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RESUMO

A realizacéo de atividades de rotina em ambientes de cultivo tende a causar estresse aos animais
cultivados, com isso, a utilizacdo de anestésicos como método de inibicdo de estimulos
estressantes se faz necesséria visando assegurar o bem-estar animal. Os Oleos essenciais
apresentam elevado potencial para utilizacdo como anestésicos na aquicultura. Com isso,
manjericdo (Ocimum basilicum) é uma alternativa segura para a realizacdo de procedimentos
anestésicos em peixes. Embora o 06leo essencial de manjericdo seja reconhecido por seu
potencial na indugdo anestésica, a porém a avaliagdo do seu efeito anestésico sob diferentes
temperaturas € pouco encontrada na literatura. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das
temperaturas 23 e 27 °C sobre a hematologia de juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) submetidos a anestesia pelo 6leo essencial de manjericdo. Para definicdo da
concentracdo a ser utilizada no experimento de inducéo anestésica, foi realizado um ensaio |
com 63 peixes submetidos a sete concentracdes do 6leo essencial de manjericdo (100, 150, 200,
250, 300, 350 e 400 mg L), para avaliacdo do tempo de inducéo anestésica. No experimento
de inducdo anestésica, os peixes foram expostos ao Oleo essencial de manjericdo na
concentracdo de 250 mg L* para avaliacido hematoldgica e bioquimica em duas temperaturas
(23 e 27 °C). Foram realizados banhos de 10 minutos utilizando 42 peixes por temperatura e
sete peixes no controle com &gua e controle etanol 95%. A coleta do sangue foi realizada ap6s
a inducdo anestésica de cada temperatura para determinacdo de hematdcrito, concentracdo de
hemoglobina (Hb), nimero de eritrocitos (RBC), volume corpuscular médio (VCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), valores relativos de leucdcitos e valor absoluto de leucécitos e trombdcitos. Além
disso, as amostras de sangue foram utilizadas para avaliacdo bioquimica dos ions plasmaticos
de cloreto e célcio total. A analise de composicdo quimica por cromatrografia gasosa
demonstrou o metil chavicol (70,04%) e linalol (24,59%) como constituintes majoritarios do
o6leo essencial de manjericdo. O ensaio | de indugdo anestésica revelou que a concentracao de
250 mg L7 induziu o estigio anestésico em menor tempo (80 segundos) com rapida
recuperacdo. Os peixes submetidos a inducdo anestésica com temperatura da agua a 23 °C
apresentaram contagens de neutréfilos menores (p<0,05) em comparagdo aos demais grupos
testados. Para a temperatura de 27 °C, os valores de VCM, CHCM e eritrocitos reduziram
(p<0,05) diante da exposicédo ao 6leo essencial de manjericdo. Na avaliacdo bioquimica apenas
o ion calcio apresentou diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos controles nos peixes
expostos a temperatura de 27 °C. Conclui-se que o Gleo essencial de manjericdo apresentou
efeito anestésico positivo, no entanto, a sua utilizacdo a temperatura de 27 °C altera
negativamente os dados hematolégicos de tilapia do Nilo, j& diante da temperatura de 23 °C ndo
houve variacdes dos parametros hematologicos tendendo a um melhor equilibrio entre o
ambiente e o sistema osmorregulatério da espécie.

Palavras-chave: aquicultura; pardmetros hematolOgicos; anestesia; estresse.



ABSTRACT

The performance of routine activities in cultivations environments tends to cause stress to
cultured animals. Therefore, the use of anesthetics as a method to inhibit stressful stimuli is
necessary to ensure animal well-being. Essential oils have high potential for use as anesthetics
in aquaculture. Thus, Ocimum basilicum is considered a safe alternative for conducting
anesthetic procedures in fish. Although basil essential oil is recognized for its potential in
anesthesia induction, the evaluation of its anesthetic effect under different temperatures is not
widely found in the literature. The aim of this study was to evaluate the effect of temperatures
23 and 27 °C on the hematology of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) juveniles subjected to
anesthesia with basil essential oil basil. To determine the concentration to be used in the
anesthetic induction experiment, a preliminary trial (Trial 1) was conducted with 63 fish
subjected to seven concentrations of basil essential oil (100, 150, 200, 250, 300, 350, e 400 mg
L1) to assess the induction time. In the anesthetic induction experiment, the fish were exposed
to basil essential oil at a concentration of 250 mg L™ for hematological and biochemical
evaluation at two temperatures (23 e 27 °C). Baths of 10 min were conducted using 42 fish per
temperature, and seven fish in the control group with water and 95% ethanol control. The blood
collection was performed after the anesthetic induction at each temperature to determine the
hematocrit, hemoglobin concentration (Hb), red blood cell count (RBC), mean corpuscular
volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC), mean corpuscular
hemoglobin (MCH), relative values of leukocytes and absolute values of leukocytes and
thrombocytes. Additionally, blood samples were used for biochemical evaluation of plasma
chloride and total calcium ions. The chemical composition analysis by gas chromatography
demonstrated methyl chavicol (70,04%) and linalool (24,59%) as the major components of basil
essential oil. The Trial 1 of anesthetic induction revealed that the concentration of 250 mg L™
induced the anesthetic stage in a shorter time (80 seconds) with rapid recovery. Fish exposed
to anesthetic induction with water temperature at 23 °C showed lower neutrophil counyts
(p<0,05) compared to the other tested groups. For the temperature of 27 °C, values of MCV,
MCHC and RBC values decreased (p<0,05) when exposed to basil essential oil. In the
biochemical assesment, only the calcium ion showed a statistical difference (p<0,05) between
the control groups in the fish exposed to a temperature of 27 °C. It is concluded that basil
essential oil exhibited a positive anesthetic effect. However, its use at a temperature of 27 °C
negatively affects the hematological data of Nile tilapia. On the other hand, at a temperature of
23 °C, there were no variations in hematological parameters, tending towards a better balance
between the environment and the osmoregulatory system of the species.

Keyword: aquaculture; hematological parameters; anesthesia; stress.
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1 INTRODUCAO
1.1  CULTIVO DE TILAPIA DO NILO

A aquicultura exerce importante funcdo na producdo de alimentos aquaticos com
desafio de fornecer segurancga alimentar e qualidade nutricional (AFEWERKI et al., 2023).
Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization) (2022), a producdo aquicola em 2020
atingiu um total de 214 milhdes de toneladas, representando US$ 265 bilhdes de cultivos de
organismos aquaticos no mundo. Diante do aumento populacional, a aquicultura vem
promovendo a otimizagdo na produgdo para garantir a demanda por pescado, além de preservar
0s estoques pesqueiros de capturas indevidas (FAO, 2022). A industria aquicola se destaca
como uma industria em constante evolucdo, gracas as inovac@es no seu sistema de producéo,
representando um percentual de 8,8% do total das industrias de alimentos a cada ano desde o
inicio da década de 1980 (AHMAD et al., 2021). Dentre os as espécies mais cultivadas no
mundo, destaca-se, em primeiro lugar a carpa-capim (Ctenopharygodon idellus), seguida pela
carpa prateada (Hypophthalmichthys molitrix), e a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) como
uma das espécies mais produzidas no setor, representando cerca de 9% da producdo aquicola
mundial (FAO, 2022).

A tilapia do Nilo é caracterizada por possuir alta versatilidade, adaptando-se a cultivos
semi-intensivos e intensivos, além de demonstrar capacidade de adaptacdo a diversas
tecnologias de producéo, incluindo sistemas de recirculago e o sistema bioflocos (SUAREZ-
PUERTO; ARANEDA; GULLIAN-KLANIAN, 2023). Em 2021, foram produzidas mais de
4,82 milhdes de toneladas da espécie no mundo, sendo a Indonésia a maior produtora (FAO,
2023). No Brasil, a tilapicultura impulsionou o crescimento da piscicultura, colocando o pais
na quarta posicao entre os maiores produtores mundiais, correspondendo a 7,48% da producéo
mundial, representando em valores cerca de US$ 9,68 bilhdes (FAO, 2023). A espécie é
altamente valorizada pelos produtores por possuir facilidade e custos reduzidos de producéo, e
elevado crescimento e resisténcia ao surgimento de doengas bem como ao estresse ambiental
(YOUSEFI et al., 2022).

