela população (EMA, 2011).  

No Brasil a competência de estabelecer a IDA e o LMR de medicamentos veterinários 

em alimentos é da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2018). Recentemente 

a Anvisa publicou a Instrução Normativa nº 51, de 19 de dezembro de 2019, que estabeleceu 

uma lista de LMR, IDA e dose de referência aguda (DRfA) para insumos farmacêuticos ativos 

(IFA) de medicamentos veterinários em alimentos de origem animal (ANVISA, 2019). Os 

valores adotados são aqueles recomendados pelo Codex Alimentarius, um programa conjunto 

da FAO e da OMS no qual o Brasil é um país-membro. Algumas substâncias, após criteriosa 

análise, são dispensadas de LMR por não apresentarem risco à saúde nas concentrações 

usualmente encontradas, enquanto para outras não é possível definir um LMR seguro e por isso 

são de uso proibido em animais produtores de alimento. Mesilato de tricaína e benzocaína 

(anestésico local) foram descritos na Instrução Normativa como IFA sem LMR necessário 

(ANVISA, 2019). Contudo, ainda não há nenhum medicamento registrado pelo MAPA com 

estes IFA no Brasil para uso na aquicultura (SINDAN, 2020). 

Uma das grandes problemáticas no uso de anestésicos na aquicultura é a possibilidade 

destes fármacos e/ou metabólitos deixarem concentrações residuais que sejam prejudiciais à 

saúde dos consumidores, por isso o estabelecimento do período de carência destes produtos é 

um critério obrigatório para a sua comercialização (MAPA, 2009).  O período de carência antes 

do abate é caracterizado como o tempo necessário para que o IFA e/ou seus metabólitos 

marcadores encontrados no alimento (no caso de peixes, músculo) fiquem abaixo do LMR 

estabelecido pelas autoridades competentes (ROSA, 2016). O período de carência de cada 
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produto veterinário aprovado deve ser determinado pela empresa que requerer a 

comercialização do produto com base em estudos farmacocinéticos de metabolismo e depleção 

do IFA e seus metabólitos com a formulação, dosagem, via de administração e espécie animal 

para o qual o produto será recomendado (MAPA, 2009; UNIÃO EUROPEIA, 2019).  

No sentido de garantir a segurança alimentar, o período de carência de cada produto, o 

uso apenas de produtos aprovados pela legislação vigente e o seguimento correto da forma de 

uso indicada pelo fabricante, são fatores que devem ser rigorosamente obedecidos (MAPA, 

2020). No entanto, estudos mostram que a falta de opção de anestésicos regularizados acaba 

gerando a necessidade do uso irregular destas substâncias. O eugenol e o isoeugenol, por 

exemplo, não são regulamentados como anestésicos para peixes na China, mesmo assim foram 

encontrados resíduos, principalmente de eugenol, em peixes disponíveis para consumidores em 

mercados chineses (KE et al., 2018).  

Como visto na tabela 1, as opções de anestésicos ainda são restritas e com períodos de 

carências normalmente longos. Somado a isso, uma série de efeitos adversos já foram relatados 

com estes produtos, como reações de aversão causadas pelo MS-222 (READMAN et al., 2013), 

e elevação nos níveis plasmáticos de glicose e cortisol por MS-222, benzocaína, metomidato, 

2-fenoxietanol e isoeugenol (SMITH et al., 2015; WEBER et al., 2011). Neste contexto, a busca 

por anestésicos seguros e eficazes é uma importante e necessária linha de pesquisa para o 

desenvolvimento da aquicultura.  Como alternativa, os extrativos vegetais são bastante 

explorados devido à riqueza em constituintes químicos com atividade farmacológica 

(BARREIRO; BOLZANI, 2009). 

 

2.3 ÓLEOS ESSENCIAIS E COMPOSTOS ISOLADOS COM ATIVIDADE SEDATIVA E 

ANESTÉSICAS EM ESPÉCIES AQUÁTICAS 

 

 Óleos essenciais (OEs) são fontes importantes de substâncias biologicamente ativas e 

por isso ganharam destaque nas últimas décadas como alternativas terapêuticas e profiláticas 

na aquicultura (SOUZA et al., 2019; SUTILI et al., 2018). Os compostos encontrados nos OE 

são em sua maioria terpenos (SIMÕES; SPITZER, 2010). Esses metabólitos secundários são 

conhecidos por exercerem inúmeras atividade farmacológica, principalmente à nível de Sistema 

Nervoso Central, fato que despertou o interesse destas substâncias para uso em aquicultura 

como sedativos e anestésicos (HOSEINI; MIRGHAED; YOUSEFI, 2018). Diante do 

crescimento na aquicultura mundial, e a necessidade de anestésicos mais seguros aos animais, 

consumidores e meio ambiente, os produto naturais ganharam o interesse de pesquisadores.   
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 O óleo de cravo (Eugenia aromaticum, Eugenia caryophyllata), composto 

majoritariamente por eugenol e em menor proporção isoeugenol, foi um dos primeiros produtos 

naturais com destaque na aquicultura como sedativo e anestésico (ANDERSON; MCKINLEY; 

COLAVECCHIA, 1997). Por anos pesquisadores desta área focaram seus estudos nestes 

produtos, de forma que a eficácia destes produtos naturais foi bem estabelecida frente a 

inúmeras espécies (JAVAHERY; NEKOUBIN; MORADLU, 2012). Atualmente, o eugenol e 

o isoeugenol são os únicos produtos de origem natural aprovados para uso na aquicultura (em 

alguns países) conforme visto na tabela 1. Em contrapartida, o FDA não recomenda o uso de 

óleo de cravo e/ou seus constituintes ativos (eugenol, isoeugenol e metileugenol) como 

anestésicos em espécies destinadas ao consumo humano, principalmente devido dados 

inconclusivos sobre estudos de carcinogenicidade (FDA, 2007). Além do óleo de cravo, o 

eugenol pode estar presente em OEs de outras plantas como o de Ocimum gratissimum, efetivo 

em anestesiar espécies como o pacamã (Lophiosilurus alexandri) (BOAVENTURA et al., 

2020), cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) (DA SILVA et al., 2020), tambaqui 

(Colossoma macropomum) (BOIJINK et al., 2016) e jundiás (SILVA et al., 2012). 

OEs de plantas como Aloysia triphylla (GRESSLER et al., 2014), Ocimum americanum 

(SILVA et al., 2015), Melaleuca alternifolia (SOUZA et al., 2018b) e Lippia alba (CUNHA et 

al., 2010) possuem propriedades sedativa e anestésica frente ao jundiá e outras espécies 

(ALMEIDA et al., 2018; BENOVIT et al., 2012; SILVA et al., 2020; SIMÕES et al., 2017b). 

Além da eficácia anestésica é importante destacar que muitos desses compostos contribuem na 

melhoria de parâmetros fisiológicos e bioquímicos dos animais, refletindo em sua saúde. O OE 

de Aloysia triphylla, por exemplo, promoveu proteção oxidativa e mitigou os efeitos de estresse 

com supressão da liberação de cortisol na anestesia de jundiás (GRESSLER et al., 2014). Em 

tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) o mesmo OE reduziu os níveis de cortisol plasmático 

uma hora após a anestesia e não causou interferência no sabor ou odor dos filés após análise 

sensorial (TEIXEIRA et al., 2017).   

Por se tratar de uma mistura complexa, na maioria das vezes não é possível identificar 

a participação de cada constituinte no efeito farmacológico dos OEs. Tal atividade pode ser 

resultante da adição ou sinergismo de dois ou mais componentes do OE. Benovit et al., (2015) 

em estudo bio-guiado identificou que os compostos isolados do OE de Aloysia gratissima não 

promoveram anestesia em concentrações proporcionais às do OE em jundiás, indicando que o 

resultado final pode ser devido à interação dos constituintes. De forma contrária, Souza e 

colaboradores identificaram que dos constituintes majoritários presentes no OE de M. 

alternifolia (terpinen-4-ol 41,98%, γ-terpineno 20,15% e α-terpineno 9,85%) apenas o terpinen-
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4-ol apresentou efeito sedativo e anestésico quando testado isoladamente em jundiás, e além 

disso, seu efeito foi antagonizado pelo α-terpineno (SOUZA et al., 2018b).  

