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RESUMO

As praticas de manejo frequentes no sistema de produgédo, sdo estimulos estressores
quando ha a quebra da homeostase. Altos niveis de estresse na criagdo de peixes
sao uma ameaca relevante, no entanto o uso de anestésicos é uma alternativa. Além
dos sintéticos, os anestésicos de origem natural tiveram eficacia comprovada na
reducdo de respostas de estresse. Porém os mecanismos de agao e as vias no
organismo dos peixes sao pouco avaliadas. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil
farmacocinético do 6leo essencial (OE) de manjericao (Ocimum basilicum) em juvenis
de tambaqui (Colossoma macropomum). No ensaio | foi avaliada a indu¢ao anestésica
nos juvenis (119,9 + 9,2 g) expostos a 800 uL L' de OE por 10 min seguido de coleta
de sangue, musculo e tecido cerebral apos 2, 4, 6, 8 e 10 min para determinar o tempo
de absorgao e distribuicdo do metil chavicol e linalol compostos majoritarios do OE; a
concentragao de lactato e aménia na musculatura; e os niveis plasmaticos de lactato,
cloreto, aménia e calcio total. No ensaio Il, a indugéo anestésica ocorreu no mesmo
tempo e concentragcédo, as coletas de sangue, musculo e tecido cerebral foram
realizadas nos tempos 0.0, 0.5, 1.0, 3.0 e 6.0h para quantificar a eliminagao de metil
chavicol e linalol, além da avaliagdo histologica das branquias, figado e bago. No
ensaio |, a absorgao e distribuicido de ambos os compostos foi rapida, pois foram
identificados no plasma, musculo e cérebro desde os 2 min, com concentragdes
maximas em até 6 min. No ensaio Il, a meia vida nos trés tecidos foram de 0.30, 1.59
e 0.69h para o metil chavicol e 0.46, 0.32 e 0.33h para o linalol, que sao considerados
valores baixos. As lesdes histolégicas observadas nas branquias de 0 a 3h foram
reversiveis, apds 6 h de indugao anestésica o érgéo havia se recuperado, no figado e
no bago nao ocorreram alteragcbes em nenhum dos tempos avaliados. Neste estudo
os resultados bioquimicos e da farmacocinética afirmam que o OE de O. basilicum na
concentragdo de 800 uL L' € um anestésico seguro para o tambaqui, pois inibe
repostas ao estresse, além de ser rapidamente eliminado do organismo do peixe. Os
resultados deste estudo sdo fundamentais para o desenvolvimento de pesquisas com
anestésicos, para que sejam avaliados os parametros farmacocinéticos.

Palavras-chave: Aquicultura, absorcao, depuracao, metil chavicol e linalol.



ABSTRACT

The frequent management practices in the production system are stressful stimuli
when homeostasis is disrupted. High levels of stress in fish farming are a relevant
threat, however the use of anesthetics is an alternative. In addition to synthetic
anesthetics, anesthetics of natural origin have proven effective in reducing stress
responses. However, the mechanisms of action and pathways in the fish organism are
poorly evaluated. This study aimed to evaluate the pharmacokinetic profile of basil
(Ocimum basilicum) essential oil (EO) in juvenile tambaqui (Colossoma
macropomum). In assay |, induction of anesthesia was evaluated in juveniles (119.9 +
9.2 g) exposed to 800 pLL -' EO for 10 min. followed by blood samples, muscle, and
brain tissues were collected at 2, 4, 6, 8, and 10 min for determining the time of
absorption and distribution of methyl chavicol and linalool; the concentrations of lactate
and ammonia in the muscles; and the plasma levels of lactate, chloride, ammonia, and
total calcium. In the second assay, anesthetic induction was performed at the same
time and concentration, and samples were collected at 0.0, 0.5, 1.0, 3.0, and 6.0h. For
quantifying the elimination of methyl chavicol and linalool, the gills, liver, and spleen of
the fish were evaluated. In assay |, the uptake and distribution of both compounds were
rapid, as they were identified in the plasma, muscle, and brain as early as 2 min, with
maximum concentrations attained within 6 min. In assay I, the half-lives in the three
tissues were 0.30, 1.59, and 0.69h for methyl chavicol and 0.46, 0.32, and 0.33h for
linalool, which were considered low values. The lesions observed in the gills from 0 to
3h were reversible because 6 h after induction, the organ had recovered, and no
changes occurred in the liver and spleen. In this study, the biochemical and
pharmacokinetic results affirm that the essential oil of O. basilicum at a concentration
of 800 pL L' is a safe anesthetic for tambaqui, since it inhibits stress responses and it
is rapidly eliminated from fish. The results of this study are fundamental for the
development of research on anesthetics, in order to evaluate pharmacokinetic
parameters

Keywords: Aquaculture, absorption, clearance, methyl chavicol, linalool.
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INTRODUGAO

AQUICULTURA

A aquicultura é uma atividade que tem seus primeiros registros na China e no
Egito antigo com a criagédo de carpas e tilapias. Por definicdo a aquicultura € a criagao
ou cultivo de organismos com ciclo de vida parcial ou totalmente em meio aquético. E
composta pela criagdo de peixes (piscicultura), camardes (carcinocultura), moluscos
(malacocultura) e anfibios (ranicultura), além do cultivo de algas (algicultura). Com o
crescimento populacional e o aumento da procura pela oferta de alimento a
aquicultura é uma alternativa com potencial para suprir essa demanda (FAO, 2020;
SIQUEIRA, 2018).

Nas ultimas décadas a aquicultura € um dos setores de producgao de alimento
gue mais cresce, no ano de 2020 atingiu 88 milhdes de toneladas avaliadas em US$
265 bilhdes (FAO, 2022). Esse crescimento aliado ao desenvolvimento de tecnologias
sustentaveis agregou a aquicultura o termo revolucdo azul (MANSOUR et al., 2022).
A piscicultura foi responsavel por 57,5 milhdes de toneladas em 2020, essa produgao
significativa é resultado do desenvolvimento de tecnologias assim como intensificacéo
no sistema de produgédo, com densidades de estocagem elevada, troca parcial de
agua, mecanizagao e praticas de manejo mais frequentes (FAO, 2022; NEGM et al.,
2021).

Para a manutencdo da homeostase e bem estar dos peixes, € fundamental
que seja mantido o equilibrio dos fatores: qualidade da agua, captura, biometria,
transporte, nutricdo, densidade de estocagem e temperatura (OLIVA-TELES, 2012;
SANTOS; REZENDE; MORON, 2020; SHOURBELA et al., 2021; SOUZA et al., 2017,
ZHAO et al., 2022). Quando um ou mais desses fatores, quebram esse equilibrio, eles
se tornam um estimulo causador de estresse. O que leva a uma série de respostas
adaptativas e ndo adaptativas, que alteram a condigéo bioldgica, sendo uma ameaca
a saude dos peixes (BARTON, 2002; WENDELAAR-BONGA, 1997).

ESTRESSE EM PEIXES EM SISTEMA DE CRIAGAO

Na aquicultura altos niveis de estresse na criacdo de peixes sdo uma ameacga
relevante, aumentam a suscetibilidade ha doencas, causam alteragcdes nas
caracteristicas organolépticas dos produtos de peixes e mortalidade (ARAUJO et al.,

2022). Ainda assim a piscicultura € um dos setores com maior produc¢ao na aquicultura
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seja para o mercado de ornamentais ou para consumo humano (FAO, 2020). A
intensificagdo no sistema de producgado e as praticas de manejo foram fundamentais
para o crescimento do setor. No entanto, o estado de estresse em peixes foi associado
como resposta a manejos de rotina, principalmente quando n&o s&o seguidas as
recomendagdes técnicas (MARTINS et al., 2013).

O estresse é a condicdo em que o estado de homeostase € ameacgado ou
perturbado apds um ou mais estimulos (estressores) desencadeando uma cascata de
respostas fisiolégicas (IWAMA et al.,, 2004; WENDELAAR-BONGA, 1997). Na
aquicultura em sistemas de criagao intensivo e superintensivo, altas densidades de
estocagem, sistemas de recirculagéo de agua e praticas de manejo sdo caracteristicas
fundamentais para o desenvolvimento da atividade, no entanto elas compdem um
estado de equilibrio sensivel (GOMES et al., 2001; YOGEV; GROSS, 2019).

Quando o equilibrio € quebrado os peixes entram num estado de estresse,
que desencadeia uma série de respostas fisiolégicas com o objetivo de compensar a
demanda energética frente a um estimulo estressor e reestabelecer a homeostase.
Dependendo do grau do estimulo (estressor) e da duragao as respostas de estresse,
séo classificadas em respostas primarias, secundarias e terciarias (BARTON, 2002).

Apos a percepcao do estimulo estressor, o sistema nervoso central pela via
das células cromafins libera as catecolaminas (resposta primaria) que vao levar a uma
diminui¢cdo do glicogénio hepatico e do equilibrio hidromineral; aumento da glicose
plasmatica, do débito cardiaco, do fluxo branquial (resposta secundaria) e diminui¢gao
da funcdo imune (resposta terciaria). Pelo eixo HPI (hipotalamo, pituitaria e inter-renal)
induz a liberagdo de hormdnios corticosteroides - cortisol (resposta primaria),
diminuicdo da proteina muscular, aumento do glicogénio hepatico, equilibrio
hidromineral e acidos graxos livres no plasma (reposta secundaria, diminuicdo de
crescimento reproducao e fungdo imune (resposta terciaria) (BARTON, 2002; OBA;
MARIANO; SANTOS, 2009) figura 1. Essas rotas ativam os processos metabdlicos
para producao de energia complementar, para que o peixe escape ou se ajuste as
novas condigbes (IWAMA et al., 2004). Para peixes, independente do estagio de
desenvolvimento o cortisol plasmatico é o principal indicador de estresse (SILVA et
al.,, 2012; WENDELAAR-BONGA, 1997). No entanto, a exposi¢do a estressores
cronicos por um longo periodo compromete o crescimento, reprodugao e pode levar a
mortalidade (URBINATI; CARNEIRO, 2004).
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Figura 1. Esquema de respostas ao estresse. Adaptado de Barton, (2002) e Oba; Mariano;
Santos, (2009).
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O desenvolvimento de tecnologias e praticas de manejo, nos sistemas de
criacdo de peixes permitiram aumentar a densidade de estocagem em um mesmo
volume de agua, ou seja, maior produgdo (kg) por m3. Por isso altas densidades de
estocagem sdo uma pratica comum na piscicultura. No entanto, quando ndo sao
respeitadas as recomendacbes para cada espécie de peixe e faixa de
desenvolvimento, essa pratica se torna estimulo estressor (FATIMA et al., 2021; JIA
et al., 2022) Tabela 1. Atividades que exigem o manuseio dos peixes sao cada vez
mais frequentes em todas as fases de criagao (alevinagem, recria e engorda). O
manejo de reprodutores, biometrias parciais, avaliagdo sanitaria e transporte sao
algumas dessas praticas (OLIVEIRA et al., 2007). Nesse cenario a captura e biometria
sao fundamentais para o desenvolvimento desses procedimentos, no entanto o ato
captura (perseguicao) retirada do peixe da agua e exposigao ao ar ja foram descritos
como causadores de estresse (HOHLENWERGER et al., 2016; KHANSARI et al.,
2018; MARTINS et al., 2013; NEVES et al., 2022) Tabela 1.