O cultivo de tilapia do Nilo é realizado em diferentes etapas, e normalmente o processo
de producdo ndo é conduzido em sua totalidade em uma unica fazenda de cultivo. O local de
producdo de alevinos é geralmente distinto do local de engorda dos animais, portanto, o
transporte desempenha um papel fundamental na cadeia produtiva dessa espécie (SIMOES et
al., 2011). O transporte é uma atividade que ocorre regularmente e representa um momento

crucial na tilapicultura, uma vez que manter os parametros ideias de qualidade de agua durante
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esse procedimento é um grande desafio (BECKER et al., 2017; FREIRE et al., 2019). Diante
disso, o transporte promove variagdo de fatores como temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
mudanca de ambiente, potencializando o estresse aos animais (MEDEIROS-JUNIOR; BRITO,
2021). Além do transporte, atividades como vacinacao, biometria e manejo diario podem ser
estressantes aos animais. Assim, em resposta ao processo estressante, 0s peixes tendem a manter
a estabilidade atraves do seu estado homeostatico (SILVA et al., 2015). A tilapia é uma espécie
que demonstra notavel capacidade de se adaptar diferentes faixas de temperatura. Sua faixa
ideal de temperatura varia de 20 a 30 °C, no entanto, temperaturas elevadas podem aumentar a
suscetibilidade a doengas e temperaturas proximas a 10 °C podem resultar a morte da espécie
da (DEY et al., 2023).

1.2 USO DE ANESTESICOS NA AQUICULTURA

O estresse é descrito como altera¢des no estado fisioldgico de peixes em decorréncia
de condicGes ambientais que representam uma ameaca a sua sobrevivéncia (ROSS; ROSS,
2008). Nesse contexto, 0s anestésicos sao empregados a fim de promover praticas de manejo
seguras aos animais sendo eficazes na reducgéo do estresse e da dor. Assim, sdo considerados
uma ferramenta indispensével na piscicultura para reducdo dos fatores estressantes causados
por procedimentos como pesagem, transporte, manuseio na biometria, coleta de sangue e
vacinacdo, além de prevenir eventuais mortalidades durante o manejo (SNEDDON, 2012;
MEDEIROS-JUNIOR; BRITO, 2021).

Os anestésicos na aquicultura sdo utilizados desde o século XX, desde entdo, diversos
estudos vém sendo conduzidos para comprovar seus beneficios na seguranga animal
(PRIBORSKY; VELISEK, 2018; BIANCHINI et al., 2019). Roohi e Imanpoor (2015),
ressaltam que situacdes estressantes em procedimentos nas fazendas de producéo resultam na
reducdo da capacidade imunoldgica e crescimento e na vulnerabilidade ao surgimento de
doencas em peixes, com isso, as substancias anestésicas sdo empregadas com o propdsito de
minimizar os efeitos prejudiciais do estresse.

De acordo com Ross e Ross (2008), os estagios de sedacdo e anestesia em peixes diferem
quanto suas caracteristicas de percepcao sensorial. A sedacdo é um estado anterior a anestesia,
na qual ndo ha perda sensorial total, enquanto a anestesia leva a perda sensorial completa
(ROSS; ROSS, 2008). Os estagios de inducdo bem como a profundidade anestésica podem ser

divididos em cinco classes, com diferentes respostas comportamentais aos peixes (Quadro 1).
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Quadro 1- Estagios de inducéo anestésica em peixes.
Estagio Descricao Resposta comportamental
Equilibrio normal, estimulos musculares
normais, atividade opercular normal.
Perda parcial do equilibrio, desorientacao,
perda parcial a estimulos externos.
Perda total do equilibrio, natacdo erratica,
reducéo da atividade opercular.
Perda do reflexo, respiracdo irregular e
movimentacdo lenta do opérculo.

[\ Recuperacéo Recuperacao do equilibrio e natacdo normal.
Fonte: Adaptado de Ross e Ross (2008); Sneddon (2012); Zahl, Samuelsen, Kiessling (2012); Yousefi et al. (2022).

0 Normal

I Sedacao leve

I Sedacdo profunda

i Anestesia profunda

A inducdo anestésica em peixes é normalmente realizada por banhos de imerséo, para
tanto, os animais sdo acondicionados em um recipiente, que variam desde aquarios até um
simples balde. Em seguida, o0 anestésico é dissolvido na agua, e avaliado o nivel de anestesia
alcancado com base na profundidade do estado anestésico (SNEDDON, 2012). Durante o
procedimento de inducdo, o anestésico ¢é absorvido pelas branquias e transportado até o sistema
nervoso central (SNC) por meio do sangue arterial, no entanto, quando o0s peixes s&o
transferidos para um recipiente livre de anestésico, ocorre 0 processo de excrecdo de
metabolitos através da pele e branquias (GHOLIPOURKANI; AHADIZADEH, 2013;
PRIBORSKY; VELISEK, 2018).

O anestésico considerado apropriado para utilizacdo na aquicultura é aquele que
minimiza os efeitos estressantes e apresenta as melhores relagcdes dose-resposta, bem como
melhor caracteriza 0 comportamento do peixe durante as fases de inducdo e recuperacao
(AYDIN; BARBAS, 2020). Além disso, a solubilidade na &gua, disponibilidade no mercado,
valor econdmico, toxicidade a humanos e animais além do tempo de eliminacéo dos compostos
sdo considerados aspectos relevantes para a escolha de um anestésico para uso em peixes
(PRIBORSKY:; VELISEK, 2018). Peixes de diferentes espécies, idades e sexos manifestam
respostas distintas aos anestésicos, consequentemente, a dosagem e eficacia de um anestésico

especifico irdo variar conforme a fisiologia do animal (ZAHL et al., 2009)
1.3 INFLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE A ANESTESIA
Os peixes sdo animais ectotérmicos, ou seja, a temperatura corporal destes se aproxima

da temperatura do ambiente devido as trocas de calor que ocorrem de forma majoritaria e mais

eficiente nas branquias, onde interagem com o ambiente (ROSS; ROSS, 2008). A aplicacdo de
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anestésicos nos peixes € afetada por variaveis como idade, sexo e tamanho, bem como entre
diferentes espécies, resultando em respostas variadas mesmo diante de uma mesma dose de
anestésico. Alem disso, essas respostas sdo influenciadas por fatores ambientais, como
salinidade, pH, niveis de oxigénio dissolvido e temperatura da &gua (ZAHAL et al., 2009).

Para diversas espécies, a variagdo da temperatura atua como um importante fator
estressante (HUSEN; SHARMA, 2014). Diante do uso de anestésicos, a temperatura é uma
variavel significativa a ser considerada pois a concentracdo anestésica bem como a indugéo
anestésica sao influenciadas pela temperatura (MEDEIROS-JUNIOR; BRITO, 2021), pois de
acordo com Aydin et al. (2015), o tempo de inducdo e recuperacdo anestésica possui uma
relacdo direta com o metabolismo dos peixes.

Os processos fisiologicos dos peixes estdo associados a temperatura, pois
desempenham uma funcéo significativa na relacdo entre absor¢do e eliminacdo dos compostos
anestésicos, além disso, a variagdo da temperatura é capaz de aumentar o metabolismo dos
peixes promovendo o aumento do fluxo sanguineo nas branquias (ZAHL et al., 2011). Zahl et
al. (2009), relataram que diante de temperaturas mais elevadas, 0s peixes tendem a apresentar
tempos mais curtos de inducdo e mais longos para recuperacao da anestesia. Mylonas et al.
(2005), observaram que o aumento da temperatura em robalo europeu (Dicentrarchus labrax)
anestesiados com 6leo de cravo e 2-fenoxietanol apresentaram tempos menores de inducao e
maior tempo de recuperacdo diante da temperatura de 25 °C. O mesmo foi observado para o
linguado-do-atlantico (Hippoglossus hippoglossus) (ZAHL et al., 2011) submetido a diferentes
anestésicos sintéticos. Portanto, estudos revelam que diferentes temperaturas influenciam
diretamente no metabolismo do animal, no entanto, a avaliacdo da relacdo entre a
temperatura/inducdo anestésica, e a influéncia destas sobre a hematologia sdo pouco

encontradas na literatura.

1.4  ANESTESICOS SINTETICOS E NAO-SINTETICOS

Os anestésicos utilizados em peixes sdo divididos em sintéticos e ndo sintéticos a base
de plantas. Os sintéticos mais comuns utilizados na aquicultura sdo o metanossulfonato de
tricaina (MS-222), quinaldina, benzocaina, 2-fenoxietanol e metomidato, contudo, 0 MS-222 é
0 Unico anestesico utilizado em peixes que possui liberagao para uso em peixes de consumo nos
Estados Unidos pela agéncia reguladora de drogas e alimentos (Food and Drug Administration
- FDA) (COYLE; DURBOROW; TIDWELL, 2004; GONCALVES et al., 2008; PRIBORSKY;

VELISEK, 2018). Entretanto, o uso de produtos sintéticos pode provocar efeitos adversos aos
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animais como a producdo excessiva de muco, hiperatividade, agitacdo e irritacdo, além disso,
possuem elevado valor comercial, causam danos ao meio ambiente e acumulam-se no tecido
muscular dos peixes apresentando riscos para o consumo humano (AYDIN; BARBAS, 2020;
YIGIT et al., 2022).