 A interação dos componentes pode ocorrer à nível de receptores (farmacodinâmica) mas 

também por interação nos processos farmacocinéticos (OLIVEIRA; COSTA, 2004). Neste 

sentido, devido às possíveis interações de natureza desconhecida que podem ocorrer entre os 

componentes dos OE, estudos farmacológicos com os compostos isolados são importantes a 

fim de conseguir respostas mais específicas. Além dos citados anteriormente, substâncias 

isoladas como mentol (ZEIDAN; BARROSO; BOEHS, 2018), mirceno (MIRGHAED; 

GHELICHPOUR; HOSEINI, 2016), 1,8-cineol (MAZANDARANI; HOSEINI, 2017), 

citronelal (YOUSEFI et al., 2018), (+)-espatulenol (BENOVIT et al., 2015), (+)-

dehidrofuquinona (GARLET et al., 2016), timol, carvacrol (BIANCHINI et al., 2017a) e linalol 

(S-(+) e R-(+)-linalol) (BALDISSEROTTO et al., 2018; HELDWEIN et al., 2014; SILVA et 

al., 2017) apresentam atividade sedativa e anestésica em diferentes espécies. Nota-se que 

maioria destes compostos são monoterpenos. Adiante será abordada uma revisão mais 

detalhada sobre o linalol, composto alvo de investigação neste estudo.  

 

2.4 FARMACOCINÉTICA  

 

 A farmacocinética engloba todos os processos relacionados ao movimento dos fármacos 

(ou outros xenobióticos) no organismo, são eles: absorção, distribuição, metabolismo (ou 

biotransformação) e excreção, denominado processo ADME (ABDEL-RAHMAN; 

KAUFFMAN, 2004). Resumidamente a efetividade de um fármaco depende primeiramente de 

sua capacidade em ser absorvido, no caso de vias de administração extravasculares. A partir 

desse momento, o fármaco precisa ser distribuído e disponibilizado ao seu sítio alvo em 

concentrações suficientes para produzir eficácia antes de ser totalmente metabolizado e 

excretado pelo organismo (FAN; LANNOY, 2014). Consequentemente, o conhecimento sobre 

a farmacocinética de um composto é uma etapa importante para o desenvolvimento de novos 

medicamentos, além de garantir o sucesso terapêutico e reduzir a probabilidade de efeitos 

adversos (RANG et al., 2016). 

A absorção consiste na transferência do fármaco do local de administração para a corrente 

sanguínea e a velocidade e eficiência deste processo depende de fatores relacionados ao 

fármaco (ex. via de administração, concentração e características físico-químicas) e ao 

organismo (ex. permeabilidade capilar, fluxo sanguíneo, superfície de absorção e pH do meio) 

(JANG; HARRIS; LAU, 2001). Com exceção da via intravenosa, os fármacos precisam 
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atravessar as membranas biológicas para serem absorvidos, o que pode ocorrer por diferentes 

tipos de transporte. Fármacos solúveis em lipídeos, com baixo peso molecular e não ionizados 

atravessam facilmente as membranas por difusão simples. Com exceção da água e pequenos 

íons, os quais podem ser transportados por canais, demais substâncias requerem transportadores 

especializados (com ou sem gasto de energia) para transpor as membranas (FRIEDMAN, 

2008). 

Os anestésicos normalmente são substâncias lipossolúveis, fato que facilita a difusão 

pelo tecido branquial dos peixes, promovendo rápida e eficiente absorção quando administrados 

por banho de imersão (ODA et al., 2018). Além disso, pelas brânquias passa um alto fluxo 

sanguíneo, favorecendo ainda mais a troca de moléculas entre a água e o sangue. Acredita-se 

também que os anestésicos por banho de imersão podem sofrer absorção pela pele, mesmo que 

em quantidades pequenas, devido à característica lipofílica comum nesses fármacos (NEIFFER; 

STAMPER, 2009). Adicionalmente, os fármacos precisam estar dissolvidos no meio para 

serem bem absorvidos, portanto compostos mais lipofílicos (ex. eugenol) são previamente 

dissolvidos em algum solvente orgânico (ex. etanol) antes de serem adicionados à água para 

banho de imersão (ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING, 2012).  

Além dos fatores citados anteriormente, as características físico-químicas da água (ex. 

temperatura, salinidade, pH) podem interferir na farmacocinética de fármacos. Estudos 

demonstram que em temperaturas mais elevadas o processo de absorção e eliminação de 

anestésicos é mais eficiente, fato atribuído ao aumento da taxa metabólica dos peixes 

(GOMUŁKA et al., 2015; STEHLY; MEINERTZ; GINGERICH, 1998; ZAHL et al., 2009). 

Como consequência, tempos menores de indução e recuperação anestésica são observados em 

temperaturas maiores (KRISTAN et al., 2014; SKÅR et al., 2017). Neste sentido, é necessário 

ter cautela ao se extrapolar o uso de fármacos na aquicultura entre espécies que estejam 

aclimatadas em condições diferentes.  

Uma vez absorvido, o fármaco é transportado através da corrente sanguínea para os 

tecidos, processo este denominado de distribuição. O equilíbrio das concentrações do fármaco 

entre o plasma e os tecidos depende de vários fatores, entre os quais podemos destacar o fluxo 

sanguíneo e a permeabilidade capilar de cada região corpórea (RANG et al., 2016). Fármacos 

são distribuídos mais rapidamente para tecidos com maior aporte sanguíneo como cérebro, 

fígado e rins, comparado aos músculos esqueléticos e tecido adiposo (LIANG et al., 2012; SUN 

et al., 2010; XU et al., 2013). Segundo ROSS e ROSS (2008), na administração de fármacos 

por banho de imersão, a fração de fármaco absorvida pelas brânquias chega ao sangue arterial 
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eferente, o qual é uma rota muito curta até o sistema nervoso central (SNC). Isso garante o 

efeito quase que imediato dos anestésicos por esta via. 

 Como dito anteriormente, a distribuição de fármacos é limitada pela permeabilidade 

capilar em cada tecido, a qual é determinada pela estrutura dos capilares e pela natureza química 

do fármaco (RANG et al., 2016). Os capilares que circundam o SNC em vertebrados são 

formados por células endoteliais justapostas que dão origem à barreira hematoencefálica, 

responsável por restringir o acesso de muitas moléculas ao SNC (ABBOTT et al., 2010; 

O’BROWN; PFAU; GU, 2018). Portanto, o sucesso terapêutico de anestésicos e outros 

fármacos que atuam no SNC depende da capacidade dessas moléculas em atravessar a barreira 

hematoencefálica. Para isso, esses fármacos precisam de características químicas que facilitem 

a difusão por membranas (lipossolúveis, não ionizáveis e de pequeno tamanho molecular) para 

conseguirem penetrar no SNC sem precisar de transporte especializado (ZEIADEH et al., 

2018).  

A distribuição também pode ser afetada pela afinidade dos fármacos a proteínas 

plasmáticas e outros componentes teciduais. Fármacos com alta afinidade por proteínas 

plasmáticas (ex. albumina) levam mais tempo para chegar aos tecidos, pois apenas a fração não 

ligada do fármaco é capaz de deixar a corrente sanguínea e difundir-se para o tecido 

(BOHNERT; GAN, 2013). Já a afinidade de fármacos lipofílicos por compartimentos 

hidrofóbicos favorece a distribuição e o acúmulo desses fármacos no tecido muscular e adiposo. 

Essa é uma das preocupações do uso de anestésicos na aquicultura, pois a acumulação de 

anestésicos no filé pode fornecer risco à saúde do consumidor, de modo que é importante 

conhecer o período de depuração dessas substâncias através de estudos farmacocinéticos (KE 

et al., 2018; KILDEA; ALLAN; KEARNEY, 2004; MEINERTZ et al., 2014a; MEINERTZ; 

SCHREIER, 2009; SHI et al., 2016). 

Após exercer o efeito farmacológico os fármacos precisam ser eliminados do 

organismo. A eliminação de fármacos e outros xenobióticos do organismo ocorre através dos 

processos de metabolização (ou biotransformação) e excreção.   Muitos fármacos são 

eliminados em sua forma ativa, contudo existem aqueles que por características próprias 

necessitam previamente passar por metabolização (FAN; LANNOY, 2014). A metabolização 

pode ser caracterizada como a conversão do fármaco em outra entidade química através de 

reações enzimáticas (STORPIRTIS et al., 2011). O fígado é o principal responsável pela 

metabolização, contudo outros tecidos/órgãos como mucosa intestinal, rim, cérebro e plasma 

contribuem em menor grau (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).  
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A metabolização de fármacos ocorre através das reações de fase I (ex. oxidação, redução 

e hidrólise) e fase II (conjugação). As reações de fase I envolvem enzimas microssômicas 

(CYPs) hepáticas e extra-hepáticas. Essas reações consistem em introduzir na molécula um 

grupo reativo que irá servir de ponto de ataque para que o sistema de conjugação (reação de 

fase II) ligue um substituinte (ex. glicuronídeo), a fim de tornar o fármaco mais hidrossolúvel 

(TOZER; ROWLAND, 2009). Em peixes as principais subfamílias de CYPs envolvidas no 

metabolismo de fármacos são CYP1A e CYP3A, distribuídas principalmente no fígado e rim 

(FU et al., 2016; HASSELBERG et al., 2005; HEGELUND et al., 2004).  