As diferentes fases de criacdo podem ser realizadas dentro de uma mesma

propriedade, no entanto € comum que o produtor de alevinos tenha como foco a
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produgdo e venda dos mesmos, assim como, ha produtores que se dedicam a fase
de recria e engorda (OLIVEIRA et al., 2007). O transporte € uma pratica indispensavel
no sistema de criacdo e na venda dos peixes, seja o transporte alevinos, de juvenis
ou de adultos. Além disso, o transporte de peixes vivos é essencial para entrega de
lotes a frigorificos, para que sejam respeitados periodos antes do abate e
processamento (KUBITZA; ONO, 2005). Embora o transporte seja fundamental ele ja
foi descrito como estimulo estressor (REN et al., 2022) Tabela 1.

O ambiente aquatico € onde ocorre o desenvolvimento de todo o processo de
criacado de peixes, por isso a qualidade dos parametros de agua séo fundamentais
para o sucesso da atividade. O equilibrio de fatores como temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, alcalinidade, dureza e ambnia compdem um ambiente aquatico ideal. No
entanto, estudos comprovaram que quando um ou mais desses fatores quebram esse
equilibrio eles promovem as respostas de estresse (CHEN et al., 2022; KORD et al.,
2022; ZHAO et al., 2020) Tabela 1.

A especificidade dos peixes € um desafio para criagao comercial, pois quando
elementos que compde esse sistema afetam o desempenho dos peixes eles se
tornam estimulos estressores. A ragado desbalanceada; pH, oxigénio dissolvido,
temperatura fora da faixa ideal; altas densidades de estocagem; captura; biometria;
transporte e niveis elevados de aménia na agua ja foram descritos como estimulos
estressores (CHEN et al., 2022; JIA et al., 2022; KORD et al., 2022; LIU et al., 2022;
NEVES et al., 2022; ZOU et al., 2017) Tabela 1.

Algumas das respostas de estresse dos peixes expostos a esses diferentes
manejos incluem: aumento dos niveis plasmaticos de cortisol, glicose, lactato, aménia;
o desbalanceamento dos ions de sddio, cloreto e potassio; a diminuigdo dos niveis de
glicogénio no figado e na musculatura; o aumento da concentracdo de lactato e
amébnia no musculo branco, niveis elevados de amédnia total na agua, taxa de
ventilagdo aumentada (FELIX et al., 2021; GENNOTTE et al., 2012; LIU et al., 2022;
NEVES et al., 2022) Tabela 1.
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Tabela 1. Respostas ao estresse em diferentes espécies de peixes de agua doce, expostos a
diferentes manejos durante as atividades de rotina em piscicultura comercial.

Espécie

Manejo

Resposta

Referéncias

Manuseio de reprodutores

1-cortisol;

Tilapia Captura, extragdo (ovocito); -ovulacio. fecundidade relativa GENNOTTE et al.,

(Oreochromis niloticus) banho 5 g L -' NaCl (30 min). itotal (99) ’ 2012

Tilapia Isolamento (2 dias) l-quantidade e motilidade de MANLICLIC; CRUZ,

(Oreochromis niloticus) PCO esperma. 2017

Tilapia Isolamento (2 dias) l-quantidade desova e de CRUZ, JIMENEZ;
o APONGOL-RUIZ,

(Oreochromis niloticus) PCO sementes. 2020

Tilapia o . |-estradiol, vitelogenia, IgM; MAHMOUD et al.,

(Oreochromis niloticus) SIS (e el l-expressédo HSP70. 2020

Tilapia . . .

(Oreochromis niloticus) Jejum 24h T-glicose. ARAUJO et al., 2022

Captura e biometria

Tilapia . .

(Oreochromis niloticus) 20 (min) 1-cortisol. MARTINS et al., 2013

Uiyt 1 (min) -cortisol e glicose plasmatica S

(Oreochromis niloticus) t 9 P T 2017

Tilapia . . . -

(Oreochromis niloticus) 1 (min) 1-cortisol e glicose plasmatica. ZAHRAN et al., 2021

Truta arco-iris ! . . ”

(Oncorhynchus mykiss) 30 (min) t-cortisol e glicose plasmatica. GESTO et al., 2021

Tambaqui 3 (min) 1-cortisol, glicose e lactatono  RUIZ-JARABO et al.,

(Colossoma macropomum) plasma. 2020

Pacama 1,5 (min) t-taxa de ventilagéo e glicose ANANIAS et al., 2022

(Lophiosilurus alexandri)

plasmatica.

Exposigao ao ar

Tilapia

(Oreochromis niloticus)
Tilapia

(Oreochromis niloticus)
Truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss)
Truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss)

Truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss)

Tambaqui

(Colossoma macropomum)

Tambaqui

(Colossoma macropomum)

30, 60 € 90 (min)
1 (min)
1 (min)

3 (min)
3 (min)

75 (min)

30 e 60 (min)

1-glicose plasmatica, neutrofilo;
| leucocitos.

1-cortisol e glicose plasmatica.

t-cortisol no plasma e muco da
pele.

t-cortisol e glicose plasmatica.
t-cortisol, glicose no plasma e
no muco da pele.
t-mortalidade.

1-glicose, lactato e Na* no
plasma.

SILVA et al., 2012

HOHLENWERGER
etal., 2016
KHANSARI et al.,
2018
CADONIC;
CRAIG, 2020
FRANCO-
MARTINEZ et al.,
2022

SILVA et al., 2021b

IKERT;

NEVES et al., 2022
(continua)
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Tabela 1. Respostas ao estresse em diferentes espécies de peixes de agua doce, expostos a
diferentes manejos durante as atividades de rotina em piscicultura comercial.

(continuacgao)

Espécie Manejo Resposta Referéncias
Transporte
Tilapia 3,5h (21°C) ~cortisol e glicose plasmatica NAVARRO et al., 2016
(Oreochromis niloticus) ’ 1 9 P ' v
Tilapia 12, 24 ¢ 48h +-mortalidade. MANLICLIC; CORPUZ;

(Oreochromis niloticus)
Tilapia

(Oreochromis niloticus)
Tilapia

(Oreochromis niloticus)
Tilapia

(Oreochromis niloticus)
Truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss)
Truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss)
Truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss)
Carpa comum
(Cyprinus carpio)

Pacu

(Piaractus mesopotamicus)

Jundia

(Rhandia quelen)

Pacama

(Lophiosilurus alexandri)
Bagre amarelo
(Pelteobagrus fulvidraco)
Bagre amarelo hibrido
(Tachysurus fulvidracoQ x
Pseudobagrus vachellii &)

4h
1e 6h (25°C)
6h (25°C)

5h (10 a 13°C)
3h (23°C)

4h (14 a 15°C)
6h

4h (29,5°C)

8 e 12h

3h

12h (23 a 25°C)

8 e 16h (26°C)

t-cortisol e glicose plasmatica.

1-cortisol e glicose plasmatica.

1-taxa de ventilagao;
t-cortisol e glicose plasmatica.

1-cortisol e glicose plasmatica.

l-qualidade fisico-quimica e
microbriana dos filés.

1-HSP70 na branquia e no musculo;
1-HSP70 no figado.

t-cortisol e glicose plasmatica.
1-cortisol e glicose plasmatica.
t-mortalidade.

t-mortalidade.

t-cortisol;
t-niveis de am0nia total na agua.

T-glicose plasmatica;
1-AST.

CRUZ, 2018
SUTTHI; DOAN, 2020

SHERIF et al., 2022
FELIX et al., 2021
TACCHI et al., 2015
ZHAO et al., 2022
REN et al., 2022
HOSEINI et al., 2022

ZANUZZO et al., 2017

BITTENCOURT et al.,
2018

FAVERO et al., 2019

LIU et al., 2022

ZHENG et al., 2022

Alta densidade de estocagem

Tilapia
(Oreochromis niloticus)
Tilapia
(Oreochromis niloticus)
Tilapia
(Oreochromis niloticus)
Tilapia
(Oreochromis niloticus)

Truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss)

0,98 kg/m3 (30 e
60 dias)

2,4 kg/m® (183
dias)

0,02 kg/m3 (56
dias)

t-cortisol.

t-cortisol.

1-ALT, AST ambdnia total na agua e
mortalidade.
1-glicose plasmatica, e AST;

9,5 kg/m?® (84 dias) 1-aménia total na agua;

|-oxigénio dissolvido.

40 e 80 kg/m3(30 1-cortisol e lactato no plasma;

dias)

T-expresséo de HSP70.

MERLINI et al., 2014
FATIMA et al., 2021

NEGM et al., 2021

MAHMOUD et al., 2020

YARAHMADI et al.,
2016

(continua)
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Tabela 1. Respostas ao estresse em diferentes espécies de peixes de agua doce, expostos a
diferentes manejos durante as atividades de rotina em piscicultura comercial.

(conclusao)

Espécie

Manejo

Resposta

Referéncias

Alta densidade de estocagem

Tambaqui

(Colossoma macropomum)

Tambaqui

1 e 1,6 kg/m? (53 dias)
1,044 e 1,740 kg/m? (45

(Colossoma macropomum) dias)

t-hemoglobina e hematdcrito.

l-ganho de peso (g) e crescimento
(cm).