Devido a série de inconvenientes associados a utilizagdo de substancias sintéticas, o
interesse acerca do uso de produtos naturais para anestésicos em peixes vem aumentando,
principalmente, por suas caracteristicas de baixa toxidade tanto para os animais quanto aos
consumidores, ao seu custo reduzido, ao menor impacto ambiental aos corpos d’agua e a
diminuicdo da presenca de residuos quimicos no musculo dos animais (SANTOS; REZENDE;
MORON, 2020).

Os anestésicos nao sintéticos a base de plantas, como os éleos essenciais, representam
uma alternativa eficiente e segura para a realizacdo de procedimentos anestésicos em peixes
(BARBAS et al., 2017). Metabolizados a partir de plantas, os 6leos essenciais sdo constituidos
por principios ativos que possuem caracteristicas terapéuticas e compostos lipofilicos volateis
(SOUZA et al., 2019). Os o6leos essenciais possuem um aroma marcante e sdo extraidos de
varias partes das plantas, tais como folhas, flores, sementes ou cascas. O extrato bruto é obtido
através de vapor d’agua ou destilacdo a seco para a producgdo destes liquidos oleosos (AZIZ et
al., 2018). Os 0leos essenciais sdo amplamente reconhecidos por sua eficacia em funcbes
biol6gicas, propriedades antibacterianas, antifingicas e antioxidantes (GURKAN;
HAYALOGLU, 2023).

O anestésico natural mais utilizado na aquicultura € o 6leo de cravo, originario da
destilacdo de plantas pertencentes ao género Syzygium, que possui 0 eugenol como principal
constituinte do processo de destilacdo (cerca de 70 a 90%) (GONCALVES et al., 2008; ROSS;
ROSS, 2008). O eugenol representa uma Otima alternativa diante do uso de anestésicos
sintéticos, pois apresenta elevadas taxas de recuperacdo e baixa mortalidade, além disso, possuli
baixo custo e ndo deixa residuos toxicos nos tecidos dos peixes (BODUR et al., 2018).

De acordo com Ross & Ross (2008), apesar de os resultados proporcionados com a
utilizacdo do 6leo de cravo como anestésico sejam notaveis, sua aplicacdo ndo é apropriada em
peixes destinados comercializa¢do devido sua rapida penetragdo nos tecidos, conferindo-lhe o
sabor caracteristico do cravo. Além disso, o Oleo de cravo possui uma limitagdo como
anestésico devido sua estreita faixa de seguranca, o que significa que uma pequena variagcdo na
dosagem pode resultar na mortalidade dos peixes ou em um tempo de recuperacéo prolongado
para aqueles que sobreviverem (PURBOSARI et al., 2019). Além do 6leo de cravo, pesquisas

vém sendo desenvolvidas a fim de avaliar os efeitos sedativos e anestésicos em peixes com
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diversos 0leos essenciais, como por exemplo a menta (Menta arvensis) (ANANIAS et al.,
2022), erva-cidreira (Lippia alba) (BECKER et al., 2012), tomilho (Thymus vulgaris)
(BOAVENTURA et al., 2020), alfavaca (Ocimum gratissimum) (SILVA et al., 2020), e
manjericdo (Ocimum basilicum) (VENTURA et al., 2021a).

1.5  OLEO ESSENCIAL DE Ocimum basilicum

O género Ocimum possui mais de 150 espécies catalogadas, estes possuem variedades
evolutivas decorrentes tanto do polimorfismo quanto das condi¢6es ambientais (KHOLIYA et
al., 2022). Popularmente conhecido como manjericdo, o Ocimum basilicum, pertencente a
familia Lamiaceae, é originario dos continentes asiatico, africano, sul-americano e central, e
possui grande importancia econdmica principalmente na industria farmacéutica (MARTINS et
al., 2010; PRAVUSCHI et al., 2010). O manjericdo € uma das espécies de ervas aromaticas
mais utilizadas devido sua apreciacdo tanto na culinaria, caracteristico por seu sabor e aroma
marcante, quanto na medicina, devido as suas propriedades anti-inflamatdrias, tratando
problemas como gastrite, dor abdominal e febre (BELTRAN-NOBOA et al., 2022). O 6leo
essencial obtido a partir da extracdo de O. basilicum é um composto altamente valorizado nas
indUstrias de alimentos, bebidas, cosméticos e perfumarias (GURKAN; HAYALOGLU, 2023).

Dentre os principais constituintes do 6leo essencial de O. basilicum destacam-se o
linalol, metil chavicol, metil cinamato, metil eugenol e eugenol (KHOLIYA et al., 2022). De
acordo com Ventura et al. (2020), os compostos metil chavicol e linalol representam, na grande
maioria dos exemplares, 0s principais componentes do 6leo essencial de O. basilicum. No
entanto, estudos demonstram que 0s compostos constituintes do 6leo de manjericdo podem
variar de acordo com a espécie cultivada e também com a localizacdo do cultivo, ja que
condicdes ambientais influenciam sobre a planta fazendo com que esta apresente variacdo dos
compostos (GURKAN; HAYALOGLU, 2023).

Além dos beneficios comprovados para humanos, o manjericdo também possuli
aplicabilidade com fins terapéuticos para animais, como 0s peixes. Na aquicultura, o éleo
essencial de O. basilicum é utilizado devido suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes,
sedativa e anestésica (SOUZA et al., 2019). O 6leo de manjericdo possui um importante carater
antibacteriano, inibindo o crescimento de bactérias patogénicas na aquicultura, como por
exemplo Aeromonas hydrophila, que acomete grande parte dos cultivos causando infeccGes
agudas e mortalidade (CAPPARUCCI et al., 2022). Além disso, apresenta carater nutritivo,
pois quando adicionado a dieta de carpa comum (Cyprinus carpio) o 6leo essencial de
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manjericdo demonstrou melhor desempenho no crescimento da espécie (AMIRKHANI;
FIROUZBAKHSH, 2015).

O potencial sedativo e anestésico do 6leo essencial de manjericdo em peixes vem
sendo investigado na aquicultura. Os efeitos proporcionados pela indugdo anestésica do 6leo
essencial foram demonstrados em estudos com tambaqui (Colossoma macropomum)
(VENTURA et al.,, 2021a), tambacu (Piaractus mesopotamicus macho x Colossoma
macropomum fémea) (LIMMA-NETTO et al., 2016) e tildpia do Nilo (O. niloticus)
(VENTURA et al., 2020). Diante disso, a aquicultura vem promovendo o uso do 6leo essencial
de O. basilicum como anestésico devido a sua atividade sedativa segura minimizando o estresse
atribuido as atividades rotineiras (VENTURA et al., 2021b).

A adicdo de dleos essenciais a agua para a realizacdo de procedimentos de manejo nas
pisciculturas, além de reduzir o estresse, proporciona a reducdo da sensibilidade, estimulos
visuais e mecanicos e garante a preservacdo das variaveis de qualidade de dgua (AYDIN &
BARBAS, 2020). Assim, o 0Oleo essencial de O. basilicum é considerado um potencial
anestésico para ser utilizado na piscicultura devido a suas propriedades anestésicas e sedativas,
contudo, este 6leo ainda ndo possui regulamentacdo para ser usado, pois é preciso conhecer as

possiveis alteragdes fisiologicas que este provoca (VENTURA et al., 2020).

1.6 HEMATOLOGIA EM PEIXES

A realizacdo de estudos hematoldgicos em peixes é tida como um importante e eficaz
método de diagndstico na aquicultura (ARAUJO et al., 2011). As andlises hematoldgicas e
bioquimicas sdo consideradas bons indicativos para avaliacdo do estresse e salde em animais
(AYDIN; BARBAS, 2020). Varia¢des hematologicas sdo observadas em peixes considerados
estressados, no entanto, as mudancas nos parametros sanguineos dependem do agente estressor,
sua dimensdo e o tempo de acdo (WITESKA et al., 2022).