Quando administrados por determinadas vias, em particular a via oral, alguns fármacos 

podem ter suas concentrações reduzidas a níveis não terapêuticos devido ao metabolismo de 

primeira passagem.  No caso da via oral, isso ocorre porque após absorção pelo trato 

gastrintestinal (TGI), os fármacos são distribuídos ao fígado através da veia porta e sofrem 

metabolização antes de alcançarem a circulação sistêmica. A inativação pode ocorrer também 

no TGI (KUMAR; SURAPANENI, 2001; RANG et al., 2016; TOZER; ROWLAND, 2009). 

Na aquicultura, admite-se que a administração de anestésicos em peixes por banho de imersão 

é equivalente à anestesia inalatória em medicina humana e veterinária, portanto assume-se que 

grande parte do anestésico inalado chega ao SNC sem sofrer perda por metabolização de 

primeira passagem (ROSS; ROSS, 2008).  

Em peixes a excreção de xenobióticos ocorre principalmente pelas brânquias, pois como 

já comentado, elas permitem a troca rápida de substâncias entre o sangue e a água (CONSOER 

et al., 2016; FREW et al., 2018; NEIFFER; STAMPER, 2009). Assim como na absorção, a 

eficiência da eliminação pelas brânquias depende de fatores como as características físico-

químicas do fármaco (ERICKSON et al., 2006). Contudo, as vias renal e hepatobiliar podem 

ser importantes para a eliminação de certos fármacos, como já foi verificado com antibióticos 

(FENG; JIA, 2009; MANSOUR et al., 2017). Em Salmo salar, por exemplo, a eliminação dos 

anestésicos benzocaína, MS-222 e isoeugenol foi mais rápida com ventilação artificial, 

indicando que a via branquial é importante na eliminação destes anestésicos (KIESSLING et 

al., 2009). Segundo Zahl et al. (2012), os anestésicos utilizados na aquicultura são excretados 

na maior parte através das brânquias na forma inalterada (ativos), o que pode favorecer a 

reabsorção e o prolongamento do efeito anestésico se o animal ficar em um ambiente sem 

renovação de água. A produção de metabólitos tóxicos também seria um inconveniente. 

  

2.5 PARÂMETROS FARMACOCINÉTICOS 
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Os parâmetros farmacocinéticos são definidos com base nos resultados da análise 

temporal da concentração do fármaco ou metabólitos no plasma, sangue total ou produtos de 

excreção (ex. urina) (RANG et al., 2016). Em estudos experimentais, quando viável, alguns 

parâmetros também podem ser estimados em tecidos/órgãos (ex. cérebro, fígado, rim, 

músculo), visando responder questões sobre a distribuição, metabolização e/ou depuração 

tecidual (FANG et al., 2013; LIM et al., 2010; MEINERTZ et al., 2014a). O objetivo dos 

estudos farmacocinéticos é descrever através de modelos matemáticos o movimento do fármaco 

pelo organismo para que o seu uso possa ser feito de forma segura e efetiva (TOUTAIN, 2002), 

pois muitas substâncias candidatas à fármacos são descartadas devido ao comportamento 

farmacocinético inapropriado (FAN; LANNOY, 2014). 

Para a estimativa dos parâmetros farmacocinéticos emprega-se abordagem de modelos 

compartimentais e não-compartimentais, no qual a escolha deve ser baseada no propósito 

analítico e na natureza dos dados. Os modelos compartimentais têm como premissas a 

homogeneidade de distribuição e o equilíbrio instantâneo das concentrações do fármaco dentro 

dos compartimentos corpóreos. Ao plotar os dados da curva de concentração em escala semi-

logarítmica (concentração em log) pode-se obter uma reta, e nesse caso o modelo empregado 

deve ser o monocompartimental. Ao se obter duas ou mais retas, modelos multicompartimentais 

devem ser aplicados (STORPIRTIS et al., 2011). Já a abordagem não compartimental baseia-

se na área sob a curva de concentração versus tempo (AUC0-t) e no tempo médio de residência 

(MRT), e pode ser aplicado a quaisquer dados experimentais, sendo o modelo dotado para 

avaliação de estudos de bioequivalência de fármacos (FAN; LANNOY, 2014; TOUTAIN; 

BOUSQUET-MELOU, 2004a).  

Parâmetros farmacocinéticos como o clearance total (ClT, unidade de volume/tempo, 

ex. L/min), biodisponibilidade (F, %), volume de distribuição aparente (Vd, unidade de volume, 

ex. L), meia-vida de eliminação ou meia-vida terminal (T1/2β, unidade de tempo, ex. h), 

concentração máxima (Cmáx), tempo máximo (Tmáx), constante de eliminação (Kel, por unidade 

de tempo ex. /h) e a área sob a curva (AUC 0-t e AUC 0-∞, unidade da concentração vezes a 

unidade do tempo, ex. µg/mL h) são alguns dos principais parâmetros utilizados para interpretar 

a farmacocinética de um fármaco (FAN; LANNOY, 2014). Na aquicultura, quando a via de 

administração é por banho de imersão não se sabe a dose administrada, mas sim a concentração 

de fármaco na água (ex. mg/L). Portanto, alguns parâmetros como ClT, F e Vd não são possíveis 

de mensurar, e nesse caso T1/2β, Cmáx, Tmáx, Kel, AUC 0-t e AUC0-∞ são os parâmetros mais 

adotados (GOMUŁKA et al., 2015; GUÉNETTE et al., 2007; VORBACH et al., 2019). 
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Cmáx e Tmáx são parâmetros que podem ser obtidos pela análise direta da curva de 

concentração versus tempo após administração extravascular, pois esses são parâmetros 

referentes à fase de absorção, processo que não ocorre na via intravascular. Cmáx é uma medida 

dependente da velocidade de absorção (Tmáx) e da dose/concentração absorvida (STORPIRTIS 

et al., 2011). A ASC 0-t representa a extensão da absorção e pode ser calculada pela soma das 

áreas dos trapézios obtidas na curva de concentração versus tempo (Figura 1). Posteriormente 

é possível encontrar o valor da ASC total (ASC 0-∞).  Valores de ASC são utilizados para 

calcular outros parâmetros como biodisponibilidade relativa e absoluta. A biodisponibilidade 

relativa se refere à porcentagem da dose administrada que atinge a circulação sistêmica por uma 

via extravascular comparada a uma via intravenosa (F = 100 %), enquanto a biodisponibilidade 

absoluta envolve a comparação de duas formulações (ou duas vias de administração da mesma 

formulação) (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004a).   

 

Figura 1 – Curva hipotética da concentração plasmática/sanguínea de um fármaco em função 

do tempo após administração por via extravascular.     

 

Fonte: Autor 

   

 O Vd é uma medida direta da extensão da distribuição de fármacos do plasma para os 

tecidos, embora não represente um volume fisiológico real.  Fármacos menos lipofílicos têm 

tendência de ficarem mais concentrados no plasma e, portanto, apresentam menor Vd 

comparados a fármacos lipossolúveis, que são melhor distribuídos aos tecidos. O Vd também é 

influenciado pela ligação a proteínas plasmáticas, consequentemente fármacos com alta ligação 

a proteínas plasmáticas vão ficar mais tempo retidos no plasma e apresentar baixo Vd 

(TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004b). 
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  O ClT mede a capacidade total de eliminação do medicamento no organismo e envolve 

todos os mecanismos de eliminação, incluindo depuração renal (ClR), hepática (ClH) e outras 

vias adicionais (fezes, respiração, etc.) (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004c). O ClT pode 

ser obtido em qualquer modelo matemático e via de administração dividindo a dose 

administrada pela ASC0-∞ (STORPIRTIS et al., 2011).  T1/2 também é um parâmetro de 

eliminação e representa o tempo necessário para que a concentração plasmática/sanguínea 

restante diminua em 50% após o pseudo-equilíbrio de distribuição ter sido atingido, ou seja, a 

diminuição na concentração plasmática do fármaco ocorre apenas pela fase de eliminação e por 

isso o termo meia vida de eliminação ou meia vida terminal (T1/2β) é mais indicado. Porém, o 

T1/2 é muitas vezes interpretado como tempo necessário para eliminar metade da dose 

administrada do fármaco, o qual só é verídico em um modelo monocorpartimental por via 

intravenosa (TOUTAIN; BOUSQUET-MELOU, 2004d). O T1/2 é um parâmetro secundário, 

pois depende do ClT e Vd do fármaco, sendo o valor resultante da equação T1/2 = 0,693/Kel, onde 

o valor da Kel (ou β no modelo bicompartimental) é a inclinação da fase terminal da curva em 

escala semi-logarítmica (STORPIRTIS et al., 2011). Tanto o ClT como a T1/2 são parâmetros 

importantes para a determinação do regime de dosagem apropriado de um fármaco, pois 

permitem definir a dose/concentração e o intervalo de administração (FAN; LANNOY, 2014). 