SANTOS et al., 2021

SILVA et al., 2021b

Parametros de qualidade da agua

Tilapia
(Oreochromis niloticus)
Tilapia
(Oreochromis niloticus)
Tilapia
(Oreochromis niloticus)
Tilapia
(Oreochromis niloticus)
Tilapia
(Oreochromis niloticus)
Tilapia
(Oreochromis niloticus)
Tilapia
(Oreochromis niloticus)

Tilapia
(Oreochromis niloticus)

Tilapia
(Oreochromis niloticus)

Carpa comum
(Cyprinus carpio)

Tilapia
(Oreochromis niloticus)

Hipoxia 3 mmHg PO?
(5h)

Paraquad 0,5 (mg L ")
(45 dias)

8a10°C

37,5°C (24h)

35°C (12, 24 e 48h)

8 a 10°C (96h)

8°C (6h)

Salinidade 20 (g L") (60
dias)

1-NH3(aménia), NO?
(nitrito), e NO?3 (nitrato)

25°C

40 e 60 mmol L' de
alcalinidade

1-Ht; cortisol, glicose no plasma,
lactato no musculo e figado; |-FR.

1-SOD, GST.

T-mortalidade.

1-CGV, CGB e lisozima;
t-mortalidade.

1-Glicose, CGV, CGB, Hb, Ht, PT,
CT, ALT e expressédo miR-1, miR-
122 e miR-10c.

t-mortalidade;

1-expressdo miR-10, miR-10d, miR-
10c no rim.

1-ALT, AST, NH?3, AU.

t-mortalidade;

|-expressdo HSP27, Na */K *-
ATPase a'?, Na */K *-ATPase o'
branquias;

1-HSP70, CC no figado;

1-MHC, CXC-quimiocina; |-IgMH no
rim.

1-CGV, Hb, VCP, CGB, linfécitos e
neutrdfilos.

l-ganho de peso (g), |crescimento
(cm);

|-glicose plasmatica.

1-biossintese de esteroides nas
branquias; metabolismo no rim;
digestéo e absorcao de proteinas
no figado.

ISHIBASHI et al.,
2002
FIGUEIREDO-
FERNANDES et al.,
2006

ZHU et al., 2015

QIANG et al., 2017

BAO et al., 2018

QIANG et al., 2018

ZHOU et al., 2019

EL-LEITHY et al.,
2019

KORD et al., 2022

CHEN et al., 2022

ZHAO et al., 2020

Exposicao a estresse social

Tilapia
(Oreochromis niloticus)

&4 dominante 2h (dia)
(5 dias)

1-cortisol;
1-expressdo SPX1a e SPX1b.

LIM et al., 2020
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O manejo estressor foi considerado na condi¢do de cada estudo assim como

especie de peixe alvo.
ANESTESIA DE PEIXES

A anestesia € uma pratica adotada em procedimentos de até 5 minutos com o
objetivo de manter o bem estar do peixe e do operador. Dependendo do obijetivo, a
sedacao também pode ser usada. No entanto, ela € normalmente usada no transporte
de peixes, pois diminui a atividade dos peixes, o contato com a unidade de transporte
0 que evita a perda de muco, barreira fisica e quimica fundamental para a saude dos
peixes (HSEU et al., 1998; SOUZA et al., 2017, 2015).

As perdas econOmicas geradas pelo estado de estresse dos peixes é um dos
principais problemas na criagdo de peixes, com a diminuicdo do desempenho
zootécnico, reproducédo e em alguns casos mortalidade (PURBOSARI et al., 2019).
Por isso o desenvolvimento de pesquisas que investiguem a anestesia e desenvolvam
protocolos para espécies de interesse econdmico sdo fundamentais. Nesse cenario o
uso de anestésico é uma realidade na aquicultura, sendo os anestésicos sintéticos
amplamente utilizados, nos ultimos anos anestésicos a partir de produtos naturais tem
sido desenvolvido. Em ambos os casos a eficacia anestésica foi alcangcada (AYDIN;
BARBAS, 2020).

A imersdo em banho anestésico costuma ser a via de inducado anestésica mais
utilizada. Para avaliar a eficacia anestésica sado avaliadas as repostas

comportamentais denominadas estagios Quadro 1.

Quadro 1. Estagios de inducao anestésica.

Estagios . .
. Respostas comportamentais em peixes

anestésicos

Nl Reativo a estimulos externos, taxa de ventilacdo e tonus muscular
normais.

Estagio | Aumento da atividade de natacio e taxa ventilatéria em contato com o
anestésico.

Estagio Il Perda parcial do equilibrio, diminuigdo da reatividade e taxa ventilatoria.

. Perda total do equilibrio, taxa de ventilacdo deprimida, sem reacéo a

Estagio Il . ! ;
estimulos externos e peixe no fundo da unidade.

Recuperacdo Equilibrio, natacdo normal e reacao a estimulos externos.

* (Adaptado de AYDIN et al., 2019; KEENE et al., 1998; SOUZA et al., 2015).
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ANESTESICOS NA AQUICULTURA

Com o crescimento da aquicultura as praticas de manejo sdo mais frequentes,
no entanto esse manuseio pode ser prejudicial aos peixes. Para minimizar os impactos
negativos o uso de anestésicos é recomendado, pois facilita as atividades de manejo,
garantindo a seguranga do operador e mantendo o bem estar dos peixes (ANANIAS
et al., 2022; AYDIN; BARBAS, 2020).

Um anestésico eficaz deve induzir anestesia em menos de 3 minutos e
recuperacao em menos de 5 minutos, além disso a margem de seguranga, o custo
beneficio e uma rapida eliminagdo séo caracteristicas de um anestésico ideal (HSEU
et al., 1998). Na aquicultura o uso de anestésicos € amplamente empregado, com
destaque para dois grupos os sintéticos e os naturais. Protocolos estabelecidos,
disponibilidade no mercado e dose eficaz baixa sao pontos positivos para os
sintéticos. Com destaque para o uso benzocaina (ANTUNES et al., 2008),
metanossulfonato de tricaina-MS-222 (LIU et al., 2022), 2-phenoxyethanol (AYDIN et
al., 2019), metomidato (SMALL, 2003), quinaldina (BIRCAN-YILDIRIM et al., 2010) e
propofol (FELIX et al., 2021). A eficacia anestésica desses produtos ja foi comprovada,
no entanto respostas negativas ja foram relatadas apos o uso de anestésicos
sintéticos. Como o0 aumento dos niveis plasmaticos de cortisol, glicose e proteina total,
o desbalanceamento ibnico, a perda de muco, residuo na musculatura e danos as
branquias (RIBEIRO et al., 2019; WOSNICK et al., 2018).

1.1.1 ANESTESICOS NATURAIS

Com emprego de politicas sustentaveis e a preocupacdo com qualidade e
segurancga na criagao de peixes ornamentais e destinados ao consumo humano, o
desenvolvimento de pesquisas com produtos naturais como alternativa aos
anestésicos sintéticos € fundamental (AYDIN; BARBAS, 2020). Resultados
promissores utilizando 6leos essenciais e seus isolados, com eficacia anestésica
comprovada, rapida eliminagdo, boa margem de segurancga para o0 peixe e operador
sdo pontos positivos (PURBOSARI et al., 2019).

Os 6leos essenciais sao produtos naturais extraidas de raizes, caules ou partes
aéreas de plantas. Sdo compostos por um ou mais constituintes majoritarios que séo
a maior parcela do 6leo, mas ha ainda compostos minoritarios(KAYA et al., 2020). Os
Oleos essenciais de Ocimum gratissimum (SILVA et al., 2015b), Ocimum americanum
(SILVA et al., 2015a), Ocimum basilicum (VENTURA et al., 2020) foram eficientes em
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reduzir resposta de estresse em peixes por inducido anestésica Tabela 2. A inclusio
dos Oleos essenciais na ragado reduziu as respostas de estresse e aumentou a
imunidade Origanum vulgare (MAGOUZ et al., 2022), Ocimum gratissimum, (BRUM
et al., 2017) e Ocimum basilicum (CHUNG et al., 2020) Tabela 3.

O uso de extratos vegetais consiste na remogéo seletiva de substancias ou
fracdes ativas contidas em diferentes tipos de plantas ou de outros produtos tendo
sua obtencgao através de exaustao a frio ou quente. Apesar de menos concentrados,
os extratos vegetais também alcangaram resultados positivos com eficacia anestésica
Nectandra grandiflora e Spilanthes acmella (BARBAS et al., 2017). Os hidrolatos séo
subprodutos da destilagao a vapor (processo de extragao de déleos essenciais), sendo
o hidrolato de Lippia alba (SILVA et al., 2017) e o hidrolato do fruto de Protium
heptaphyllum com eficacia anestésica comprovada na aquicultura (SILVA et al.,
2020a) Tabela 2.

Tabela 2. Uso de produtos naturais como redutores de estresse em peixes expostos a
diferentes manejos.

Espécie Produto Via Concentragao Manejo Resposta Referéncias
Oleo. Banho Exposicao
essencial ao ar
Jundia Ocimum 88e1,9 4 . evitou |1 de SILVA et al.,
(Rhamdia quelen) gratissimum  (min) 70300 (L L) 1 (min) Na*. 2015b
Jundia Ocimum 45e3 - . . SILVA et al,,
(Rhamdia quelen) americanum  (min) 300 € 500 (mg L) 1 (min) |-cortisol. 2015a
Jundia L . 4 . . SOUZA et al,,
(Rhamdia quelen) Lippia alba 5e 2 (min) 100 e 300 (UL L") 1 (min) |-cortisol. 2017
Jundia Eucalyptus . P . . . SILVA et al,,
e uien) @b 2,7 (min) 700 (uL L) biometria  |-cortisol. 20213
Tilapia .
. Al . . . .
(Oreochromis 'oy s1a 2,8 (min) 300 (uL L") biometria  |-cortisol. TEIXEIRA et
o triphylla al., 2017
niloticus)
Tambacu
(Piaractus
mesopotamicus x Lippia alba 1,2 (min) 200 (uL L) 2 (min) l-cortisol. S;ZA etal,
Colossoma
macropomum)
Truta arco-iris Ocimum sem alteragbes
(Oncorhynchus basilicum 6,§ e 3,1 300 e 400 (uL L) mduge?o. hlsEoIog!cas YIGIT et al.,
. Eucalyptus (min) anestésica (branquias, 2022
myKkiss) ) .
globulus figado e rins).

(continua)
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Tabela 2. Uso de produtos naturais como redutores de estresse em peixes expostos a
diferentes manejos.