A avaliacdo hematologica em peixes € realizada a partir dos parametros hematolégicos
que sdo constituidos por concentracao de hemoglobina (Hb), hematdcrito, nimero de eritrocitos
(RBC), volume corpuscular médio (VCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), valores relativos de leucdcitos e valor
absoluto de leucdcitos e trombocitos (BURGOS-ACEVES; LIONETTI; FAGGIO, 2019). De
acordo com Tavares-Dias et al. (2009), a instabilidade no estado homeostatico dos peixes pode
ser avaliada através do leucograma. Da mesma forma, as mudancas nos padrdes hematoldgicos

e os disturbios morfoldgicos de células sanguineas podem ser empregados como indicadores
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das condicdes de peixes sujeitos a variagdes no ambiente, uma vez que essas alteragdes ocorrem
como mecanismo de defesa aos danos causados (TAVARES-DIA et al., 2009).

Embora sejam empregados para reduzir os efeitos estressantes resultantes do manejo,
0S anestésicos naturais podem desencadear alteracBes nos parametros hematologicos e
bioguimicos (BOAVENTURA et al., 2020). Quando submetidos a estresse agudo provocado
por anestesia prolongada, os peixes tendem a apresentar alteragcdes hematoldgicas, isso deve ao
aumento da concentracdo de oxigénio no sangue durante o processo (YOUSEFI et al., 2022).
Ananias et al. (2022) afirmam que durante a inducdo anestésica, 0s peixes sob condicdes de
hipoxia tendem a aumentar a concentracdo de hemoglobina, pois devido ao aumento do
transporte de oxigénio no sangue, resulta em uma maior afinidade entre a hemoglobina e as
moléculas de oxigénio. Rozynski et al. (2018) observaram alteracbes hematoldgicas e
bioquimicas em perca europeia (Perca fluviatilis) anestesiadas com etomidato. O mesmo foi
observado por Witeska et al. (2015), em carpa-comum (Cyprinus carpio) anestesiados com 0s
anestésicos quimicos 2-fenoxietanol, etomidato e tricaina.

Em peixes, a resposta imunoldgica ao estresse € caracterizada por uma série de
alteracdes fisiologicas, como a liberacdo dos hormdnios neuroenddcrinos catecolaminas e
cortisol no sistema circulatério que causam a variacdo no balango dos eletrolitos plasmaticos
(GRESSLER et al., 2015). No entanto, em peixes de dgua doce, a mudanca da permeabilidade
branquial ocasiona a perda de eletrélitos sanguineos e distdrbios osmorregulatérios (SILVA et
al.,, 2012). Estudos demonstram que a inducdo do estresse por anestésicos ocasiona 0
incremento nos niveis iénicos, como por exemplo nos ions cloreto (CI°) e calcio total (Ca?*),
afetando a fisiologia circulatéria e a capacidade osmorregulatéria do animal (ROSS; ROSS,
2008). Yousefi et al. (2022), afirmam que os parametros bioquimicos plasmaticos podem ser
afetados tanto por anestésicos sintéticos quanto por Gleos essenciais utilizados como
anestésicos.

A andlise da por¢do figurada sanguinea, constituida por eritrocitos, leucdcitos e
trombdcitos, possui grande relevancia pois servem como indicadores biolégicos no
monitoramento da satde dos peixes (TAVARES-DIAS et al., 2009). A instabilidade do sistema
imunoldgico em consequéncia a exposicao ao anestésico natural, tende a ocasionar o0 aumento
dos leucacitos, que sdo as células de defesa, assim como os valores de eritrocitos (VENTURA
et al., 2021b). Além disso, o estresse sofrido pelo uso de anestesia também causa influéncia
sobre a contagem diferencial de leucdcitos, causando mudangas nos valores de linfdcitos,
neutréfilos, mondcitos, basofilos e eosinoéfilos (WITESKA et al., 2022). Portanto, 0 aumento

da demanda de energia ocasionado pelo estresse sofrido ao peixe durante o periodo exposi¢do
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ao anestésico, no qual ocorre maior necessidade de oxigénio, tende a causar elevacdo nos
parametros hematoldgicos da série vermelha (VENTURA et al., 2020).

A vista disso, o presente trabalho ir4 avaliar a hematologia de juvenis de tilapia-do-
Nilo (O. niloticus) submetidos a anestesia pelo 6leo essencial de O. basilicum em diferentes

temperaturas.

2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da temperatura nas respostas hematologicas e i6nicas de juvenis

de tilapia do Nilo (O. niloticus) anestesiadas com o 6leo essencial de O. basilicum.

2.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Analisar os parametros hematimétricos de tilapia do Nilo expostas as
temperaturas 23 e 27 °C anestesiadas com o 6leo essencial de manjericdo (O. basilicum);

. Avaliar a contagem de trombacitos e diferencial de leucécitos em tilapia do Nilo
expostas as temperaturas 23 e 27 °C anestesiadas com o6leo essencial de manjericdo (O.
basilicum);

. Verificar os niveis dos ions plasmaticos cloreto e calcio total de tilapia do Nilo
expostas as temperaturas 23 e 27 °C anestesiadas com o 6leo essencial de manjericdo (O.

basilicum).

3 JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de produtos naturais, como os 6leos essenciais com finalidade anestésicas,
tem como principal objetivo reduzir a dependéncia de anestésicos sintéticos, que além de
representarem altos custos aos produtores, além de poder contaminar os peixes com residuos
quimicos. Esta abordagem tem a finalidade de promover a salde dos animais aquaticos e
contribuir para a sustentabilidade da aquicultura reduzindo os riscos de toxicidade da agua. A
capacidade de redugdo de fatores estressantes como desconforto no ambiente aquético aos
peixes é uma das principais finalidades para o estudo de anestésicos na aquicultura. A aplicacdo
do dleo essencial de O. basilicum como anestésico ndo apenas demonstra eficacia no que se
refere ao efeito desejado em peixes, mas também minimiza potenciais adversidades, incluindo

reacOes hematoldgicas indesejadas. Isto representa uma alternativa promissora aos anestésicos
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sintéticos além de contribuir positivamente para a pratica da aquicultura. A avaliacdo da
utilizacdo de anestésicos naturais relacionados a hematologia em peixes abre novas perspectivas

para a atividade fornecendo importantes informacdes sobre os efeitos da sua utilizacéo.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Sanidade de Organismos Aquaticos
(AQUOS) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Todos os procedimentos
aplicados aos animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFSC
n® 7363211122).

4.1 OLEO ESSENCIAL DE Ocimum basilicum

O o6leo essencial foi adquirido comercialmente (Phytoterapica® Nova Cantareira,
Brasil). As andlises da composi¢cdo quimica do 6leo essencial, foram realizadas empregando a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) realizado na Universidade

Federal de Grande Dourados.

4.2  ANIMAIS

Os juvenis de tilapia do Nilo, foram oriundos da Estacdo Experimental da Epagri em
Itajai — EEI/EPAGRI-SC (n = 175) com peso médio entre 20 a 30 g e transportados para 0
AQUOS, onde permaneceram por sete dias em quarentena distribuidos em um tanque circular
de polietileno com volume total de 1 m® com densidade de 4,38 kg/m®. Posteriormente, 0s
peixes foram distribuidos em 10 tanques circulares de polietileno de 0,1 m3por 15 dias em
sistema de recirculacdo de adgua, com decantador, filtro mecanico e filtro biolégico contendo
esponjas porosas, para aclimatacéo na densidade de 0,04 kg/0,1 m3. Os tanques foram mantidos
em aeracao constante, controle de temperatura com aquecedores e taxa de renovacdo de dgua
de 10% por dia.

O monitoramento das variaveis de qualidade de agua incluindo, temperatura (°C),
oxigénio dissolvido (mg L) e pH foram realizados diariamente com o medidor multiparametro
(Hanna H198190®). As concentracdes de amonia total (NHs3) e nitrito (NH2) foram determinadas
através de kits colorimétricos comerciais (Alfakit®). Os animais foram alimentados trés vezes

ao dia com ragdo comercial Acqua Line® 1,7 mm (Proteina bruta 46%, Extrato Etéreo 8%,
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Matéria Fibrosa 3%, Matéria Mineral 14 %, Calcio 1,5% a 3%, Fosforo 1%) até a saciedade

aparente e submetidos ao jejum por 24 horas antes do experimento.