 

2.6 ESTUDOS FARMACOCINÉTICOS COM ANESTÉSICOS EM PEIXES 

 

Estudos farmacocinéticos com anestésicos em peixes incluem dados sobre o eugenol 

(ou óleo de cravo) (GUÉNETTE et al., 2007; KILDEA; ALLAN; KEARNEY, 2004), 

isoeugenol, benzocaína, MS-222 (KIESSLING et al., 2009) metomidato, (HANSEN; 

NYMOEN; HORSBERG, 2003), 2-fenoxietanol (HUANG et al., 2017) e propofol (ODA et al., 

2018). Estudos recentes também descreveram a eliminação do timol (61.12% no OE de L. 

sidoides) e carvona (52.74% no OE de L. alba) em pacus após anestesia (Piaractus 

mesopotamicus) com os OEs (VENTURA et al., 2019a, 2019b).  

O eugenol é rapidamente absorvido após administração por banho de imersão em 

diferentes espécies, mas sua eliminação parece ser dependente de outros fatores. Em truta arco-

íris (Oncorhynchus mykiss) a T1/2β no plasma foi de 12,14 horas (75 mg/L, 4°C, 15 min), 

enquanto em linguado japonês (Paralichthys olivaceus) o eugenol apresentou T1/2β  plasmática  

de 17,34 min (132,5 mg/L, 24°C, 10 min) (GUÉNETTE et al., 2007; TAGO et al., 2017). Dois 

fatores em particular podem ter contribuído com a diferença no T1/2β: a temperatura da água e 

as diferenças inter-espécies.  De modo geral, quando são observadas alterações 
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farmacocinéticas em relação à temperatura, verifica-se que o processo de eliminação do 

anestésico é mais eficiente em temperaturas mais elevadas (ZAHL; SAMUELSEN; 

KIESSLING, 2012).  O mesmo padrão ocorreu com a eliminação do propofol (12 e 17°C) em 

truta arco-irís, apesar disso, a eliminação foi considerada rápida nas duas condições (T1/2 1,1-

1,5 h) (GOMUŁKA et al., 2015).   

Em um comparativo entre os anestésicos benzocaína, MS-222 e isoeugenol em salmão 

do Atlântico (Salmo salar), o MS-222 foi o que apresentou eliminação mais rápida segundo 

dados farmacocinéticos no plasma. Neste estudo também se observou que a eliminação dos 

anestésicos foi mais rápida nos animais com ventilação mecânica, indicando que as brânquias 

têm participação importante na eliminação destes anestésicos no salmão (KIESSLING et al., 

2009). Esses dados corroboram os resultados encontrados para o MS-222 em Squalus 

acanthias, onde 95% do anestésico na forma inalterada foi eliminado pelas brânquias nas 

primeiras 2 h (STENGER; MAREN, 1974) e para a benzocaína em truta arco íris onde 

verificou-se eliminação de 59% do anestésico inalterado em 3 horas (MEINERTZ; 

GINGERICH; ALLEN, 1991). As vias renal e biliar também participam da eliminação de 

anestésicos, mas com menor participação e com a predominância de metabólitos, no caso da 

via renal, prevalece a excreção de metabólitos polares (MEINERTZ; GINGERICH; ALLEN, 

1991; STENGER; MAREN, 1974).  

O músculo (filé) é a parte comestível dos peixes destinada ao consumo, desta forma a 

depleção do anestésico neste tecido torna-se imprescindível para determinar a segurança do 

anestésico nessas espécies. Estudos farmacocinéticos sobre depleção residual fazem parte do 

processo de aprovação de novos medicamentos, mas também são úteis para melhor caracterizar 

a cinética de anestésicos já utilizados entre as diferentes espécies cultivadas (XU et al., 2020). 

Segundo Huang et al. (2017), a eliminação de diferentes anestésicos (eugenol, isoeugenol, 

benzocaína, 2-fenoxietanol e MS-222) no filé de tilápias do Nilo ocorre de forma rápida com 

T1/2 que variam de 44,5 à 147,8 min. Contudo, diversos fatores podem interferir no processo de 

depleção tecidual de fármacos em peixes, o que é visto como um fator de risco, pois alterações 

no regime de exposição, características físico-químicas da água e composição do tecido (e 

outras diferenças fisio-anatômicas entre espécies) podem alterar a deposição e/ou eliminação 

dos resíduos (LIU et al., 2014; RAIRAT et al., 2019) Em poleiro prata (Bidyanus bidyanus) 

identificou-se que exposições repetidas de eugenol e temperaturas mais baixas diminuem a 

eficiência de sua depuração no músculo desta espécie (KILDEA; ALLAN; KEARNEY, 2004).  

Em truta arco-íris foi verificado um perfil semelhante, pois em temperatura mais baixa 
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verificou-se maior deposição de resíduo de isoeugenol no filé após a exposição (MEINERTZ 

et al., 2006).  

Com base nesta breve revisão sobre informações farmacocinéticas de anestésicos é 

notável que cada fármaco/substância apresenta um perfil cinético distinto, o qual é dependente 

de inúmeros fatores (ZAHL; SAMUELSEN; KIESSLING, 2012). Por conseguinte, o 

desenvolvimento de estudos farmacocinéticos com fármacos/substâncias utilizadas na 

aquicultura deve ser encorajado, principalmente referindo-se a sedativos/anestésico em que os 

dados existentes são limitados.      

    

 2.7 LINALOL  

 

 O linalol é um monoterpenoide encontrado nos OEs de diferentes plantas aromáticas, 

podendo estar presente na forma dos enantiômeros S-(+)-linalol e R-(-)-linalol (Figura 2). As 

plantas podem produzir os enantiômeros na forma pura ou como mistura racêmica, dependendo 

da espécie e parte vegetal. Os EOs de troncos e ramos grossos da Aniba rosaeodora, por 

exemplo, apresentam constituição de aproximadamente 100% de R-(-)-linalol puro, enquanto 

ramos pequenos contém 5–28% de S-(+)-linalol, atingindo 85% nas folhas (CHANTRAINE; 

DHÉNIN; MORETTI, 2009). Já outras plantas como Ocimum americanum (R-(-)-linalol) e L. 

alba (S-(+)-linalol) produzem apenas uma das formas enantioméricas (SILVA et al., 2017). 

 

Figura 2 – Estrutura química de S-(+)-linalol (esquerda) e R-(-)-linalol (direita). 

 

 

 

Fonte: BIANCHINI (2017b)  

 

O linalol possui muitas atividades farmacológicas comprovadas em mamíferos, com 

destaque às atividades ansiolítica, sedativa, anticonvulsivante e analgésica. A modulação na 
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transmissão glutamatérgica é considerada um dos principais mecanismos associados ao efeito 

depressor no SNS, enquanto a ação sobre receptores opioides está relacionada à atividade 

analgésica (APROTOSOAIE et al., 2014; CHENG; SHEEN; CHANG, 2015; ELISABETSKY; 

BRUM; SOUZA, 1999; KATSUYAMA et al., 2015; LINCK et al., 2009; SOUSA et al., 2010). 

Em humanos, OEs contendo linalol como composto majoritário e/ou linalol isolado 

proporcionam ação sedativa e ansiolítica após tratamento com aromaterapia (KOOMHIN et al., 

2020; OTA et al., 2017).  

O interesse pelo S-(+)-linalol em nosso grupo de pesquisa surgiu a partir de estudos que 

comprovaram o efeito sedativo e anestésico em espécies aquáticas do OE de L. alba  contendo 

S-(+)-linalol como constituinte majoritário (CUNHA et al., 2010; HELDWEIN et al., 2012).  

Posteriormente, as atividades sedativa e anestésica de S-(+)-linalol e de R-(-)-linalol foram 

comprovadas em jundiá (HELDWEIN et al., 2014; SILVA et al., 2017). Mais recentemente, a 

mistura racêmica de linalol (R-S-(±)-linalol) foi descrita como anestésica em carpa comum e 

tambaqui (BALDISSEROTTO et al., 2018; MIRGHAED; GHELICHPOUR; HOSEINI, 2016). 

Apesar de ambos enantiômeros apresentarem efeito sedativo/anestésico no jundiá, optamos por 

continuar esse trabalho com o S-(+)-linalol, pois os efeitos benéficos do OE de L. alba  contendo 

S-(+)-linalol são bem conhecidos na aquicultura (BANDEIRA JUNIOR et al., 2018a; 

BATISTA et al., 2018; SACCOL et al., 2013; SOUZA et al., 2018a; VEECK et al., 2018). 