(conclusao)

Espécie Produto Concentragdo Manejo Resposta Referéncias
Oleo essencial Imersdo Transporte
Tilapia |-glicose plasmatica; HOHLENWE
. . -1 B 3
(Oreochromis niloticus) Lippia alba 20 (WL L) 8h INHS. ZR;I(ESR etal,
Tilapia o 4 evitou |1 Na* Cl- e K* TEIXEIRA et
(Oreochromis niloticus) Aloysia triphylia 30 (LL 8h | dlicose plasmatica. al., 2018
Tilapia Ocimum 20 (uL L") oh |-lactato; VENTURA et
(Oreochromis niloticus) basilicum H evitou 1 Na*. al., 2020
Tambaqui Melaleuca SANTOS;
(Colossoma altern/fglla+ 104 (mgL-) 15e 36h i—ghc?s.e, Iactfato; REZENDE;
macropomum) Eugenia l-aménia naagua. MORON,
P caryophyllus. 2020
Tambaqui . -
Nectandra 4 |-glicose plasmatica BARBAS et
fr?:cl:(r)jsgzjm) grandiflora 30 (WL L) éh Evitaa | OD. al., 2020
Tambaqui 1-pH;
(Colossoma Lippia alba 20@LLY)  17h |-condutividade S(')"Z\(/)’S etal,
macropomum) elétrica.
Espécie Produto Concentragcdo Manejo Resposta Referéncias
Oleo essencial Imersio Transporte
Tambaqui . T
H -
(Colossoma 'esperozygls 15630 (UL L") 24h l arnoma nao FERREIRA et
macropomum) ringens ionizada. al., 2022
Tambacu
(Piaractus |-cortisol;
mesopotamicus x Lippia alba 10 (uL L) 8h l-aménia ndo S(I)E 1,\:3A etal,
Colossoma ionizada.
macropomum)
Hidrolato Transporte
Tambaqui evitou|1-CI e K*;
(Colossoma Lippia alba 5% 17h 1-sobrevivéncia; S(I)I;\;A etal,
macropomum) INH?,
Tambaqui . . e
(Colossoma Protium 50 (mg L) 29h eV|t’ouLT-CI ,Ke SILVA et al.,
macropomum) heptaphyllum 1 células mucosas. 2020a
Tambaqui .
. . o evitou|1 Na* Clre K* COSTAetal,,
(Colossoma Myrcia sylvatica 5% 17h = el s, 202

macropomum)
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Tabela 3. Uso de produtos naturais adicionados na racdo como redutores de estresse em
peixes expostos a diferentes manejos.

Espécie Produto Via Concentragao Manejo Resposta Referéncias
Oleo. Oral Exposicao
essencial
Tilapia . 1-peso final (g),
(Oreochromis Sgg:fe“m 56 dias 0,5 e 1 (g Kg') 32 °C lisozima; ':I'A%)zgz ot
niloticus) J |-HSP70. K
TR |-cortisol, glicose,
0, _ 5
(Oreochromis Mentol (98%) 56 dias 0'20. © 0-30% S Mg TA-NIL 6 HSP70: MAGOUZ et
o (kg™") h 1-resisténcia a al., 2021
niloticus) -
amonia.
Truta arco-iris RESKETI;
(Oncorhynchus Citrus limon 56 dias 4?10 © 600 (mg deltametrina l'c°r.t's?'; . VEGANEH;
mykiss) L™ T-resisténcia. KHALILI,
y 2021
Espécie Produto Via Concentragao Manejo Resposta Referéncias
Oleo Desafio
. Oral .
essencial bacteriano
Tilapia mogambicana .. . . 1-NBT e CGB; 1 BABA et al.,
) ] . E Il . .
(Oreochromis S ey 60 dias 0,5, 0,75 e 1% LRI lisozima; |-glicose; 1 2016
. (cascas) tarda A
mossambicus) sobrevivéncia.
Truta arco-iris Origanum  15e30(mL Lactococcus | -PesC final (), DILER et al.,
(Oncorhynchus onites 90 dias | ’ . sobrevivéncia;
i k) garvieae . 2017
mykiss) |-converséo alimentar
— Ocimum
Tilépia ratissimum Streptococcus BRUM et al
(Oreochromis gras 55 dias 0,5, 1 e 1,5% proc 1-sobrevivéncia .
o Zingiber agalactiae 2017
niloticus) e
officinale
Truta arco-iris 1-peso final (g), ZARGAR et
(Oncorhynchus Thymu.s 60 dias 0,5 (mL kg™) Aeromo:7as sobrevivéncia e al., 2019
. vulgaris hydrophila o
mykiss) funcédo imune.
Tilapia 1-peso (g) e
, Mentha . Streptococcus comprimento final SILVA et al.,
(Oreochromis . 50 dias 0,25% . .
o piperita agalactiae (cm); 1 proteina e 2019
niloticus) o
sobrevivéncia.
Espécie Produto Via Concentragao Manejo Resposta Referéncias
Oleo. Oral Alta densidade
essencial
Tilapia , |-cortisol, glicose,
(Oreochromis Origanum 90 dias 1 e 2 (mL kg™) 4,6 kg m3 alanina- SHOURBEL
. vulgare . Aetal., 2021
niloticus) aminotransferase;
1-peso (g) e
Pirarucu Ocimum . » 3 comprimento final CHUNG et
(Arapaima gigas) basilicum “EeEs2 ([l lg 7,56 kgm (cm); al., 2020
|-converséao alimentar
Espécie de peixe Produto Via Concentragao Manejo Resposta Referéncias
Oleo Imunoestimula
. Oral
essencial nte
Truta arco-iris Thqus 1% +01%:  aditivo T—peso.ﬁ?al .(g), cv, YOUSEF! et
(Oncorhynchus vulgaris + 60 dias o ; sobrevivéncia;
, ® 2% + 0,2% alimentar ) . . al., 2022
myKiss) Immunogen imunidade;
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O uso de produtos naturais como alternativa aos sintéticos ja € uma realidade,
no entanto os mecanismos de absorgao, distribuicdo, metabolizagao e eliminagao sao
pouco investigados. Alguns estudos avaliaram as propriedades de anestésicos
sintéticos: a farmacocinética do eugenol (GUENETTE et al., 2007) e do propofol
(GOMULKA et al., 2015) em truta arco-iris (Oncorhyncus mykiss). O uso de eugenol
em linguado japonés (Paralichthys olivaceus) (TAGO et al., 2018), de MS-222 e
isoeugenol em salmao do Atléntico (Salmo salar) (KIESSLING et al., 2009).

Nos anestésicos naturais: a eliminagdo do eugenol em transporte de carpa
capim (ZHAO et al., 2017), os 6leo essenciais de Lippia alba e Lippia sidoides na
anestesia de Piaractus mesopotamicus (VENTURA et al.,, 2019a, 2019b) e
farmacocinética do S-(+)-linalol em jundia (Rhamdia quelen) apés banho anestésico
(BIANCHINI et al., 2019).

E necessario que sejam desenvolvidos estudos que investiguem mecanismos
para validar o uso dos produtos naturais, pois mesmo que as respostas
hematoldgicas, bioquimicas e enzimaticas dos peixes sejam importantes, o perfil de
absorc¢ao, distribuicdo, metabolizagao e eliminacédo é fundamental para avaliacéo de
produtos naturais. Um produto natural sem risco ao peixe ao operador € ao meio
ambiente, ndo é a realidade na aquicultura, pois as praticas atuais nao descrevem
nem avaliam como o produto natural € absorvido, distribuido e eliminado. Nesse
cenario, a farmacocinética e a farmacodinamica sao ferramentas fundamentais para
responder esses processos e afirmar com base no conjunto de propriedades e
respostas que o produto natural é eficiente e seguro.

O oleo essencial de manjericao (Ocimum basilicum) ja teve sua eficacia
comprovada em anestesia, o tambaqui (Colossoma macropomum) € uma espécie que
o perfil de respostas ao estresse € conhecido. Nesse cenario o presente estudo
avaliou a farmacocinética como ferramenta para validar esse 6leo essencial e agregar

respostas que podem direcionar a novos estudos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil farmacocinético do 6leo essencial de manjericdo (Ocimum

basilicum) em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum)
OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as respostas fisioldgicas, tempo de absorgao e distribuicao
do metil chavicol e do linalol em diferentes tempos de indugéo
anestésica;

e Determinar o tempo para eliminagao do metil chavicol e do linalol.

e Avaliar o estado histologico das branquias, figado e baco apés indugao
anestésica.

ESTRUTURA DO TRABALHO

O desenvolvimento deste trabalho esta apresentado na forma de artigo

cientifico que sera submetido a publicagao na revista Aquaculture.
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DESTAQUES
-Oleo essencial de Ocimum basilicum reduziu as repostas ao estresse em Colossoma
macropomum.
-A absorgao e distribuicado do metil chavicol e linalol nos tecidos foi rapida.
-As alteragbes histologicas inicialmente causadas foram reversiveis 6 h apos a
anestesia.

-A meia vida do metil chavicol e linalol no plasma e cérebro foi inferior a 1 h.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil farmacocinético do 6leo essencial (OE) de
manjericao (Ocimum basilicum) em juvenis de tambaqui (Colossoma macropomum).
No ensaio | foi avaliado a indugao anestésica nos juvenis (119,9 + 9,2 g) expostos a
800 pL L-" de OE por 10 min. Foi coletado sangue, musculo e tecido cerebral aos 2,
4, 6, 8 e 10 min para determinar o tempo de absorc¢éao e distribuicdo do metil chavicol
e linalol compostos maijoritarios do (OE); a concentragdo de lactato e amdnia na
musculatura; e os niveis plasmaticos de lactato, cloreto, aménia e calcio total. No
ensaio |l, a indugao anestésica ocorreu no mesmo tempo e concentragao, as coletas
de sangue, musculo e tecido cerebral as 0,0; 0,5; 1,0; 3,0 e 6,0 h para quantificar a
eliminagcdo de metil chavicol e linalol, além da avaliagdo histolégica das branquias,
figado e bago. No ensaio |, a absorgéo e distribuicdo de ambos os compostos foi
rapida, pois foram identificados no plasma, musculo e cérebro desde os 2 min, com
concentracbes maximas em até 6 min. No ensaio Il, no plasma a meia vida metil
chavicol foi de 0.30h e do lilalol 0,46h, no musculo foi de 1,59h para o metil chavicol e
0,32h para o linalol, ja no cérebro para o metil chavicol foi de 0,69h e para o linalol foi
de 0,33h, que s&o considerados valores baixos. As lesdes histoldgicas observadas
nas branquias de 0 a 3 h foram reversiveis, apos 6 h de indugdo anestésica o 6rgao
havia se recuperado, no figado e no bago ndo ocorreram alteragcbes em nenhum dos
tempos avaliados. Neste estudo os resultados bioquimicos e da farmacocinética
afirmam que o OE de O. basilicum na concentragdo de 800 yL L~' é um anestésico
seguro para o tambaqui, pois inibe repostas ao estresse, além de ser rapidamente
eliminado do organismo do peixe.