4.3  ENSAIO | PARA O EXPERIMENTO DE INDUCAO

Ao final do periodo de aclimatacdo, os juvenis de tilapia do Nilo foram transferidos
para aquarios de 13 L contendo 4 L de agua e solucdo do o6leo essencial de O. basilicum.
Posteriormente, sete concentracdes do 6leo essencial: 100, 150, 200, 250, 300, 350 e 400 mg
L1, foram utilizadas para avaliar os tempos de indugdo anestésica em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) (n = 63), com peso médio de 45,27 + 11,29 g e comprimento
médio de 14,12 £ 1,19 cm, nove (n = 9) peixes por concentracdo em triplicata, previamente
diluidos em etanol a 95% em fator 1:9, seguindo a ordem da menor para a maior concentracao
(adaptado de Limma-Netto; Oliveira; Copatti, 2017). Os peixes foram imersos na solucéo
anestésica em aquarios de volume til de 13 L contendo 4 L e observados pelo tempo maximo
de 30 minutos. Cada peixe foi exposto ao 6leo essencial de manjericdo apenas uma vez, apds o
banho de imersdo, os peixes foram transferidos para aquarios contendo aeracdo e agua sem
adicao de anestésico para recuperacao.

O monitoramento dos estagios de inducdo anestésica e recuperacao foram avaliados
de acordo com a Quadro 2 e o tempo de exposicdo foi contabilizado utilizando cronémetro
digital. Os peixes foram considerados recuperados quando observada a capacidade de natacéo,
equilibrio e resposta a estimulos externos (WOODY et al., 2002; VENTURA et al., 2019), ja

sobrevivéncia foi observada até 96 horas ap6s o periodo de inducéo anestésica.

Quadro 2 - Estagios de inducdo e recuperacdo anestésica em peixes utilizados no ensaio | do
experimento com O. basilicum em tilapia do Nilo.

Estagios Descricao Respostas comportamentais em peixes
Equilibrio normal; frequéncia opercular normal;
reativos a estimulos externos*.

Perda parcial do equilibrio; frequéncia opercular
lenta; perda da reatividade a estimulos externos.
Perda total do equilibrio; frequéncia opercular
ligeiramente reduzida; natagdo lateral.

Peixes imdveis no fundo do aquario, sem reacdo

0 Normal

I Sedacdo Leve

] Sedacdo Profunda

i Anestesia a pressao sobre o pedunculo caudal com bastéo
de vidro.
v Recuperacéo Natacdo normal e reacdo a estimulos externos.

Fonte: Adaptado de Gomes et al., 2011; Souza et al., 2015; Aydin et al., 2019. *Estimulo externo: batida no fundo
do aquério com bastdo de vidro.
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4.4  INDUCAO ANESTESICA EM DIFERENTES TEMPERATURAS

Para o estudo da influéncia do anestésico sobre os parametros hematologicos foi
utilizada a concentracdo de 250 mg L™ do 6leo essencial de O. basilicum obtida a partir do
ensaio | de inducdo e recuperacao anestésica.

Para o banho de imers&o por 10 minutos sob diferentes temperaturas foram utilizados
112 juvenis de tilapia do Nilo (64,99 + 13,90 g e 15,63 + 1,16 cm) distribuidos aleatoriamente
em trés aquarios de 30 L. Para cada temperatura foram utilizados 42 peixes para exposicao a
solucdo anestésica do 6leo essencial de manjericdo, sete peixes em aquario contendo solugéo
diluente (etanol 95%) e sete peixes em aquario contendo apenas agua.

Apds o banho de imersdo com oOleo essencial, os peixes expostos ao OE foram
transferidos para 14 aquéarios de 30 L, com seis peixes por aquario, juntamente com 0s peixes
do grupo contento o diluente e grupo controle contendo apenas &gua, com sete peixes por
aquario livre de anestésico e solucao diluente, para as temperaturas de 23 e 27 °C. Os peixes
ndo foram alimentados apos a realizacdo do experimento e foram registradas a sobrevivéncia

dos animais.

45  COLETA DE SANGUE

Para as analises hematoldgicas, apds exposicao ao 6leo essencial de manjericdo foram
coletadas amostras sanguineas ap6s a realizacdo da inducdo anestésica de cada temperatura.
Para os grupos controle com solucéo diluente e solucdo agua, foi realizada a coleta das amostras
de sangue de todos os peixes de ambas as temperaturas (23 e 27 °C) sem a utilizacdo de
anestesia.

Para a coleta das amostras de sangue, os peixes foram capturados individualmente e
contidos com pano umedecido. O sangue foi coletado por puncéo do vaso caudal com seringas
contendo solugdo anticoagulante EDTA 10% (&cido etilenodiaminotetracético). Apos, 0 sangue
foi utilizado para a confec¢do de extensdes sanguineas em duplicata e as laminas coradas com
May Grunwald Giemsa-Wright (RANZANI-PAIVA et al., 2013), para a determinagdo dos
valores absolutos de leucdcitos e trombaocitos, bem como os valores relativos de leucdcitos.
Para a determinacao do numero total de eritrocitos uma aliquota de 5 pL de sangue foi diluido
(1:200) em fluido de Dacie (citrato de sédio, formalina a 37-40%, azul de toluidina) modificado
conforme Blaxhall e Daisley (1973), em seguida, a quantificacdo dos eritrocitos foi realizada

em uma camara de Neubauer. Uma aliquota de sangue foi utilizada para determinar a
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porcentagem de hematdcrito pelo método microhematocrito, além disso, outra parte foi usada
para as analises da concentragdo de hemoglobina com reagentes comerciais (LabTest
Diagnostica®), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), utilizando as seguintes equacdes
(RANZANI-PAIVA et al., 2013):

VeM (fL) = Hematébcrito x 10 1)
fL) = Numero de eritricitos

Taxa de Hemoglobina x 10
HCM (g .dL™Y) = g 2)

Numero de eritricitos

Taxa de hemoglobina x 100 (3)

CHCM (g .dL™) =
(g ) Hematocrito

4.5.1 Andlise bioquimica dos ions cloreto e calcio total

Para avaliacdo dos ions plasmaticos cloreto (CI") e célcio total (Ca®"), as amostras de
sangue foram centrifugadas a 3000 rpm por cinco minutos para obtencdo do plasma. Os testes
foram realizados utilizando metodologia colorimétrica por reagentes comerciais (LabTest
Diagnostica®). Nos testes, foram utilizados 10 pL do plasma em pool (seis peixes de cada
aquario), seguindo as instrucdes do fabricante dos kits. Para determinar as concentracdes dos
ions nas amostras, foi utilizado o espectrofotdmetro para medir a absorbancia. Posteriormente,

os resultados foram calculados usando as seguintes equacdes:

Cloretos (mEq/L) = Absorbancia do teste 100 4)
oretos (mEq/L) = Absorbancia do Padrio

Calcio ( dL) = Absorbancia do teste 10 (5)
aleio (mg/ "~ Absorbancia do Padrio x

46  ANALISE ESTATISTICA
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Os dados de inducdo e recuperacdo nao paramétricos foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis (p<0,05) seguido do teste de Dunn. Para as analises hematoldgicas e idnicas, 0s
dados foram submetidos a testes de Shapiro-Wilk e Levene para avaliar a distribuicdo normal
e homocedasticidade de variancia, respectivamente. Os dados ndo homogéneos foram
transformados em log 10, para alcancar a homogeneidade. Posteriormente, os dados foram
submetidos a analise de variancia One-way ANOVA, e quando apropriado, as médias foram
separadas pelo teste de Tukey (p<0,05). As andlises foram realizadas utilizando o software

Statistica 10.0. Nivel de significancia 5%.

5 RESULTADOS
51 COMPOSICAO DO OLEO ESSSENCIAL

A anélise de composicdo quimica do 6leo essencial de manjericdo revelou que os
principais componentes encontrados no dleo foram o metil chavicol, representando 70,04% da
composicao, e o linalol, que correspondeu a 24,59% como constituintes majoritarios, enquanto
0s constituintes minoritarios totalizaram 5,37% (Tabela 1).

Os limites de deteccédo e quantificagdo do constituinte metil chavicol foram de 0,007
ug kgt e 0,023 pg kg™ e para o linalol de 0,006 pug kg™ e 0,020 pg kg, respectivamente.

Tabela 1 - Compostos presentes no 6leo essencial de manjericao.

Oleo essencial de O. basilicum

Composicao Porcentagem total (%)
Metil Chavicol 70,04
Linalol 24,59
o-Carene 1,20
1,8-Cineol 1,14
Eugenol 1,25
y-Elemene 0,88
Espatulenol 0,90
Total 100

52  ENSAIO | DE INDUCAO ANESTESICA

Quanto maior a concentracdo do Oleo essencial de manjericio menor o tempo

decorrido para atingir o estagio anestésico (y = 0,0009x% — 0,782x + 220,26). A concentragio
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de 250 mg L%, induziu em 80,0 segundos (1,33 min) e o tempo de recuperacgdo foi de 421
segundos (7,02 min) minutos com sobrevivéncia de 100% dos peixes (Tabela 2). Durante a
realizacdo do ensaio | as variaveis de qualidade de agua foram mensuradas, sendo que a
temperatura foi de 27,23 + 0,84 °C, oxigénio dissolvido 6,33 + 1,28 mg L™, pH 6,45 + 0,57 e
amonia total de 1,48 + 0,85 mg L.