Dados recentemente publicados sugerem que o linalol (mistura racêmica) alterou a atividade de 

enzimas (ALT e AST) e proteínas plasmáticas logo após anestesia (YOUSEFI et al., 2018), 

além de provocar aumento dos níveis de cortisol, glicose e estresse oxidativo (YOUSEFI et al., 

2019) quando comparado ao eugenol e citronelal.  Contudo a falta de dados e comparação com 

grupos controles (basal e sem anestésico) impede maiores interpretação desses dados.  

 

2.7.1 Farmacocinética de linalol 

 

Até o momento não se tem conhecimento da farmacocinética de nenhum dos 

enantiômeros de linalol em peixes, e em mamíferos as informações são escassas 

(APROTOSOAIE et al., 2014).  Sabe-se que em humanos o R-S-(±)-linalol foi detectado no 

sangue 5 min após massagem por 10 min com OE de lavanda (Lavendula angustifolia, 24.79% 

de R-S-(±)-linalol) na região do estômago (JAGER et al., 1992). A aplicação dérmica de R-(-)-

linalol também resultou em níveis sanguíneos detectáveis após 15 min (FRIEDL et al., 2010). 

Esses resultados corroboram o estudo de Cal e Sznitowska (2003), que descrevem a boa 

absorção cutânea de R-S-(±)-linalol em estudo in vitro com pele de humanos. No estudo de 
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Friedl et al. (2010) verificou-se também a rápida absorção de R-(-)-linalol por via inalatória em 

humanos, a qual também é associada à lipossolubilidade do linalol, pois facilita a difusão nos 

alvéolos (RANG et al., 2016). Em nenhum destes estudos foi mencionada a presença de 

metabólitos de linalol no plasma/sangue.   

 Em ratos após administração oral de R-S-(±)-linalol (500mg/kg) cerca de 23 e 25% da 

dose administrada foi excretada pela respiração e via hepatobiliar, sendo que na bile foi 

identificado apenas linalol na forma de metabólitos conjugados com ácido glicurônico. Isso é 

um indício que o R-S-(±)-linalol passa por metabolização hepática (PARKE; RAHMAN; 

WALKER, 1974). Reforçando essa hipótese, a presença de metabólitos conjugados na urina de 

ratos após administração via oral foi confirmada por Chadha and Madyastha (1984). Além 

disso, em estudo in vitro com microssomas hepáticos foram identificados metabólitos de R-S-

(±)-linalol (óxido furanoide-linalol, diidrolinalol, óxido piranóide-linalol e 8-hidroxilinalol) 

após reação com as enzimas CYP2D6 e CYP2C19 (MEESTERS; DUISKEN; HOLLENDER, 

2007). 

Ao final de um período amostral de 72 horas após administração oral de R-S-(±)-linalol, 

cerca de apenas 3% do linalol permaneceu nos tecidos (fígado 0,5%, intestino 0,6%, pele 0,8% 

e músculo 1,2%). Os autores concluíram que a rápida excreção do linalol e seus metabólitos 

não sugere risco de acúmulo nos tecidos em caso de exposição prolongada (PARKE; 

RAHMAN; WALKER, 1974). Já outro estudo mais recente descreve que o R-S-(±)-linalol após 

administração por via oral em ratos (300mg/kg) possui menor biodisponibilidade comparada a 

uma formulação de linalol em sistema nanoestruturado, o que seria devido a menor solubilidade 

no TGI. Independentemente da formulação, o R-S-(±)-linalol apresentou T1/2β menores que 2 

horas, indicando também rápida eliminação (SHI et al., 2016).  

Essas informações sobre a farmacocinética de linalol em roedores e humanos, 

especialmente no que se refere a sua eliminação, são bons indícios que o S-(+)-linalol pode ter 

um perfil farmacocinético adequado em peixes quando administrado por banho de imersão. 

Além disso, o linalol é um fitoquímico bem tolerado por humanos, pois está presente em OEs 

utilizados em aromaterapia, em cosméticos, produtos de perfumaria e em alimentos como 

agente flavorizante (APROTOSOAIE et al., 2014). O linalol também não oferece risco de 

bioacumulação no meio ambiente, pois é prontamente biodegradado em meio aquático, solo ou 

sedimentos (OECD, 2002). Esses fatores, somado à inexistência de dados sobre a 

farmacocinética de S-(+)-linalol em peixes, e o bom desempenho como sedativo e anestésico 

em jundiás (BIANCHINI et al., 2017a; HELDWEIN et al., 2014; SILVA et al., 2017), reforça 

a necessidade de estudos farmacocinéticos com este fitoquímico.  
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3  MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.1 ISOLAMENTO DE S-(+)-LINALOL 

 

O S-(+)-linalol foi isolado do óleo essencial de L. alba (Mill.) N.E. Brown fornecido 

pelo Campus do CESNORS em Frederico Westphalen. Para isolar o S-(+)-linalol do OE foi 

utilizada cromatografia em coluna (CC) com sílica gel 60 (malha 230-400; Merck, Darmstadt, 

Alemanha) como fase estacionária e hexano:acetona (98:2  v/v) como fase móvel. Para 

obtenção de quantidade suficiente de S-(+)-linalol para todos os protocolos experimentais foram 

realizadas diferentes CC conforme descrito na metodologia de cada artigo (ver mais detalhes). 

As frações obtidas nas CC foram agrupadas conforme perfil cromatográfico revelado através 

de cromatografia em camada delgada (CCD). Após, as mesmas foram concentradas sobre 

pressão reduzida (40 °C) e caracterizadas por cromatografia gasosa acoplada à espectrometria 

de massa (CG-EM). 

 A cromatografia foi realizada utilizando um cromatógrafo a gás (Agilent 7890A, 

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) acoplado a um detector seletivo de massa 5975C 

operado no modo de ionização de elétrons a 70 eV e uma coluna capilar de sílica fundido não 

polar DB5-MS (5% de fenil, 95% de metilsiloxano; 30 m × 0,25 mm, espessura de película de 

0,25 μm). O hélio foi utilizado como gás de arraste a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min, com 

temperatura do injetor, detector e interface definida para 250° C e a temperatura auxiliar 

definida para 280°C. A temperatura do forno foi mantida a 40° C por 4 min e depois aumentada 

a 4° C /min para 320° C. Soluções de amostra de 2 μL (2:1000 em hexano, v/v) foram injetadas 

no modo “split inlet” (proporção 1:50).  

O índice de retenção de Kovats foi calculado usando uma série homóloga de C7–C40n- 

alcanos injetados nas mesmas condições que as amostras. O composto S-(+)-linalol foi 

identificado por comparação de espectros de massa e índice de retenção de Kovats com dados 

da Biblioteca Espectral de Massa do Instituto Nacional de Padrões e Tecnologia (NIST, 2008) 

e segundo Adams (2009). A pureza do composto foi estimada através da integração da área do 

pico obtida a partir do cromatograma da amostra. 

 

3.2 ANIMAIS 

  

 Os jundiás foram obtidos em uma piscicultura local (Arroio Grande, Santa Maria, 

Brasil) e transportados para o Laboratório de Fisiologia do Peixe da Universidade Federal de 
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Santa Maria (UFSM) para aclimatação em tanques de 250L em um sistema de recirculação de 

água com filtros de carvão ativados.  

Os parâmetros de qualidade de água, oxigênio dissolvido, temperatura, pH, amônia total 

e nitrito foram monitorados diariamente a fim de mantê-los nas condições adequadas para a 

espécie (Tabela 2). Quando necessário foi promovida a troca parcial da água dos reservatórios. 

Os animais foram alimentados até a saciedade com ração comercial (42% de proteína bruta; 

Supra-Alisul Alimentos®, Cruz Alta, Brasil) uma vez ao dia e mantidos em jejum 24 horas 

antes dos experimentos. O protocolo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Bem-Estar Animal 

da UFSM (número 8623130318). 

 

Tabela 2 – Parâmetros de qualidade de água na aclimatação de jundiás (Rhamdia quelen) (média 

± erro padrão).  

Parâmetros 
Experimentos 

I II 

Oxigênio dissolvido (mg/L) 8,02 ± 0,10 7,78 ± 0,09 

Temperatura (°C) 22,60 ± 0,33 21,80 ± 0,28 

pH 7,31 ± 0,21 7,43 ± 0,13 

Amônia total (mg/L) 0,35 ± 0,03 0,29 ± 0,06 

Nitrito (mg/L) 0,20 ± 0,0007 0,25 ± 0,003 

 

 

3.3 EXPERIMENTO I 

 

3.3.1 Indução anestésica  

  

Os jundiás (n = 78) foram expostos a um banho de imersão com 153 mg/L de S-(+)- 

linalol (densidade: 0,85 g/mL) previamente dissolvido em etanol a 95% (1:10) por no máximo 

30 minutos. Essa concentração de S-(+)-linalol é equivalente a 180 µL/L e foi estabelecida 

como anestésica para espécie em estudo anterior (HELDWEIN et al., 2014). O tempo máximo 

de 30 minutos de exposição foi determinado a partir de um teste piloto onde se verificou que 

100% dos animais recuperaram-se da anestesia após exposição ao S-(+)-linalol por esse 

período. Após os 30 min de exposição os animais foram colocados em aquários sem anestésico 

para recuperação. 
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Antes das amostragens o estágio anestésico de cada animal foi verificado de acordo com 

o protocolo adaptado de Gomes et al. (2011), conforme descrito na Tabela 3. 