Palavras-chaves: Aquicultura, anestesia, absorgao, depuragao, metil chavicol, linalol.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the pharmacokinetic profile of basil (Ocimum
basilicum) essential oil (EO) in juvenile tambaqui (Colossoma macropomum). The
assay | evaluated the anesthetic induction in juveniles (119.9 + 9.2 g) exposed to 800
pL L-1 of EO for 10 min. followed by blood samples, muscle and brain tissue were
collected at 2, 4, 6, 8 and 10 min to determine the absorption time and distribution of
methyl chavicol and linalool, majority compounds of the EO; the concentration of
lactate and ammonia in the muscles; and the plasma levels of lactate, chloride,
ammonia and total calcium. In trial |, anesthetic induction occurred at the same time
and concentration, blood, muscle and brain tissue were collected at 0.0, 0.5, 1.0, 3.0
and 6.0 h to quantify the elimination of methyl chavicol and linalool, and histological
evaluation of gills, liver and spleen. In assay |, the uptake and distribution of both
compounds was rapid, as they were identified in plasma, muscle, and brain as early
as 2 min, with maximum concentrations within 6 min. In assay Il, the half-lives in the
three tissues were 0.30; 1.59 and 0.69 h for methyl chavicol and 0.46; 0.32 and 0.33 h
for linalool, which are considered low values. The histological lesions observed in the
gills from 0 to 3 h were reversible, after 6 h of anesthetic induction the organ had
recovered, in the liver and spleen there were no changes in any of the evaluated times.
In this study, the biochemical and pharmacokinetic results affirm that the OE of O.
basilicum at 800 pL L-1 is a safe anesthetic for tambaqui, since it inhibits stress
response and is rapidly eliminated from the fish organism.

Keywords: Aquaculture, anesthesia, absorption, depuration, methyl chavicol, linalool.
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INTRODUGAO

Em aquicultura, a pratica de altas densidades de estocagem favorece o contato
do animal cultivado com patégenos do ambiente, facilitando o surgimento de doengas,
podendo culminar altas mortalidades e consequentemente gerar perdas econémicas
consideraveis (Kent, 2000; Wise et al., 2021). Em sistemas intensivos praticas de
manejo sao rotina. Visando diminuir as perdas relacionadas as respostas ao estresse
de manejo, 0 uso de anestésicos € recomendado (Inoue et al., 2011; Iwama et al.,
2004).

Anestésicos sintéticos sdo amplamente usados em peixes cultivados, com
destaque para benzocaina (BZN) e metanossulfonato de tricaina (MS-222). Porém,
mesmo que eficientes na anestesia, estes produtos possuem pontos negativos como
capacidade de gerar residuos na musculatura (MS-222) e a baixa margem entre dose
eficaz e letal (BZN) (Antunes et al., 2008; Pereira et al., 2014). A eficacia de um
anestésico esta associada a uma dose 6tima, que seja capaz de induzir a anestesia
em menos de trés minutos e recuperacdo em menos de cinco minutos (Hseu et al.,
1998). Além disso, para validacdo de um anestésico apto para uso em aquicultura,
sao avaliadas as respostas ao estresse como, aumento dos niveis plasmaticos de
cortisol, glicose (Davis e Griffin, 2004), lactato, aménia e os ions de sédio, cloreto e
potassio (Inoue et al., 2004), as concentragdes de glicogénio no figado e no musculo
(Barbosa et al., 2007) assim como lactato e aménia na musculatura (Smutna et al.,
2002).

Embora os anestésicos sintéticos sejam essenciais durante as praticas de
manejo, o préprio anestésico pode causar perda de muco, irritagdo nas branquias e
danos a cornea dos peixes quando expostos aos produtos (Inoue et al., 2003). Além
disso, pode induzir repostas ao estresse como aumento nos niveis plasmaticos de
glicose, cortisol, lactato, desbalanceamento eletrolitico e altera¢cdes hematologicas
(Davis e Griffin, 2004; Shakeri et al., 2016; Small, 2004). Nesse cenario séo
fundamentais pesquisas com anestésicos alternativos de origem natural, eficientes na
sedacgao e anestesia que nao causem alteragdes persistentes nos peixes (Zeppenfeld
etal., 2019).

Uma alternativa ao uso de anestésicos sintéticos sdo os oleos essenciais
extraidos de plantas que podem ser obtidos por meio de diferentes tipos de extragao
sendo a destilagdo a vapor um dos métodos mais utilizados (Kaya et al., 2020). O
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resultado desse processo € um concentrado de principios bioativos denominados
Oleos essenciais, com um ou mais compostos majoritarios que sado 0s responsaveis
pelas propriedades anestésicas (Priborsky e Velisek, 2018).

Em estudos investigando a eficiéncia dos oleos essenciais de eucalipto
(Eucalyptu globulus) (Silva et al., 2021) e manjericao (Ocimum basilicum) (Ventura et
al., 2021) tiveram sua eficacia comprovada na sedagdo e anestesia de peixes
reduzindo repostas ao estresse e facilitando o manejo. Os compostos linalol e metil
chavicol s&o constituintes majoritarios do 6leo essencial de manjericao (Ocimum
basilicum) (Ventura et al., 2021). Além de serem recomendados para sedagao e
anestesia, nesses estudos foram registrados a reduc¢ao das repostas ao estresse.

O tambaqui (Colossoma macropomum) é a espécie nativa mais produzida no
Brasil (Baldisserotto, 2020; Lima et al., 2020). Por ser uma espécie de importancia
econbmica estudos avaliaram as suas respostas de estresse, como alteragdes nos
niveis plasmaticos de cortisol, glicose, amdnia, lactato (Inoue et al., 2011; Santos et
al., 2020). A concentragao de proteina total, colesterol e triglicerideos (Boaventura et
al., 2022), os niveis de cortisol hepatico e muscular e o estado histolégico das
branquias (Santos et al., 2020). O conhecimento dessas respostas faz do tambaqui
(Colossoma macropomum) uma espécie modelo e a eficiéncia anestésica do dleo
essencial de manjericao (Ocimum basilicum) em peixes justificam este estudo.

As respostas ao estresse sdo importantes, mas as caracteristicas
farmacocinéticas e farmacodindmicas sao fundamentais para sustentar o uso de
novos anestésicos na aquicultura, pois a escassez de anestésicos autorizados € uma
realidade (Santos e Cunha, 2021). Poucos s&do os estudos que avaliam o
comportamento de absorgdo, distribuicdo, metabolizacdo e excreg¢ao dos Oleos
essenciais como anestésicos em peixes (Bianchini et al., 2019; Ventura et al., 2019a,
2019b). A partir de pesquisas de 6leos essenciais como anestésicos alternativos para
aquicultura, e a necessidade de um produto seguro para os peixes e para o
consumidor, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil farmacocinético do 6leo

essencial de O. basilicum em tambaqui (Colossoma macropomum).
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MATERIAL E METODOS

1.1.2 Oleo essencial de Ocimum basilicum

O dleo essencial utilizado no presente estudo foi adquirido comercialmente
(Phytoterapica®, Nova Cantareira, Brasil). As analises de composigdo quimica foram
realizadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),

conforme descrito por Ventura et al. (2019a).

1.1.3 Peixes

Este estudo foi conduzido de acordo com a aprovagao do Comité de ética de
Uso de Animais em Pesquisa da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul com o
protocolo de aprovacao n°1073/2019, e protocolo do SEI: 23104.022371/2019-06.
Juvenis de tambaqui com peso de 119,9 + 9,2 g e comprimento total de 19,1 £ 0,9 cm
(n = 90) foram mantidos em tanque de fibra de vidro de 1000L por 30 dias para
aclimatacdo. Durante aclimatacdo os peixes foram alimentados até a saciedade
aparente trés vezes ao dia com dieta comercial (Multi Peixe 32 - Multifés ®) com pélete
de 4 - 6 mm (32% de proteina bruta; 6,0% fibra bruta; 8,0% de matéria mineral; 4,5%
de extrato etéreo; 9,2% de umidade; e 1,9% de calcio). A alimentacéo foi suspensa
24 horas antes do inicio do experimento.

Na aclimatagdo e no periodo experimental os parametros de qualidade de
agua foram monitorados quanto a temperatura (27,68 £ 0,33 °C) e oxigénio dissolvido
(7,15 £ 0,12 mg L") com oximetro AT 155 Microprocessado (Alfakit®, Floriandpolis,
Brasil), pH (6,32 = 0,28) com pHmetro AT 315 Microprocessado (Alfakit®,
Floriandpolis, Brasil), nitrogénio amoniacal total (0,13 + 0,07 mg L), alcalinidade (40,0
+ 0,01 mg L), nitrito (0,170 + 0,01 mg L") e nitrato (1,90 + 0,20 mg L-') foram
monitorados com kit comercial (Alfakit®, Floriandpolis, Brasil). Os parametros de
qualidade da agua foram mantidos de acordo com os requisitos da espécie de acordo
com (Boyd, 1998)
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1.1.4Ensaio | Absorgéo e distribuicdo

Figura 2. Desenho experimental do ensaio |.
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O dleo essencial de O. basilicum foi previamente diluido em etanol a 95%
(1:10). Os juvenis de tambaqui 115,5 £ 7,1 g (n=50) foram expostos ao banho de
imersdo com 800 pl L' (724,53 mg mL™") de dleo essencial de O. basilicum em
diferentes tempos de indugao anestésica (2, 4, 6, 8 e 10 min). A concentragao
anestésica do 6leo essencial utilizada neste estudo foi definida de acordo com Ventura
et al. (2021). Apds os respectivos tempos de contato, os peixes foram removidos e
submetidos a colheita sanguinea (n=5) por tratamento por pungao venosa caudal com
uma seringa com EDTA a 10% (acido etilenodiaminotetracético). Apos a coleta de
sangue, os peixes (n=5 por tratamento), foram eutanasiados sec¢ao da medula, e
fragmentos do cérebro e musculo branco foram coletados e congelados a -20 °C, para

determinacao do teor dos compostos do 6leo essencial.