Tabela 2 - Valores medianos (ranking médio) dos tempos (s) de inducdo e recuperacdo
anestésica de diferentes concentracdes do 6leo essencial de manjericdo (O. basilicum) em
juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus).

Concentracao

mg L Estéagio 3 (s) Recuperacao (s)
100 157,00 (59,0) @ 296,00 (12,1) P¢
150 102,00 (47,0) 296,00 (11,1) Pc
200 87,00 (37,4) & 367,00 (24,5) °
250 80,00 (31,4) bd 421,00 (35,4)
300 79,00 (30,1) bed 466,00 (45,6) 2
350 54,00 (13,1) « 472,00 (43,6) 2
400 36,00 (6,1) 590,00 (51,7) 2

Medianas seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente (p<0,05) das concentracGes do 6leo essencial de
O. basilicum no estégio 3 de anestesia e recuperagéo.

Quanto a recuperacdo, foi observado maior tempo necessario para retorno a posicédo
de natacdo normal em peixes expostos as maiores concentragdes (y = 0,0002x? + 0,8488x +
194,67). No entanto, foi observado que a partir da concentracdo de 250 mg L que os tempos
de inducdo e também de recuperacéo néo diferem entre si (p>0,05).

53  QUALIDADE DE AGUA

Antes da realizacdo do experimento de inducdo anestésica em diferentes temperaturas,
0s peixes destinados a inducdo anestésica com temperatura de 23°C foram mantidos nos tanques
com temperatura média de 23,19 + 0,09 °C, oxigénio dissolvido 6,29 + 0,53 mg L, pH 7,28 +
0,19, amdnia total 1,04 + 0,78 mg L%, amdnia toxica 0,003 + 0,002 mg L * e nitrito 0,54 + 0,57
mg L.

J& os peixes utilizados para inducdo anestésica com temperatura de 27 °C foram
mantidos nos tanques com temperatura média de 26,98 + 0,31 °C, oxigénio dissolvido 6,49 +
0,18 mg L%, pH 7,27 + 0,77, aménia total 1,58 + 1,16 mg L™, am6nia toxica 0,004 + 0,003 mg
L e nitrito 0,71 + 0,58 mg L.
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Durante a realizagdo do experimento, as variaveis de qualidade de agua nos aquéarios
foram temperatura 23,00 + 0,00 °C, oxigénio dissolvido 6,00 + 0,00 mg L™ e pH 7,2 + 0,00 para
0s peixes submetidos a inducdo anestésica com temperatura da agua a 23 °C. Para inducao
anestésica com temperatura de 27 °C, a temperatura da agua durante o experimento foi de 27,00
+ 0,00 °C, oxigénio dissolvido 6,65 + 0,00 mg L™ e pH 7,4 + 0,00. Durante exposi¢do ao 6leo
essencial de manjericdo a amonia total, aménia toxica e nitrito ndo foram identificados na 4gua

do experimento.

54 PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Durante a realizacdo do experimento, foi registrada mortalidade de dois peixes
submetidos a inducédo anestésica com 0Oleo essencial de manjericdo com temperatura da dgua a
23 °C. J& para temperatura de 27 °C, foi registrada a mortalidade de 10 peixes do grupo
submetido a indugdo anestésica, além de um peixe do grupo controle.

Na avaliacdo dos valores relativos de leucdcitos e absoluto de leucdcitos e trombaocitos
0s peixes anestesiados com Oleo essencial de manjericdo sob temperatura da adgua a 23°C
apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) apenas no ndmero de neutrdfilos. O valor de
neutrdfilo de peixes submetidos a anestesia diferiu dos grupos controles, apresentando média
relativamente menor do que o grupo controle com &gua, e significativamente maior em
comparagdo com o grupo controle etanol 95% (Tabela 3).

Os demais parametros hematologicos avaliados ndo apresentaram diferenca estatistica
(p>0,05).

Apos exposicdo ao 6leo essencial de manjericdo na temperatura de 27 °C, observou-se
diferenca estatistica (p<0,05) no VCM, HCM e no numero de eritrécitos entre 0s peixes
submetidos ao anestésico e o grupo controle etanol 95%. Com relacdo ao VCM, o0s animais que
foram submetidos a inducdo anestésica com o 6leo de manjericdo apresentaram valores
significativamente mais elevados do que os animais dos grupos controles agua e etanol 95%
(Tabela 4). Da mesma forma, observou-se 0 mesmo padrdo em relagdo ao HCM, onde os
valores nos peixes submetidos a indugdo anestésica foram ligeiramente maiores do que nos dois
grupos controles.

Para os eritrocitos, os resultados foram contrarios aos de VCM e HCM. Os tratamentos
néo apresentaram diferenca em relagdo aos grupos controles. Entretanto, o grupo controle com
Etanol 95% apresentou a média mais elevada no namero de eritrdcitos, enquanto que o grupo

submetido a indugéo com o 0Oleo essencial exibiu médias consideravelmente baixas (Tabela 4).
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O percentual de hematocrito, CHCM, além dos valores de leucdcitos totais e
trombdcitos, bem como os valores relativos de leucdcitos ndo apresentaram diferenca estatistica
significativa (p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 3 - Parametros hematologicos (média + desvio padrdo) de tilapias do Nilo submetida a
inducdo anestésica com 6leo essencial de Ocimum basilicum sob temperatura da dgua a 23 °C.

Temperatura 23°C
Parametro Valor
Controle Etanol 95% O. basilicum
dep
Hemoglobina (g dL™?) 7,66 £ 0,61 7,81+£1,00 9,10+ 2,83 0,2737
Hematocrito (%) 29,29 £ 2,75 30,29 + 3,68 28,37 +£3,83 0,4210
VCM (fL) 1,20+ 0,24 1,31+0,22 1,16 + 0,22 0,2587
HCM (gdL?) 0,33+ 0,07 0,37 £0,10 0,37+£0,12 0,6292
CHCM (gdL™?) 27,72 £ 3,82 26,24 £ 1,70 32,50+9,08 0,9803
Eritrocitos (x 10°uL™?) 2,52 £0,97 2,38 £ 0,56 2,48 £ 0,51 0,8632

Leucdcitos totais (x 103 uL™?) 251,92 +43,15 237,85+ 56,05 248,67 +51,55 0,7745
Trombdcitos (x 10°pL)  3523+14,48 29,97+1451 31,08+16,10 0,7885
Linfocitos (x 10°pL™) 206,02 +40,81 196,95+ 52,25 196,40 +40,73 0,9221
Mondcitos (x 10° pL) 20,17 £13,34  29,15+1860 25°24+16,71 0,2898
Neutrofilos (x 103 uL™) 20,10 +9,80°  795+134° 19,76+1568° 0,00
Basofilos (x 10° pL™) 559 + 3,12 2,27 0,84 587+6,68  0,3592

VCM - volume corpuscular médio, HCM - hemoglobina corpuscular média, CHCM — concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (p<0,05).




31

Tabela 4 - Parametros hematologicos (média + desvio padrdo) de tilapias do Nilo submetida a
inducdo anestésica com 6leo essencial de Ocimum basilicum sob temperatura da dgua a 27 °C.

Temperatura 27°C

Parametro Valor
Controle Etanol 95%  O. basilucum

dep
Hemoglobina (g dL1) 7,55 + 1,33 7,46 +0,71 757+129  0,9828
Hematdcrito (%) 25,83+1,21 26,79 = 2,83 27,08 = 4,60 0,7922
VCM (fL) 1,41 +0,47% 1,12 +0,15° 1,68 £0,13*  0,0493
HCM (g dL™) 0,39+0,09%  0,32+0,07° 046+0,13* 0,0196
CHCM (gdL™?) 29,34 +5/71 28,13+4.21 27,89 £ 5,34 0,8259
Eritrocitos (x 10 uL™?) 2,06 + 0,80%° 2,42 +0,35% 1,76 0,48  0,0198
Leucdcitos totais (x 103 uL™?) 205,83 +80,43 242,41 +35,93 176,17 +49,76 0,9828
Trombdcitos (x 10% uL™?) 32,76 £19,68 36,31+25,76 22,39+1342 0,1299
Linfocitos (x 103 pL™) 165,59 + 60,46 202,66 +41,76 146,49+ 38,64 0,2165
Mondcitos (x 103 puL™?) 18,60 £8,10 27,16 +11,08 19,25+ 14,81  0,2469
Neutrdfilos (x 103 uL™?) 13,97 £ 13,47 9,09 + 5,57 7,12+5.81 0,3198
Basofilos (x 10° pL™) 7,66 £ 9,55 3,29 + 3,62 4,60 £4,85 0,6909

VCM - volume corpuscular médio, HCM — hemoglobina corpuscular média, CHCM — concentragdo de

hemoglobina corpuscular média (p<0,05).