 

Tabela 3 – Estágios de indução anestésica  

Estágio (S) Comportamento observado 

S2 Perda parcial de equilíbrio e ausência de reação a estímulos externos*. 

S3a Perda total de equilíbrio, mas o peixe ainda manter a natação lateral. 

S3b Perda total de equilíbrio e capacidade de nado, mas o peixe ainda 

responde à pressão sobre o pedúnculo caudal com bastão de vidro. 

S4 

 

Anestesia profunda, os peixes ficam imóveis e não respondem à 

pressão sobre o pedúnculo caudal com bastão de vidro. 

 * estímulo externo: batida com bastão de vidro no fundo do aquário. 

 

Os animais foram considerados recuperados ao demonstrarem capacidade normal de 

natação e equilíbrio, e também ao respondem à estimulação com bastão de vidro no fundo do 

aquário.  

 

3.3.2 Coleta de sangue e tecidos 

  

As coletas (n =6 por tempo, cada peixe foi amostrado uma única vez) foram realizadas 

em diferentes tempos após o início da exposição ao S-(+)-linalol. Portanto, foram realizadas 

coletas em animais que ainda estavam no anestésico (intervalos de tempos até 0,5 horas) e em 

animais que estavam em recuperação (de 0,5 até 24 h).  Em 0,03, 0,16, 0,33, 0,50, 0,66, 0,83, 

1, 1,50, 2, e 4 h foram coletadas amostras de sangue com seringas heparinizadas por punção do 

pedúnculo caudal. Posterior à eutanásia por secção na medula espinhal foram amostrados os 

cérebros (no mesmo tempo que o sangue) e os demais tecidos (cérebro, rim, fígado, brânquias 

e músculo) em 0,03, 0,5, 1, 1,5, 2, 4, 8, 12 e 24 h após o início da indução anestésica com S-

(+)-linalol. 

Para obtenção do plasma o sangue foi centrifugado (Centrífuga 206-BL, Fanem®, São 

Paulo, Brasil) à 1500 ×g por 10 min. As amostras foram armazenadas em freezer -20 °C (plasma 

e cérebro) e -80 °C (demais tecidos) até a realização das análises cromatográficas. Os resultados 

da quantificação de S-(+)-linalol no plasma e cérebro compõem o artigo 1, enquanto as análises 

nos demais tecidos (rim, fígado, brânquia e músculo) juntamente com as análises da água (ver 

a seguir experimento II) compõem o artigo 2.   
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3.4 EXPERIMENTO II: COLETA DE ÁGUA  

 

 Os animais (n=6) foram anestesiados por 30 min em um aquário contendo S-(+)-linalol 

(153 mg/L). Após esse período de exposição os animais foram mantidos em aquários (6 L) com 

renovação de água por 2 minutos a fim de remover o excesso de S-(+)-linalol presente na  

superfície dos animais. Após, cada animal foi transferido separadamente para outro aquário 

contendo 2L de água e mantidos até o final do experimento (48 h). As amostras de água foram 

coletadas em 0,5, 1,0, 2,0, 6,0, 24,0 e 48,0 h de recuperação. Os tempos de coletas foram 

escolhidos com base em um estudo piloto. Após cada período de coleta a água restante no 

aquário foi completamente renovada. As amostras de água foram armazenadas a -20 ° C até 

extração e análise cromatográfica. Como a água foi renovada a cada coleta (para diminuir a 

perda para o meio ambiente) os valores finais em cada tempo de coleta são resultado da soma 

com os valores obtidos nas amostras anteriores.  Estes resultados então foram aplicados a 

seguinte equação: ExLin = ([Lin] × V)/(T × W), em que: [Lin] é a concentração de S-(+)-linalol 

na água em cada tempo de amostragem; V é o volume de água em litros (V = 2L); e T é o tempo 

de excreção em horas, adaptado de Gonzalez et al. (1998). A excreção de S-(+)-linalol na água 

foi expressa em mg/kg h. 

 

3.5 EXTRAÇÃO DE S-(+)-LINALOL DAS AMOSTRAS 

 

3.5.1 Plasma e cérebro  

 

Para extração de S-(+)-linalol 1 mL de hexano (grau analítico) foi adicionado em 500 

μL de plasma e agitados em vórtex. Após, as amostras foram deixadas em repouso até a 

separação espontânea das fases. O sobrenadante (hexano) foi então filtrado através de uma 

membrana de politetrafluoretileno (PTFE, 0,45 μm) e 1 mg/mL de timol (densidade = 0,96 

g/mL, pureza de 98%; Sigma – Aldrich, São Paulo, Brasil) foi adicionado como padrão interno.  

O tecido cerebral (total) foi pesado e homogeneizado (com auxílio de um pistilo de 

vidro) com 1,5 mL de metanol a 90%, e após, centrifugado a 16.000×g em centrifuga 

refrigerada (Centrifuga 5427R, Eppendorf®, EUA) à -4°C por 15 min. O sobrenadante 

resultante foi retirado, e o processo citado anteriormente foi repetido mais uma vez com a adição 

de 500 μL de metanol.  Após esses processos os sobrenadantes resultantes das duas extrações 

foram misturados e centrifugados novamente para remover qualquer resíduo de tecido. 
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Posteriormente, 1,6 mL de hexano foi adicionado à solução de metanol contendo o S-(+)-linalol 

extraído do tecido. A amostra foi então centrifugada a 1300×g por 5 min a -4 ° C e a fase 

hexânica foi filtrada em membrana PTFE. Ao final, foi adicionado o padrão interno ao filtrado 

(0,5 mg/mL de timol). 

  

3.5.2 Demais tecidos (rim, fígado, brânquias e músculo) 

 

Os tecidos (300 mg) foram homogeneizados (homogeneizador, Dremel 4000®) com 500 

µL de metanol 90% (rim e fígado) ou 500 µL de solução salina à 0,9 % (brânquias e musculo. 

As soluções utilizadas para homogeneização dos tecidos foram escolhidas de acordo com os 

resultados obtidos nos testes pilotos das curvas de calibração. Após homogeneização foi 

adicionado 1 mL de hexano (grau analítico) e as amostras foram agitadas em vórtex (30 s) e 

centrifugadas à 10,000 × g (15000R centrifuga, Cientec®, BR) at −4 °C for 5 min. O 

sobrenadante (hexano) foi removido e o processo de centrifugação repetido com a adição de 

500 µL de hexano. Ambos os sobrenadantes foram agrupados, filtrados com membrana PTFE 

e 50 µg/mL de timol (padrão interno) foi adicionado às amostras como padrão interno.  

 

3.5.3 Água 

  

Para extração de S-(+)-linalol da água de recuperação foi adicionado 1 mL de hexano 

(grau analítico) a 2 mL de água. Após, as amostras foram agitadas (30 s) e deixadas em repouso 

para separação espontânea das fases. O sobrenadante (hexano) resultante foi filtrado em 

membrana PTFE e uma fração (500 μL) acrescida de padrão interno (timol 500 μg/mL) foi 

submetida à análise cromatográfica.  

 

3.5.4 Validação dos métodos de extração  

  

As técnicas de extração foram previamente validadas através de curvas analíticas de 

calibração (em triplicatas). Para isto, amostras das diferentes matrizes (plasma, tecidos ou água) 

foram fortificadas com concentrações conhecidas de S-(+)-linalol e padrão interno (timol). As 

mesmas foram submetidas aos processos de extração descritos acima para cada tipo de amostras 

(matriz). A curva analítica foi determinada pelo método de regressão linear e validada de acordo 

com seu coeficiente de correlação (r²).    



36 

 

3.6 QUANTIFICAÇÃO DE S-(+)-LINALOL 

 

As análises quantitativas das curvas analíticas e das amostras experimentais foram 

realizadas por cromatografia gasosa com detector de ionização de chama (CG–DIC) de acordo 

com as especificações técnicas descritas no artigo 1. 