1.1.5 Analises bioquimicas

O sangue coletado foi centrifugado a 3000 x g por 7 min para obtencéo do
plasma e posteriormente armazenada a -20 °C. Em seguida, os metabdlitos lactato
(Harrower e Brown, 1972), am&nia plasmatica (Verdouw et al., 1978) foram dosados
de acordo com a metodologia. Os ions plasmaticos cloreto (ClI-) e calcio total foram
dosados por espectrofotometria, utilizando um kit comercial (Labtest®).
1.1.6 Pardmetros metabdlicos amostragem e determinagbes

Fragmentos do musculo branco (n=5 por tratamento) foram homogeneizados
em 250 mg mL-' de TCA a 20% (acido tricloroacético), utilizando homogeneizador
Potter-Elvejhem. Posteriormente, o homogenato foi centrifugado a 1000 x g por 10

min (Centribio 80-2B) e o sobrenadante foi utilizado para a determinagdo dos
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parametros metabdlicos lactato e amoénia. O lactato foi mensurado usando o método
descrito por Harrower e Brown (1972). A amoénia total foi de acordo com Verdouw et
al. (1978).
1.1.7 Sobrevivéncia

Apos a indugao anestésica 5 peixes de cada tratamento respectivamente foram

transferidos para caixas de 1000l para avaliagao da sobrevivéncia até 96h.

1.1.8 Ensaio Il Depuragéo
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Figura 3. Desenho experimental do ensaio Il.
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Juvenis de tambaqui 125,5 + 8,3 g (n=40) foram expostos ao banho de
imersdo com 800 ul L' (724,53 mg mL") de dleo essencial de O. basilicum, que
corresponde a concentragdo calculada de 532,27 ul L-' (481,97 mg mL"") do composto
metil chavicol e 267,73 pl L-' (242,56 mg mL™") do composto linalol. Apds o periodo de
contato de 10 min com a solugao anestésica, os peixes foram imersos em agua livre
de anestésico de forma individualizada e distribuidos em diferentes aquarios para
recuperacao anestésica nos diferentes tempos 0, 0,5, 1,0, 3,0, 6,0 h (1 aquario para
cada tempo com 8 peixes em cada). O tempo de recuperagao zero foi considerado
logo apds concluir os 10 min de exposicao ao 6leo essencial de O. basilicum. A agua
do tanque de aclimatacao foi utilizada nos aquarios para anestesia e recuperacao dos
peixes, para manter as mesmas condigcdes durante o periodo experimental, a
qualidade de agua de todos os aquarios se manteve dentro da faixa adequada para a

espécie conforme descrito anteriormente.

1.1.9 Preparo de amostra e analise farmacocinética

As amostras foram descongeladas em ambiente com temperatura controlada
(22 C°). Foram pesados 2 g de tecido muscular. O cérebro foi utilizado integralmente,
em seguida foi adicionado 3 mL de hexano grau cromatografico. Do sangue foi obtido
o plasma e a partir do plasma foi adicionado 1 mL de plasma para 1 mL de hexano
grau cromatografico. Posteriormente, todas as amostras de plasma ou tecido,
separadamente, foram homogeneizadas e agitadas em cuba ultrassénica (L 100 -
Schuster) com temporizador por 30 min. A fragao hexanica foi filtrada e o residuo foi
novamente extraido por trés vezes consecutivas com a mesma amostra e 0 mesmo

volume de hexano usado na primeira extracao e as fragdes hexanicas de cada
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respectiva amostra foram unidas para posterior evaporagdo em capela de exaustao,
que em seguida cada amostra foi redissolvida para 1 mL de hexano para analise por
CG-EM. Apéds obtencao dos resultados foi realizado calculo de fator de correcao da
massa das amostras fatorando tudo para 1 g. As condi¢des de analise foram descritas
por Ventura et al. (2020).

1.1.10 Curva de quantificacdo dos compostos

A curva analitica foi construida por padronizagao externa para a quantificagao
residual dos compostos metil chavicol e linalol, constituintes majoritarios do oleo
essencial de O. basilicum. A linearidade do método foi determinada pela curva de
regressao linear empregando as concentragdes 542,12, 27,11, 18,07, 13,55, 10,84,
1,81, 0,05 ug kg™' para o composto metil chavicol, e 168,72, 8,44, 5,62, 4,22, 3,37,
0,56, 0,01 ug kg™ para o composto linalol. Os limites de detecgédo e quantificagéo
foram avaliados em diferentes concentragdes empregando a relagéo sinal ruido.
1.1.11 Analises histoldogicas

Fragmentos do primeiro e segundo arco branquial esquerdo, figado e bago de
trés peixes por tempo, foram removidos e fixados em formol a 10% tamponado com
fosfato de sédio monobasico e dibasico a pH 6,9. As amostras foram desidratadas em
graduacgao progressiva de alcool, diafanizado em xilol e embebido em parafina de
acordo com Steckert et al. (2018). Usando um microtomo PAT-MR10 (The
Pathologist®, Brasil), as amostras foram seccionadas em 5 um e coradas Hematoxilina
de Harris e eosina (HH & E) de acordo com o método de Howard, (2004), montado
em laminas permanentes com Entellan®, analisadas e fotografadas pelo DIC em
microscopio de luz modelo Axio Imager A2 (Zeiss®, Alemanha).

Além da descrigdo qualitativa, as alteragdes histoldégicas nas branquias,
figado e baco foram avaliadas usando o método semiquantitativo proposto por
Steckert et al. (2018), adaptado a uma escala crescente de valores médios de
mudanc¢a (MVA), de acordo com o grau de gravidade das lesdes, na seguinte escala:
0 (alteragao ausente), 1 (alteragdes leves ou processo focal), 2 (alteragbes moderadas
ou multifocal) e 3 (alteragdes graves ou processo difuso). Com base nesta escala, foi
dado um valor médio de alteragdo histolégica (MVA) para cada lesdao sendo

classificado como leve (0,1 a 1,0) moderado (1,1 a 2,0) e intenso (2,1-3,0).
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1.1.12 Parédmetros farmacocinéticos

Os parametros farmacocinéticos do 6leo essencial de O. basilicum nos
diferentes tecidos foram calculados usando métodos ndo compartimentais (Storpirtis
et al., 2011), de acordo com estudos que utilizaram agentes anestésicos pela via de
administragcao do banho de imerséo (Bianchini et al., 2020, 2019; Gomutka et al., 2015;
Guénette et al., 2007; Zhao et al., 2017). A constante de eliminagao (Kel) foi obtida a
partir da inclinagao da fase terminal da curva de concentragéo versus tempo (semi-
logaritmico). A meia-vida terminal (T1/2R) foi calculada usando a seguinte equacao:
T1/23=0,693/ Kel. A area sob a curva do tempo 0 até o ultimo momento de
amostragem (AUCo - t) foi calculada pelo método trapezoidal linear. Apds obter o
parametro AUCo -t, a area sob a curva de 0 ao infinito (AUCO - =) foi estimada pela
seguinte equagao: AUCO - » = AUCo -t + Clast / Kel. A concentragao maxima (Cmax)
e o tempo maximo (Tmax) foram obtidos diretamente da curva concentragcéo versus
tempo, gerada com as concentra¢gdes dos compostos majoritarios do 6leo essencial
nos diferentes tecidos, utilizando o software Graph Pad Prism 6.07 (Graph Pad
Software Inc.; San Diego, CA, EUA).

1.1.13 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-wilk e teste de Levene para
verificar a homocedasticidade e variancia. No ensaio | os resultados paramétricos
foram analisados usando uma ANOVA-Oneway, seguida de teste de Tukey (p<0,05).
No ensaio Il os dados ndo paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05) seguido do teste de Dun no software (STATISTICA 10.0).

RESULTADOS

1.1.14 Ensaio — |

Os principais compostos do 6leo essencial utilizado neste estudo foram metil
chavicol 66,51% e linalol 20,90% como constituintes majoritarios e 12,57% foi
composto por constituintes minoritarios (Ventura et al., 2020). Nao foi registrada
mortalidade até 96 h dos procedimentos de indugao anestésica com o 6leo essencial
de O. basilicum.

Os limites de deteccao e quantificacdo de sensibilidade do método para
determinar as concentragdes dos compostos majoritarios do 6leo essencial de O.

basilicum foi de 0,007 ug kg e 0,023 ug kg™', para o metil chavicol e de 0,006 ug kg
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e 0,020 ug kg'para o linalol, respectivamente. A maior concentragio do metil chavicol
e linalol no plasma foi obtida aos 2 min de indugéo anestésica (p<0,001). Nos demais
tempos de coleta a concentragdo do metil chavicol ndo diferiu estatisticamente
(p>0,05). O composto linalol diferiu (p<0,0001) entre os tempos de 2 € 4 min de
contato com anestésico, nos demais tempos de coleta (6, 8 e 10 minutos) houve uma
estabilizagdo na concentracdo deste composto no plasma, sem diferenca estatistica
(p>0,05) (Tabela 4).

No cérebro a maior concentragao (p<0,0001) do metil chavicol foi observada
aos 4 min de exposicao diferindo dos demais tempos. Nos tempos de 6, 8 e 10 min,
houve um decréscimo na concentracdo deste composto com diferenca estatistica
entre todos os tempos (p<0,0001). Para o composto linalol foi observado aumento
crescente da concentragdo nos tempos de 2 e 4 min, a maior concentragao foi
observada apds 6 min, com decréscimo no teor deste composto nos tempos de 8 e
10 min de contato com o 6leo essencial de O. basilicum (p<0,0001) (Tabela 4).

Os niveis de metil chavicol e linalol no musculo atingiram os valores maximos
com 2 minutos anestesia. Nos demais tempos houve decréscimo (p<0,0001) na
concentragdo de ambos os compostos (Tabela 4).

Tabela 4.Concentragdo dos compostos metil chavicol e linalol (ug kg™') no plasma, cérebro e
musculo branco de juvenis de tambaqui Colossoma macropomum em diferentes tempos de
inducao anestésica com 6leo essencial de Ocimum basilicum.