Todos os tipos celulares encontrados no sangue de tilapia do Nilo avaliadas no presente
estudo sdo mostrados na Figura 1.

Na avaliacdo bioquimica dos ions plasmaticos cloreto e calcio total para a temperatura
de 23 °C ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos testados. No entanto,
uma menor atividade do ion cloreto foi obtida para esta temperatura (Tabela 5).

Para a temperatura de 27 °C o ion célcio apresentou diferenca estatistica (p<0,05) nos
exemplares de tilapia do Nilo (O. niloticus) entre os controles com agua e etanol 95%. Ja a
determinagéo de cloreto a esta temperatura ndo houve diferencga significativa (p>0,05) (Tabela
5).
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Figura 1. Células do sangue de O. niloticus. A: Presenca de mondcitos (setas sélidas) e
linfocitos (setas vazadas); B: Neutrdfilos (setas vazadas) e monadcito (seta sélida); C: Basoéfilo
(seta vazada) e linfocitos (setas solidas); D: Linfdcitos (setas vazadas) e trombdcitos (setas
solidas).

Fonte: Autor (2023).

Tabela 5 - Avaliacdo bioguimica dos ions cloreto e calcio (média + desvio padrao) de
tilapia do Nilo submetida & indugéo anestésica com 0Oleo essencial de Ocimum basilicum sob
temperatura da agua a 23 e 27 °C.

Temperatura 23°C Temperatura 27°C
Tratamentos
Cl-(mEqL?t) Ca? (mgdL?) Cl-(mEq L) Ca?* (mg dL?)
Controle 116,44 + 7,31 3,21+ 0,06 108,97 + 27,17 2,40 £ 0,082

Etanol 95% 117,25+ 7,03 3,19 + 0,06 124,32 £ 14,72 2,66 +0,31°
O. basilicum 105,16 + 16,81 3,20+0,20 104,45 £ 21,40 2,48 +0,15%

CI- - fon cloreto, Ca?* - jon calcio (p<0,05). *Diferenca estatistica demonstrada com letras na

mesma coluna.
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6 DISCUSSAO

Os oleos essenciais sao considerados combinagdes complexas, compostas por diversas
substancias quimicas organicas, que podem ter a composi¢éo de seus constituintes influenciada
por diversos fatores (ABDOUL-LATIF et al., 2022). Os compostos metil chavicol e linalol
foram identificados a partir da anélise quimica como principais constituintes do 6leo essencial
de manjericdo. Confirmando este resultado, Oliveira, Moreira, Oliveira (2013), Ventura et al.
(2020) e Yigit et al. (2022) observaram a presenca majoritaria de ambos 0os compostos no 6leo
essencial de O. basilicum cultivado no Brasil. Além disso, Costa et al. (2015), reportaram a
presenca majoritaria destes compostos, além de outros componentes, em 38 genotipos de
manjericBes cultivados nos Estados Unidos.

A presenca predominante destes compostos € responsavel pela eficacia da atividade
anestésica em peixes (HELDWEIN et al., 2014). Khumpirapang et al. (2018), avaliaram que a
presenca majoritaria do metil chavicol em O. basilicum foi capaz de bloquear o estado de
agitacdo dos peixes, promovendo assim o estagio anestésico. Heldwein et al. (2014) sugeriram
que a presenca de linalol em Oleos essenciais atua como atividade depressora no sistema
nervoso central, induzindo o estagio de sedacdo em baixas concentracBes e de anestesia em
altas concentragoes.

A eficécia ideal de um anestésico para peixes esta relacionada ao rapido periodo de
inducdo, inferior a 180 segundos, e a uma rapida recuperacdo, menor que 300 segundos (ROSS;
ROSS, 2008; ANANIAS et al., 2022). Com base nisso, o presente estudo observou que as
concentracOes adequadas para inducdo anestésica em juvenis de tilapia do Nilo estdo entre 100
e 250 mg L do 6leo essencial de manjericdo. Estudos conduzidos com tambacu (Piaractus
mesopotamicus macho e Colossoma macropomum fémea) (LIMMA-NETTO et al., 2016)
corroboram essas avaliacfes, pois a exposi¢cdo ao mesmo anestésico demonstrou induzir o
estado de anestesia nesta espécie em concentracdes superiores a 100 puL L.

Contudo, neste estudo notou-se que a medida em que houve o0 aumento das
concentragdes, ocorreu uma tendéncia de reducdo no tempo necessario para inducao anestésica
e prolongamento no tempo de recuperacao. Essa tendéncia foi observada em diferentes espécies
pertencentes ao género Ocimum, como em surubim (Pseudoplatystoma reticulatum)
anestesiado com oOleo essencial de manjericdo-cravo (Ocimum gratissimum) (SILVA et al.,
2020), e para as espécies tilapia do Nilo (RUCINQUE et al., 2021) e jundia (Rhamdia quelen)
(SILVA et al.,, 2015) anestesiados com OGleo essencial de Ocimum americanum. Essa

caracteristica ocorre com diversos 6leos essenciais, como no 6leo de cravo utilizado em
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linguado (Psetta maxima) (AYDIN et al., 2015), mentol em pacama (Lophiosilurus alexandri)
(ANANIAS et al.,, 2022) e orégano e eucalipto utilizados como anestésicos em robalo
(Dicentrarchus labrax) e corvina-legitima (Argyrosomus regius), respectivamente (BODUR et
al., 2018).

Os peixes sofrem variagdes hematoldgicas devida a influéncia de fatores como
temperatura, pH, salinidade e oxigénio dissolvido. Além disso, o uso de anestésicos também
pode influenciar os parametros hematoldgicos, resultando em situagdes estressantes aos animais
(RANZANI-PAIVA et al., 2013). Em relacdo aos parametros hematimétricos, a exposicéo de
tildpia do Nilo ao 6leo essencial de manjericdo proporcionou aumento no valor de hemoglobina
para ambas as temperaturas, em comparagao aos peixes do grupo controle dgua e etanol 95%,
ndo apresentando diferenca estatistica (p>0,05). O mesmo pode ser observado em tambacu
(Piaractus mesopotamicus) (VENTURA et al., 2021b) e abrotea (Urophycis brasiliensis)
(BOLASINA, 2006), anestesiados com O. basilicum e benzocaina, respectivamente.

Entretanto, a temperatura de 27 °C ocasionou incremento na média do percentual de
hematocrito, porém ndo demonstrando diferenca significativa (p>0,05). A espécie pacama
(Lophiosilurus alexandri) apds inducdo anestesica com o 6leo essencial de O. gratissimum sob
temperatura da &gua a 26,9 °C (BOAVNTURA et al., 2020) e enguia (Anguilla anguilla) apés
inducdo anestésica com Gleo de cravo sob temperatura de 27 °C (ALTUN; HUNT; USTA,
2006), apresentaram elevacao no percentual de hematdcrito, assim como no presente resultado.
Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica (p>0,05), a diminuicdo no percentual de
hematocrito foi observada na temperatura 23 °C, assim como reportado por Gressler et al.
(2015) em jundia anestesiados com propofol sob temperatura de 21,8 °C. A elevacdo do
percentual de hematdcrito pode ser relacionado a diminuicdo da frequéncia ventilatéria e ao
estado de hipdxia induzido pela anestesia (HILL; FORSTER, 2004).

Neste estudo, a inducdo anestésica em tilapia do Nilo apresentou respostas distintas
para os parametros VCM, HCM e CHCM entre os grupos submetidos a diferentes temperaturas.
O aumento nos parametros VCM e HCM, e redugdo no CHCM foi observado no grupo
submetido a inducdo anestésica em temperatura de 27 °C, enquanto que 0 mesmo grupo a
temperatura de 23°C apresentou menor resultado para VCM e maior para CHCM. Tambaquis
acondicionados a temperatura de 29,6 °C anestesiados com 6leo de cravo e bezocaina (PADUA
et al., 2013) apresentaram a tendéncia observada no presente estudo. Semelhante a isso,
Gholipourkanani e Ahadizadeh (2013), relataram que Kkinguios (Carassius auratus)
anestesiados com propofol e dleo de cravo a temperatura de 22 °C expressaram aumento no

valor de VCM ao uso do anestésico sintético e reducdo de CHCM na indu¢do com anestésico
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natural. O mesmo padrdo foi observado por Hoseini et al. (2021) com truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) anestesiadas com citronelal a temperatura de 14,2 °C.