 

3.7 PARÂMETROS FARMACOCINÉTICOS 

 

Os parâmetros farmacocinéticos do S-(+)-linalol no plasma foram calculados usando 

métodos não compartimentais conforme descrito em Storpirtis et al., (2011). A constante de 

eliminação (Kel) foi obtida a partir da inclinação da fase terminal da curva de concentração 

versus o tempo (semi-logarítmico). A meia-vida terminal (T1/2β) foi calculada usando a seguinte 

equação: T1/2β = 0,693/Kel. A área sob a curva do tempo 0 até o último tempo de amostragem 

(ASC0 – t) foi calculada usando o método trapezoidal linear. Após a obtenção do parâmetro 

ASC0–t, a área sob a curva de 0 ao infinito (AUC 0–∞) foi estimada pela seguinte equação: AUC0–

∞ = AUC0-t  + Cfinal/Kel. A concentração máxima (Cmáx) e o tempo máximo (Tmáx) foram obtidos 

diretamente da curva de concentração.  

 

3.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram apresentados como média ± EPM (erro padrão da média) ou 

porcentagem. A homocedasticidade das variâncias dos dados foi avaliada por teste de Levene 

ou Kolmogorov–Smirnov. Dados paramétricos foram então submetidos à análise por ANOVA 

seguido de análises post-hoc utilizando o teste Tukey. Para dados não paramétricos utilizou-se 

o teste de Kruskal–Wallis com análise post-hoc pelo teste de Dunn. Os testes estatísticos e a 

elaboração das figuras gráficas foram realizados no software GraphPad Prism versão 6.0 (San 

Diego, CA, EUA). O nível mínimo de significância para todas as análises foi estabelecido em 

p <0,05.  
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4  ARTIGOS CIENTÍFICOS 

 

A presente tese é constituída de dois artigos. O primeiro artigo intitulado 

“Pharmacokinetics of S-(+)-linalool in silver catfish (Rhamdia quelen) after immersion 

bath: An anesthetic for aquaculture” foi publicado no periódico “Aquaculture” (QUALIS- 

B2, Ciências biológicas II) e contempla os parâmetros farmacocinéticos de S-(+)-linalol no 

plasma e cérebro de jundiás.  

O segundo artigo intitulado “Tissue distribution and elimination of S-(+)-linalool in 

silver catfish (Rhamdia quelen)” foi publicado no mesmo periódico e traz os dados 

relacionados à distribuição de S-(+)-linalol nos demais tecidos (fígado, rim, brânquia, músculo), 

os parâmetros farmacocinéticos e também a excreção de S-(+)-linalol na água. 
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4.1 ARTIGO 1 
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4.2 ARTIGO 2 
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5 DISCUSSÃO GERAL 

 

 Esta tese contempla as primeiras informações sobre a farmacocinética do S-(+)-linalol 

em uma espécie de peixe. O conhecimento do comportamento farmacocinético é necessário 

para ampliar a probabilidade de sucesso terapêutico, bem como diminuir a ocorrência de efeitos 

adversos dos fármacos no organismo (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).  Além 

destes aspectos, as modelagens farmacocinéticas são ferramentas importantes na aquicultura, 

visto que auxiliam na estimativa dos tempos de retirada, necessários em produtos de uso 

veterinário aplicados em animais destinados ao consumo (HUANG et al., 2019; YANG et al., 

2020). A aquicultura abrange o cultivo de grande diversidade de espécies as quais compartilham 

de acentuadas variações anatômicas, fisiológicas e de habitat, por isso pesquisas com 

abordagens farmacocinética desenvolvidas com diferentes espécies e fármacos usados na 

aquicultura são necessárias para caracterizar as variabilidades inter-espécies (GAUNT et al., 

2013; REN; PAN; WANG, 2016; ROSA et al., 2019). Outra problemática é o número limitado 

de fármacos aprovados para uso em aquicultura, o que justifica principalmente estudos com 

novas moléculas. Neste cenário, a pesquisa descrita nesta tese contribui diretamente com o 

avanço da aquicultura. 

 Na administração de anestésicos em peixes (e animais de respiração branquial) por 

banho de imersão a concentração absorvida depende, principalmente, do regime de exposição 

adotado, ou seja, tempo de exposição e concentração do anestésico. Considerando uma cinética 

linear, onde a eliminação do fármaco (em dose/concentração terapêutica) é diretamente 

proporcional à quantidade disponível no organismo, diferenças nos regimes de exposição não 

alteram a cinética de eliminação (FAN; LANNOY, 2014). Em contrapartida, a concentração 

residual absoluta no plasma e tecidos pode ser afetada (MEINERTZ et al., 2014b).  Portanto, a 

fim de coletar informações mais abrangentes sobre a farmacocinética do S-(+)-linalol foi 

utilizado um regime de exposição mais longo que o tempo de anestesia (estágio S4). O tempo 

médio de anestesia do S-(+)-linalol (153 mg/L) em jundiás é de 11,8 min  (HELDWEIN et al., 

2014), mas neste estudo o S-(+)-linalol se mostrou seguro (sem mortalidade) com exposição até 

30 minutos em concentração anestésica. Todavia, uma concentração para manutenção da 

anestesia por S-(+)-linalol deve ser definida em estudos futuros, bem como a avaliação de 

protocolos anestésicos em demais espécies de peixes a fim de verificar o regime de exposição 

mais adequado. 

Segundo os dados presentes no artigo 1, o S-(+)-linalol é rapidamente absorvido por 

banho de imersão, com concentração média plasmática de 62,97 µg/mL nos primeiros minutos 
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de exposição.  Além disso, a Cmáx plasmática (129.33 μg/mL) chegou muito próxima à 

concentração inicial (153 µg/mL) de S-(+)-linalol no meio externo. A rápida absorção é 

característica comum em anestésicos administrados por banho de imersão (GOMUŁKA et al., 

2015; HANSEN; NYMOEN; HORSBERG, 2003; ODA et al., 2018). Por esta via as brânquias 

são a principal forma de entrada dos fármacos na circulação sistêmica (ROSS; ROSS, 2008). 

Além das brânquias serem especializadas na troca de substâncias entre os meios, o transporte 

eficaz entre a água e o sangue depende das características de cada substância. Considerando a 

absorção por difusão através das brânquias, a lipofilicidade (log P = 2,75) e baixo peso 

molecular (154,25 g/mol) do S-(+)-linalol certamente contribuem para sua absorção, pois são 

diretamente proporcionais à taxa de difusão branquial (BELSITO et al., 2008; ZAHL; 

SAMUELSEN; KIESSLING, 2012).  

A distribuição do S-(+)-linalol aos principais tecidos (rim, cérebro e fígado) foi tão 

eficiente quão sua absorção, o que já era esperado uma vez que estes são órgãos bem 

perfundidos. O tecido renal e o fígado normalmente são os órgãos que recebem maiores 

concentrações de fármacos (CHEN et al., 2019). Esse perfil também foi verificado para o MS-

222 em uma espécie de tubarão (Squalus acanthias) após administração intravenosa 

(STENGER; MAREN, 1974) e para o eugenol em carpa capim (Ctenopharyngodon idella) após 

banho de imersão em simulação de transporte (ZHAO et al., 2017). No tecido cerebral, onde 

grande parte dos fármacos têm acesso limitado pela barreira hematoencefálica (BHE) 

(ZEIADEH et al., 2018), o S-(+)-linalol apresentou concentrações próximas ao plasma durante 

a exposição, com exceção dos 30 min (0,5 h) apenas. Esses dados demostram que a distribuição 

do S-(+)-linalol ao tecido cerebral não é limitada pela BHE, e corrobora a hipótese de anestesia 

por mecanismo central.  

 Na contramão à concentração plasmática, houve decréscimo de S-(+)-linalol no cérebro 

após 20 min de exposição. Este achado se correlaciona com a manutenção da anestesia e 

ausência de mortalidade, mesmo com a permanência dos animais por um tempo prolongado. 

No período posterior à Cmáx o processo de eliminação é maior que o de absorção (STORPIRTIS 

et al., 2011). Neste caso, o S-(+)-linalol pode ter sido eliminado do cérebro por um mecanismo 

de transporte ativo. Os transportadores de efluxo são conhecidos por removerem eficientemente 

xenobióticos do sistema nervoso central de mamíferos (LÖSCHER; POTSCHKA, 2005) e 

peixes (KENNEDY; TIERNEY; MITTELSTADT, 2014; LUCKENBACH; FISCHER; 

STURM, 2014) como mecanismo neuroprotetor. Hipoteticamente, esse mecanismo celular 

pode ter contribuído para o decréscimo de S-(+)-linalol no cérebro durante a exposição.   
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No primeiro estudo (artigo 1) o S-(+)-linalol apresentou rápida eliminação no plasma 

(T1/2β 1,36 h), enquanto uma maior afinidade pelo tecido cerebral resultou em T1/2β de 57,27 h.  