Tecido (ug kg™)

Tempo Plasma Cérebro Musculo
(Min) " Metil chavicol ~ Linalol Metil Linalol Metil Linalol
chavicol chavicol
2 35,50 £0,062 10,26 +0,05* 13,65+ 0,02¢ 1,82+0,01¢ 7,080,012 2,12+ 0,012
4 7,21 £ 0,01 1,11 +£0,01° 28,68 +0,00® 2,71 +0,00° 6,67 +0,00°* 1,57 +0,01°
6 6,23 + 0,00° 0,74 £0,01¢ 21,37 +£0,03* 3,42+0,012 6,50 + 0,00° 1,55 + 0,00°
8 6,23 + 0,00° 0,72+0,01¢ 6,32+0,00¢ 1,24 +0,01¢ 6,27 +0,00¢ 0,99 + 0,00¢
10 6,24 + 0,00° 0,74 £0,03¢ 6,24 +0,01® 1,230,039 6,19 + 0,00¢ 0,44 + 0,00°

Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferengas estatistica pelo teste de Tukey
(p<0,05).

O nivel do metabdlito lactato no musculo branco de juvenis de tambaqui foi
maior (p<0,0001) aos 6 e 10 min de inducdo anestésica diferindo dos demais tempos
de coleta. O teor de amdnia no musculo foi maior (p<0,0001) aos 2 min de indugao

anestésica diferindo significativamente dos demais tempos de coleta (Figura 4).
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Figura 4. A concentracdo dos metabdlitos lactato e aménia (mmol/g de tecido) no musculo de
juvenis de tambaqui Colossoma macropomum apoés diferentes tempos de indugcéo anestésica
com Oleo essencial de Ocimum basilicum.
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Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os tempos pelo teste de Tukey (p<0,05).

A maior concentragdo de lactato no plasma foi registrada aos 4 min de
anestesia (p<0,0001). Aos 6 e 10 min as concentragdes de lactato no plasma foram
semelhantes entre si, porém diferem dos demais tempos. O teor de aménia plasmatica
foi menor aos 10 min de indugao anestésica (p<0,0001), diferindo dos demais tempos
de exposigéo avaliados. O ion cloreto foi menor aos 8 min (p<0,0002) diferindo de 2,
4 e 6 min. Para o calcio total o menor valor foi aos 10 min (p<0,0001) diferindo
significativamente dos demais tempos, enquanto aos 2, 6 e 8 min foram semelhantes
entre si, com diferenca estatistica (p<0,0001) do valor aos 4 min. (Tabela 5).

Tabela 5. Concentragdo dos pardmetros bioquimicos no sangue de juvenis de tambaqui
Colossoma macropomum em diferentes tempos de inducao anestésica com dleo essencial de
Ocimum basilicum.

Tempo (min) Parametros bioquimicos
Lactato Amonia Cloreto Célcio total
(mgdL-") (umols mL-") (mEq L") (mgdL-")
2 31,34 + 2,544 2,53 +0,23¢ 126,66 + 8,092 0,67 £ 0,012
4 54,27 £ 6,162 2,87 +0,27% 117,30 £ 31,232 0,55 + 0,07
6 48,17 + 3,79° 2,62 + 0,09¢ 112,58 + 18,192 0,63 £ 0,042
8 41,32 £ 2,21¢ 3,05+0,132 86,23 + 6,80° 0,67 + 0,062
10 47,64 + 3,59° 1,73+ 0,12 108,23 + 1,032 0,19+ 0,01¢

Letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferengas estatistica pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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1.1.15Ensaio — Il

Apos anestesia (0,0h) a concentragdo de metil chavicol e linalol no plasma
sanguineo foi de 6,27 e 0,89 ug kg™ respectivamente. Apds 3h de depuragdo, houve
uma reducgao significativa de 74,48% de metil chavicol (p<0,00005) e de 44,95% de
linalol (p<0,0008). Apds 6h a concentracdo de ambos os compostos se manteve
estavel, sendo 1,33 ug kg™' para o metil chavicol e 0,42 ug kg™ para o linalol.

A maior concentragdo de metil chavicol no musculo foi logo apds anestesia
6,33 ug kg, com reducdo de 16,42% no ultimo tempo de coleta (p<0,0001). Para o
linalol foi observado o mesmo comportamento com a maior concentragao logo apos
anestesia 1,32 ug kg' e redugdo de 26,51% no tempo de 6h apods anestesia
(p<0,0002).

No cérebro a concentragdo de 6,31 ug kg™ de metil chavicol logo apos
anestesia (0,0h), com decréscimo a 2,31 ug kg’ no ultimo tempo de coleta 6h
p<0,0001). Para o linalol a maior concentracéo foi logo apds anestesia (0,0h) com 1,43
ug kg diferindo dos valores de 3h (p<0,01) e 6h (0,0001) apos anestesia. O valor

1,00 pg kg™ foi observado no ultimo tempo de coleta (Figura 5).

Figura 5. Concentragao (ug kg'') de metil chavicol e linalol no plasma (a), musculo(b) e cérebro
(c) de juvenis de tambaqui Colossoma macropomum apés indugao anestésica com 6leo
essencial de Ocimum basilicum.
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Os parametros farmacocinéticos foram obtidos a partir de um modelo nao
compartimental, a concentragcdo maxima e a meia vida (T1/23 h) de metil chavicol e
linalol foram inferiores a 1h nos trés tecidos plasma, musculo e cérebro, com a
excegdo do metil chavicol no musculo. A area sob a curva do grafico AUC o-t (ug g™’
h) foi maior no cérebro do que no plasma para os compostos metil chavicol e linalol
(Tabela 6).

Tabela 6. Parametros farmacocinéticos dos compostos metil chavicol e linalol nos diferentes
tecidos de tambaqui Colossoma macropomum apos banho de 10 min em 800 pL L' de dleo
essencial de Ocimum basilicum.

Plasma Musculo Cérebro
Parametros Metil . Metil . Metil .
Farmacocinéticos chavicol Linalol chavicol Linalol chavicol Linalol

Tmax (h) 0,43 0,66 2,30 0,46 1,00 0,47
C max (ug kg™) 6,23 0,89 6,37 1,32 2,22 1,43
T1/2B (h) 0,30 0,46 1,59 0,32 0,69 0,33
Kel (per h) 2,33 1,51 0,43 2,17 1,00 2,11
AUC o-t (ug g' h) 11,69 3,07 33,65 6,15 19,59 6,68
AUC o- (ug g h) 12,22 3,35 45,82 6,60 21,89 7,16

Tmax (h) = tempo maximo; C max = concentracdo maxima; T1/2p3 = meia vida terminal; Kel =
constante de eliminagao; AUC, - = area sob a curva do tempo zero a 24h; AUC o..- area sob
a curva do tempo zero até o infinito.

Nas analises histoldgicas das branquias figura 3 (b), (e) e (f), e no valor médio
de alteracao foi identificada diferencga significativa (p<0,05) entre 0,5 e 6h para as
lesdes de fusado da lamela secundaria e hiperplasia interlamelar. Estas lesées nao se
mantiveram presentes apds 6 horas de recuperacao anestésica (Tabela 7). No tecido

hepatico e esplénico nao foram observadas lesbes dignas de nota.

Tabela 7. Intensidade de alteracdes histolégicas nas branquias de juvenis de tambaqui
(Colossoma macropomum) em diferentes tempos de coleta, apés 10 min de indugéo
anestésica com 800 pL L™ de dleo essencial de Ocimum basilicum.

Tempo apés exposigéao (h) Valor de

0 0.5 1 3 6 p
Deslocamento do 1,00£0,00 1,00+000 1,00%£000 1,00%0,00 1,00%000 09852
epitélio justalamelar

Edema justalamelar 0,75+0,50 1,00+0,00 0,50+0,55 1,00+£0,00 1,00+0,00 0,0544
Dobras extremidades 0254050 0,83+040 0,83+041 0,33£052 0,00£0,00 0,142
Fusao da lamela
secundaria
Hiperplasia
interlamelar
Mast cell
(macrofagos)
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis
(p<0,05) seguido do teste de Dun.

Lesoes histolégicas

0,75 +0,50% 1,00 £ 0,00® 0,50 + 0,55% 0,33 + 0,522 0,00 + 0,00 0,0104
1,50 + 0,58% 1,67 + 0,522 1,33 + 0,523 0,50 + 0,842 0,00 + 0,00° 0,0190

0,50+058 083+041 0,17+0,41 0,00+0,00 0,00+0,00 0,0612




42

Figura 6. Alteracdes histoldgicas nas branquias de juvenis de tambaqui C. macropomum apos
inducao anestésica com 6leo essencial de O. basilicum.

(a)-0h (*) hiperplasia interlamelar intensa, (b)-0,5h (—) deslocamento do epitélio justalamelar,
(c)-1,0h (*) hiperplasia moderada na base do filamento branquial, (d)-3,0h (*) hiperplasia
interlamelar moderada(—) deslocamento do epitélio justalamelar, (e) e (f)-6h hiperplasia leve.
Barra = 50 ym (f).

DISCUSSAO

A sobrevivéncia € uma resposta importante, pois a mortalidade ja foi
registrada em peixes anestesiados. Nos estudos com 6leos essenciais de manjericao
(O. basilicum), tomilho (Thymus vulgaris), erva cidreira (Lippia alba) e pau rosa (Aniba
roseadora) nao foi registrada mortalidade em tambaquis (C. macropomum) apos
inducao anestésica (Baldisserotto et al., 2018; Boaventura et al., 2022; Silva et al.,
2019; Ventura et al., 2021). Semelhante ao registrado no presente estudo onde néo
foi registrada mortalidade. Embora a composi¢céo dos 6leos essenciais e o teor dos
compostos majoritarios sejam influenciados por fatores como estacao do ano, fase de
desenvolvimento da planta, quimiotipo, método de extragao, tipo de solo, horario de
colheita, temperatura e tempo de secagem (Barbosa et al., 2012; Carvalho Filho et al.,
2006; Moldao-Martins et al., 1999; Paolini et al., 2010; Tavares et al., 2005) neste
estudo, o uso de 6leo essencial de manjericao (O. basilicum) como anestésico foi

eficiente e ndo causou mortalidade nos peixes.
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As propriedades fisico-quimicas dos farmacos, como massa molecular e
lipossolubilidade, sdo fatores que influenciam a difusdo transmembrana que é o
principal mecanismo para atravessar a barreira hematoencefalica (Zeiadeh et al.,
2018). Apds 2 min de exposig¢ao ao oleo essencial de O. basilicum foram quantificados
os compostos majoritarios metil chavicol e linalol no plasma, cérebro e musculo. Estas
observacdes indicam rapida absorcado e distribuicido dos compostos na corrente
sanguinea. A rapida absorcéo se deve as caracteristicas dos compostos, no qual metil
chavicol € um terpendide lipossoluvel com baixa massa molar (148,2 g/mol) (Zeljkovié¢
et al., 2020), o que facilita seu transporte pela membrana das branquias e barreira
hematoencefalica. O linalol, € um monoterpeno com baixa solubilidade em agua (1,45
g/l a 20°C) massa molar de 154,25 g/mol (Belsito et al., 2010). Ambos os compostos
tem massa molecular proximos e caracteristicas semelhantes, o que levou a um
comportamento semelhante na absorcéo e distribuigcao.