Os eritrdcitos sdo as células mais abundantes nos peixes. A variacdo na contagem
dessas células pode influenciar a taxa metabodlica e os parametros hematologicos dos peixes
(WITESKA, 2013). No presente estudo, o decréscimo no numero de eritrécitos foi observado
na maior temperatura utilizada, enquanto que para a menor temperatura ndo houve diferenca
entre os tratamentos testados. Esse fato pode explicar as mortalidades observadas durante o
procedimento de inducdo anestésica realizado a temperatura de 27 °C. O 6leo essencial de
manjericdo em conjunto com a elevacao da temperatura pode ter ocasionado um desequilibrio
no sistema imunol6gico do animal causando estas mortalidades. Semelhante ao presente
resultado, tilapia do Nilo (O. niloticus) anestesiadas com 6leo essencial de alecrim-pimenta
(Lippia sidoides) sob temperatura de 27,67 °C também apresentaram reducdo no nimero de
eritrécitos (HASHIMOTO et al., 2016). Os anestésicos tendem a induzir o aumento no nimero
de eritrécitos, como em tildpia do Nilo (O. niloticus) anestesiada com timol (2-isopropil-5-
metilfenol) e eugenol (YOUSEFI et al., 2022), e com propofol e eugenol (ZAHRAN; RISHA,
RIZK, 2021), diferindo do encontrado no presente estudo.

Com relacdo aos valores relativos de leucocitos, o 6leo essencial de manjericdo
apresentou influéncia sobre o aumento do numero de neutrdfilos sob temperatura de 23 °C,
diferentemente do observado em 27 °C. Os neutréfilos sdo células fagociticas que atuam na
defesa do organismo do hospedeiro (WITESKA et al., 2022). O aumento no namero destas
células em tilapia do Nilo, quando submetida a administracdo de anestésicos, pode estar
relacionado a um desequilibrio na homeostase, a medida que o animal tenta restaurar a condi¢cdo
normal. Ventura et al. (2021b) demonstrou que juvenis de pacu (Piaractus mesopotamicus)
anestesiados com 0 mesmo 6leo essencial sob temperatura de 26,4 °C também ndo apresentaram
incremento nos valores de neutrofilos. Essa tendéncia também foi observada com os dleos
essenciais de malaleuca e cravo a temperatura de 28 °C (SANTOS; REZENDE; MORON,
2020), bem como em peixes submetidos a anestesia com O. gratissimum e Z. officinale com
temperatura de 26,3 °C (SILVA et al., 2020).

A exposi¢do ao 6leo de manjericdo resultou em redugdo na média da contagem total
de leucdcitos para a temperatura de 27 °C, no entanto, sem apresentar diferenca estatistica
(p>0,05). Resultados semelhantes foram obtidos em truta arco-iris anestesiadas com cineole
(1,8-cineole) (TAHERI-MIRGHAED et al., 2018) e surubim (Pseudoplatystoma reticulatum)
anestesiado com gengibre (Zingiber officinale) (SILVA et al., 2020). E possivel observar que a

reducdo nos valores de leucdcitos totais pode ocorrer independente da temperatura utilizada,
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porém os valores tendem a reduzir conforme ocorre o aumento da concentra¢do do anestésico
utilizado. No entanto, essa diminuicdo pode ser associada a uma supressdo do sistema
imunoldgico dos peixes quando submetidos ao estresse ocasionado pela exposicdo ao
anestésico (RANZANI-PAIVA et al., 2013; VENTURA et al., 2021b).

Em peixes, os linfocitos desempenham importante papel em processos inflamatorios e
em respostas humorais mediadas por células em diversas situacdes (JERONIMO et al., 2011).
A combinacdo do 6leo essencial de manjericdo com a elevacdo da temperatura culminou na
reducdo na média dos valores de linfécitos, diferentemente do observado para a temperatura
mais baixa, porém sem haver diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos testados. Santos,
Rezende e Moron (2020) avaliaram que tambaquis anestesiados com os 6leos de cravo e
melaleuca em temperatura de 28 °C ndo apresentaram diferenca entre os tratamentos testados.
Ja Ventura et al. (2021b), observou que pacus anestesiados sob temperatura entre 26,4 °C com
6leo de manjericdo apresentou redugdo nos valores de linfocitos diante de concentracBes mais
elevadas do anestésico. Pode-se sugerir que a relacdo entre elevadas temperaturas e a utilizaco
de manjericdo como anestésico podem causar linfopenia, ou seja, reducdo do numero de
linfécitos no sangue, causando condicdo de imunossupressdo nos peixes (SILVA et al., 2012).

Em ambas as temperaturas testadas, os valores de mondcito e baséfilo ndo
demonstraram diferenca significativa. Os peixes anestesiados e 0s grupos controle
apresentaram valores semelhantes, apontando que o 6leo essencial de manjericdo ndo induziu
o0 desequilibrio nessas células de defesa. O mesmo foi relatado para tilapi do Nilo (ZAHRAN,;
RISHA; RIZK, 2021) e C. auratus (GHOLIPOURKANANI; AHADIZADEH, 2013)
anestesiada com propofol. Padua et al. (2013) relataram 0 aumento os valores de mondécitos em
tambaquis anestesiados com 6leo de cravo e benzocaina, esse fato pode ser relacionado ao
desequilibrio homeostéatico causado pelos anestésicos. Pacus anestesiados com o mesmo 6leo
essencial também ndo apresentou diferenca (VENTURA et al., 2021b), bem como em tambaqui
anestesiado com melaleuca e cravo (SANTOS; REZENDE; MORON, 2020).

No presente estudo, os ions cloreto ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
tratamentos (p>0,05) para ambas as temperaturas avaliadas. A utilizacdo do 6leo essencial de
manjericdo proporcionou diferenca estatistica (p<0,05) do ion calcio para a temperatura de 27
°C, no entanto, o grupo submetido a inducéo nao diferiu dos grupos controles, porém 0s grupos
controles dgua e etanol 95% diferiram entre si. Resultados diferentes foram observados em truta
arco-iris anestesiadas com 1,8-cineol a temperatura de 14,6 °C, onde ndo houve diferenca entre
os tratamentos testados (TAHERI-MIRGHAED et al., 2018). Em tilapia do nilo (O. niloticus)

observou-se que o 6leo essencial de manjericdo preveniu o efluxo dos ions cloreto e célcio
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durante a realizacdo do experimento. Disturbios osmorregulatdrios tendem a causar estresse em
peixes, levando a reducdo dos niveis idnicos diante de condigdes estressantes. Como resposta a
essas condicdes, os animais tendem a aumentar o fluxo sanguineo nas branquias e a

permeabilidade paracelular resultando na reducédo dos ions plasmaticos (BECKER et al., 2012).
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7 CONCLUSAO

A avaliacao da utilizacdo do 6leo essencial de manjericdo em diferentes temperaturas
proporcionou resultados ainda pouco encontrados na literatura. O 6leo essencial de manjericéo
provocou impacto significativo na reducdo dos valores dos indices hematimétricos, incluindo
volume corpuscular medio e hemoglobina corpuscular média, assim como no ndmero de
eritrocitos durante exposicao dos peixes a temperatura da agua de 27 °C. Adicionalmente, frente
ao do estresse ocasionado pela exposicdo ao 6leo, é propensa a ocorrer um desequilibrio nos
eletrolitos plasmaticos, resultando em distdrbios osmorregulatérios. Esses resultados sugerem
que a inducdo anestésica com Oleo essencial de manjericio a essa temperatura pode
desequilibrar o sistema osmorregulatorio, comprometendo o sistema de defesa do animal e
tornando-o mais suscetivel a desequilibrios ambientais.

Diante da temperatura de 23 °C avaliada neste estudo, os parametros hematolédgicos e
bioquimicos apresentaram menores varia¢cdes, com tendéncia a melhor equilibrio entre o
ambiente e o sistema osmorregulatério do peixe. A tilapia do Nilo, utilizada para a realizacdo
do experimento é capaz de se adaptar a diversos tipos de ambientes. Esse fato mostra que a
temperatura mais baixa pode desencadear melhores respostas hematoldgicas quanto a
exposicao ao oleo.

Portanto, o 6leo essencial de manjericdo apresenta efeito anestésico positivo, no
entanto, esse resultado indica que a utilizacdo do 6leo essencial em conjunto com temperaturas

mais baixas proporciona menores alteracGes hematologicas na espécie.
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