Apesar de T1/2 plasmáticas menores que 12 h representarem baixo risco de acúmulo de fármacos 

(TOUTAIN; BOUSTQUET-MELOU, 2004d), a cinética do S-(+)-linalol no cérebro indica 

concentrações residuais neste tecido por um período mais prolongado. No entanto, essa 

concentração residual (em torno de 55 µg/g) não foi suficiente para manter a anestesia. 

Devemos salientar que a avaliação dos estágios anestésicos e recuperação dos animais é 

realizada de acordo com a percepção visual dos avaliadores (GOMES; CHAVES; BECKER, 

2011). Neste caso, não podemos descartar possível efeito ansiolítico devido à concentração 

residual existente no tecido. Em jundiá e peixe-zebra (Danio rerio) expostos à concentração 

sub-anestésica de L. alba (81.64% de S-(+)-linalol) foi verificado um efeito ansiolítico do OE 

em ambas espécies através de software de monitoramento de vídeo ANY-mase® (BANDEIRA 

JUNIOR et al., 2018). Portanto, estudos futuros são necessários para avaliar a existência ou não 

de um efeito ansiolítico, bem como sua duração, para então, podermos discutir e averiguar seus 

benefícios e/ou malefícios.    

O músculo foi o segundo tecido onde o S-(+)-linalol apresentou maior T1/2β (11,04 h). 

Esse resultado assemelha-se ao encontrado para o eugenol na carpa capim em um ambiente de 

transporte simulado (10,27 h) (ZHAO et al., 2017). Por ser o tecido comestível, a depleção de 

resíduos de fármacos no músculo é um dos pontos relevantes de estudos farmacocinéticos em 

peixes, pois a velocidade deste processo influencia o período de carência necessário antes do 

abate para consumo humano (XU et al., 2020; YANG et al., 2020). No entanto, o período de 

carência depende de outras variáveis como a concentração residual presente no tecido, valor do 

LMR e a IDA da substância (EMA, 2011). Como discutido no artigo 2, os dados deste estudo 

não são suficientes para estimar o período de carência do S-(+)-linalol no jundiá, principalmente 

pela inexistência de um LMR  pré-estabelecido. No entanto, com base em critérios utilizados 

pela EMA, as concentrações de S-(+)-linalol são inferiores à IDA (500 µg/kg de peso corporal) 

estabelecida para linalol (como aditivo alimentar) (JECFA, 1998), em qualquer momento da 

anestesia.  Portanto, mesmo que a eliminação do S-(+)-linalol seja mais lenta no músculo do 

que em outros tecidos e no plasma, devemos considerar que a concentração de S-(+)-linalol 

distribuída ao músculo foi menor e dentro dos limites da IDA. Por fim, uma questão que deve 

ainda ser investigada é se este residual poderia alterar negativamente as características 

sensoriais do filé.  A anestesia com 300 µL/L de OE de L. alba não causou alteração no sabor 
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e odor de filés de jundiás (CUNHA et al., 2010), portanto, suponhamos que o mesmo ocorra 

com o S-(+)-linalol.   

Com a quantificação do S-(+)-linalol na água foi possível averiguar que a taxa de 

excreção nos jundiás decaiu rapidamente de 85,10 ± 9,83 à 22,67 ± 2,10 mg/kg h nas primeiras 

duas horas de recuperação. A excreção de S-(+)-linalol na água neste período compreende à 

68% do total excretado ao longo das 24 h. Esses resultados corroboram o perfil de eliminação 

nos tecidos e plasma em que foi observado rápido decaimento das concentrações nos primeiros 

momentos de recuperação. A participação de cada via excretora (branquial e renal, 

principalmente) é desconhecida, pois não foi possível avaliá-las separadamente. Pela curva de 

concentração e os parâmetros farmacocinéticos percebe-se que o rim é o tecido com maior 

distribuição de S-(+)-linalol. Porém, em Squalus acanthias a concentração de MS-222 no rim 

após 60 min da administração foi 14 vezes maior que nas brânquias, e mesmo assim, a excreção 

branquial ocorreu com 95% da dose nas primeiras 2 horas (STENGER; MAREN, 1974). Além 

disso, substâncias lipofílicas sofrem significativa reabsorção nos túbulos renais, com isso, 

apenas metabólitos mais polares sofrem excreção significativa por esta via, enquanto moléculas 

apolares são excretadas mais facilmente pelas brânquias (MEINERTZ; GINGERICH; ALLEN, 

1991).  

Por fim, apesar desta tese comtemplar informações importantes para o norteamento do 

uso de S-(+)-linalol em peixes, é necessário a continuidade de pesquisas farmacológicas com 

esta molécula. O processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de fármacos é 

demasiadamente complexo e de alto custo, e por isso demanda, primeiramente, do interesse por 

parte das indústrias farmacêuticas do setor veterinário (DE LA TORRE; ALBERICIO, 2019). 

Para isso, o custo de produção é algo que deve ser considerado. Por ser muito utilizada na 

indústria de perfumaria e na alimentícia, a mistura racêmica de linalol é um produto bem 

acessível, o que facilitaria sua obtenção (APROTOSOAIE et al., 2014; OECD, 2002). Contudo, 

neste caso o processo de separação dos enantiômeros é necessário.  O S-(+)-linalol está presente 

em grandes proporções em OEs como o de L. alba  ( 46 – 87%)  (AYDIN; BARBAS, 2020) e 

Coriandrum sativum (± 62 %) (ÖZEK et al., 2010), por isso também pode ser obtido de fontes 

naturais.  

O S-(+)-linalol possui outras características favoráveis para uso em aquicultura que 

podem elevar o interesse da indústria. Por ser um produto aprovado para uso como aditivo 

alimentar existem informações de toxicologia já conhecidas em humanos sobre o linalol e seus 

enantiômeros. Eles são considerados de baixa toxicidade, não sensibilizadores (baixa incidência 

em desenvolver reação alérgica), não mutagênicos, não carcinogênicos e sem tendência à 
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bioacumulação em tecidos humanos. Além disso, não oferecem risco de bioacumulação 

ambiental, pois sofrem rápida biodegradação em meio aquático, solo e na atmosfera (OECD, 

2002). Todos esses fatores refletem positivamente na segurança do manipulador e consumidor 

final, além de fornecer uma opção de anestésico com menor impacto ambiental.   
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6 CONCLUSÃO 

  

Nesta pesquisa verificou-se que o S-(+)-linalol é rapidamente absorvido quando 

administrado por banho de imersão, com concentrações significativas no plasma nos primeiros 

momentos de exposição.  Do mesmo modo, após absorção o S-(+)-linalol é prontamente 

distribuído, sendo detectado e quantificado em todos os tecidos analisados desde os primeiros 

instantes da anestesia. O rim foi o tecido com maior Cmáx de S-(+)-linalol ao final da anestesia. 

Além disto, concentrações cerebrais de S-(+)-linalol próximas às plasmáticas indicam sua 

facilidade em transpor a BHE e corroboram sua atividade sedativa e anestésica na espécie. De 

acordo com a T1/2β plasmática, o S-(+)-linalol tem eliminação rápida no plasma, mas a T1/2β 

estimada para o cérebro indica eliminação mais lenta neste tecido, apesar destas concentrações 

residuais não terem interferido na recuperação da anestesia que ocorre até 10 min. Segundo a 

T1/2β, no músculo, a eliminação de S-(+)-linalol é mais lenta que no plasma e em outros tecidos, 

com exceção do cérebro. Em contrapartida o tecido muscular foi o que apresentou as menores 

concentrações de S-(+)-linalol ao longo da anestesia e no período de recuperação.  Neste 

aspecto, identificamos que a ingestão deste tecido (300 g/pessoa de 60 kg, padrões EMA para 

estimativa de LMR) em qualquer momento, durante ou após anestesia, resultaria em uma 

ingestão inferior à IDA (500 μg/kg pc) estabelecida para o linalol e seus anantiômeros (S-(+) e 

R-(-)-linalol) como aditivo alimentar. Não foram encontrados metabólitos voláteis em 

concentrações quantificáveis pelo método cromatográfico em nenhuma das amostras 

analisadas. Referente à excreção, constatou-se que grande parte do S-(+)-linalol, 68%, é 

excretado nas primeiras 2 horas de recuperação, corroborando as concentrações teciduais e 

plasmáticas.  Por fim, estes primeiros dados farmacocinéticos de S-(+)-linalol em uma espécie 

de peixe corroboram a hipótese que este fitoquímico possui grande potencial para futura 

aplicação em aquicultura como sedativo e anestésico. Ainda assim, por se tratar de resultados 

inéditos, outras inúmeras dúvidas surgem e com elas a necessidade de continuidade de estudos 

a fim de garantir a eficácia e segurança noutras espécies bem como a segurança dos 

consumidores.  
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