O aumento do lactato plasmatico em peixes apos praticas de manejo, ocorre
quando o metabolismo aerdbico ndo supre a demanda energética (Barbosa et al.,
2007). Em estudos anteriores Inoue et al. (2011) e Batista et al. (2018) utilizaram o
composto eugenol e dleo essencial de L. alba na anestesia para tambaqui, mas isso
nao inibiu o aumento dos niveis de lactato. Estes resultados corroboram com o
observado neste estudo, em que, a adigcdo de 800 pl L-'de dleo essencial de O.
basilicum nao mitigou os niveis de lactato no plasma.

O aumento da aménia plasmatica é indicador de metabolismo de proteinas
alterado por mediacéo do cortisol, o que resulta em maior liberacdo desse metabdlito
no plasma (Inoue et al., 2011). Neste estudo os niveis de amodnia plasmatica variaram
durante o tempo de indugao anestésica, com menor concentragdo observada aos 10
min. Isto indica a eficiéncia do 6éleo essencial de O. basilicum na concentragao de 800
ul L' em manter a homeostase no animal a 27,7°C em relagdo a excrecdo de
nitrogénio, que € um indicador de estresse secundario. Diferente dos estudos
realizados com tambaqui (28,7°C) e pacu (25,6°C), em que a anestesia com 0leo
essencial de L. alba nas concentragées de 100 mg L' e 250 mg L respectivamente,
ndo inibiu 0 aumento da aménia plasmatica (Batista et al., 2018; Ventura et al., 2019b).
O teor dos compostos, a temperatura e a concentracdo da solucao sao fatores que
influenciam a eficiéncia dos O6leos essenciais como anestésicos em peixes
(Baldisserotto et al., 2018).0 desbalanceamento eletrolitico € um indicador de

estresse, pois a manutengdo da homeostase é influenciada pelo equilibrio na
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absorcao e excrecdo dos mesmos (Gabriel et al., 2019). Neste estudo, passados 10
min de inducdo os valores do ion de cloreto nao diferiram dos tempos iniciais. O que
indica a eficiéncia da adi¢gdo de 800 pl L-'de oleo essencial de O. basilicum na
manutengao do ion de cloreto no plasma do peixe. Semelhante ao resultado de Santos
et al. (2020), apos transporte de tambaqui (C. macropomum) por 15h com solugéo
mista de 10,4 mg L' de Melaleuca alternifolia e de composto eugenol, ndo houve
variacao significativa no ion de cloreto. A diminuicdo das trocas idnicas pelas
branquias em peixes em anestesia profunda, ocorre devido a redugdo da taxa de
ventilagdo, menor fluxo sanguineo e das fungdes nervosas (Inoue et al., 2004). Para
Barbosa et al. (2007) a adigédo de 15 e 60 mg L' de eugenol em banho anestésico em
matrinxa (Brycon amazonicus) por 10 min manteve o equilibrio idnico. Neste estudo,
a exposicao por até 8 min manteve a homeostase deste ion; porém, um tempo maior
de indugéo anestésica (10 min) levou a queda no teor de calcio total, o que indica
desbalanceamento.

O aumento do lactato em musculo branco é um indicador de estresse
secundario, pois na tentativa de aumentar a demanda energética sua concentragéo é
elevada (Proctor et al., 1992). Neste estudo, a concentragéo de lactato em musculo
branco oscilou e aos 10 min de indugéo teve a maior concentragdo. Corroborando
com o estudo de Zeppenfeld et al. (2014), onde a adigédo de 30 e 40 yl L' mg L' de
Oleo essencial de Aloysia triphylla na agua durante transporte de juvenis de jundia
(Rhamdia quelen) por 6h ndo inibiu 0 aumento desse metabdlito. As branquias e os
rins sdo fundamentais na excregdo de aménia do organismo dos peixes, quando esse
equilibrio € quebrado, niveis elevados de ambnia no plasma e na musculatura se
tornam toxicos para o organismo (Smutna et al., 2002). O uso de 800 pl L-'de dleo
essencial de O. basilicum nao levou a aumento na concentragdo de aménia, o aponta
para eficiéncia na manuten¢ao da homeostase. No ensaio Il os compostos majoritarios
do o6leo essencial de O. basilicum, metil chavicol e linalol foram encontrados em niveis
quantificaveis no plasma. Para ambos os compostos apds 10 min de exposicao a 800
ul L' de oleo essencial de O. basilicum foi registrada a maior concentragio, com
reducdo de 74,4% do composto metil chavicol e 44,9% de linalol nas primeiras 3h.
Comportamento este semelhante ao descrito em pacu (Piaractus mesopotamicus) por
(Ventura et al., 2019a) com 6h de depuracgéo, 78,7% de metil chavicol e 52,8% de
linalol foram eliminados. A absorcéo, distribuicdo e eliminagcdo rapida estao

relacionadas com a temperatura da agua, pois quanto maior a temperatura mais
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rapidos sdo esses processos (Zahl et al., 2009)Este estudo € fundamental para
entender a farmacocinética do 6leo essencial de O. basilicum, em juvenis de tambaqui
apos anestesia. Para os compostos majoritarios metil chavicol e linalol a concentragao
maxima foi alcangada antes de 1h, o que indica rapida absor¢do. Comportamento
semelhante ao demonstrado por Bianchini et al. (2019) para o S-(+)-linalol que com
0,5h ja havia atingido a concentragdo maxima. A absorgdo do farmaco e o percurso
sao influenciados por fatores como a circulagéo sistémica e o método de exposi¢cao
(Storpirtis et al., 2011). Em peixes a via de contato com o produto costuma ser banho
de imersao, onde as branquias sdo a area de contato responsaveis por absorver o
farmaco, a absorgéo tende a ser rapida devido ao alto fluxo de sangue e facilidade de
troca com o meio (Zahl et al., 2012).

Neste estudo o comportamento dos compostos (metil chavicol e linalol) no
cérebro indica rapida distribuicido apds absorgao, pois os valores de AUCo-tsé&o duas
vezes maiores para o linalol e de uma vez e meia para o metil chavicol em comparagao
com o os valores no plasma. No estudo de Bianchini et al. (2019) indugcao anestésica
com S-(+)-linalol em jundias (R. quelen) os altos niveis de AUCo-t de linalol no cérebro
maiores que no plasma explicam a atividade anestésica, mesmo que o0 mecanismo de
acao anestésica ainda seja desconhecido. Embora a quantificagdo AUCot dos
compostos metil chavicol e linalol no cérebro seja um resultado promissor, o fato de
ter sido usado o 6leo essencial e ndo os compostos isolados nao permite afirmar que
a atividade anestésica € apenas do metil chavicol e linalol.

Neste estudo, para os dois compostos metil chavicol e linalol no plasma a
meia vida foi inferior a 0,5h, que é uma meia vida muito curta, o que indica rapida
eliminacao. Resultado semelhante ao de Bianchini et al. (2019) com o uso 153,0 mg
L' de linalol extraido de dleo essencial de L. alba, que na anestesia de jundia (R.
quelen) apresentou perfil de eliminagdo rapido com uma meia vida de 1,36h no
plasma. A meia vida-T1/23 de um farmaco é um importante indicador de eliminagao
do mesmo (Zanon et al., 2012). O uso de 75 mg L' de eugenol em anestesia por 15
min a 4°C teve meia vida de 12h em truta arco-iris O. mykiss que € uma meia vida
longa. A Meia vida no plasma de truta arco-iris de 60 e 13 min a 6 e 12°C
respectivamente (Stehly et al., 1998). O conhecimento dos mecanismos de eliminagao
sao fundamentais para determinar a eficiéncia de um farmaco, pois mesmo que um
anestésico seja eficiente em anestesia ele pode se acumular no organismo

dependendo da natureza do composto e da espécie estudada.
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O estado do 6rgao apos anestesia € um indicador importante, pois alteragdes
histoloégicas como ectasia capilar dos filamentos branquiais foram observadas em
branquias de truta arco-iris anestesiada com 6leo de cravo Velisek et al. (2005).
Também foi encontrado fusao lamelar, proliferacéo de células de cloreto, hipertrofia e
hiperplasia do epitélio lamelar em tambaqui anestesiado com 6leos essenciais de A.
triphylla (22% de B-pineno e 13,1% transpino-canfona), L. sidoides (72% de timol) e
Mentha piperita (33,8% de mentol e 15,2 mentona) (Brandao et al., 2021). A adigéo
de uma solugédo de 10,4 mg L' com dleo de M. alternifolia arvore do cha (44%
terpinen-4-ol) e de dleo de cravo (98% eugenol) na agua de transporte de tambaqui
(C. macropomum) por 15 horas nao evitou lesdes de estagio | e |l de fuséo lamelar,
hipertrofia e hiperplasia do epitélio lamelar (Santos et al., 2020). Semelhante a este
estudo onde nas lesdes histolégicas avaliadas os graus das lesdes foram de leves a
moderadas. Além disso o uso de 800 uL L' de o6leo essencial de O. basilicum n&o
causou alteragcdo no bacgo e no figado de tambaqui, assim como no trabalho de Yigit
et al. (2022) em truta arco iris anestesiados com 6leo essencial de O. basilicum e
Eucalyptus globulus. Esses resultados indicam que o uso do 6leo essencial de O.

basilicum é seguro.

CONCLUSAO

Com base nos dados deste estudo & possivel concluir que 800 ul L' do dleo
essencial de O. basilicum foi eficiente na anestesia de C. macropomum, pois inibiu
respostas ao estresse, ndo causou mortalidade e estresse adicional. A meia vida do
metil chavicol e linalol foi inferior a 30 min no plasma o que sustenta a afirmacao de
absorgcao, distribuicdo e eliminagdo rapidas. Adicionalmente, as alteracbes
histolégicas inicialmente causadas foram reversiveis apds 6 horas de anestesia. Os
niveis de AUCo-t dos compostos metil chavicol e linalol no cérebro sdo promissores,
no entanto, mais estudos avaliando os compostos isolados sdo necessarios para

confirmar a propriedade anestésica.
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