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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito anestésico de dleo de cravo e benzocaina sobre os
parametros hematologicas ¢ a fragilidade osmotica dos eritrocitos em tambaqui (Colossoma macropomum).
Trinta peixes adultos foram avaliados em trés tratamentos: controle, sem anestesia; anestesia com 6leo de cravo
a 50 mg L'; e anestesia com benzocaina a 100 mg L!. O sangue dos peixes foi coletado para a determinagao
do hemograma, ¢ o teste de fragilidade osmética dos eritrocitos foi aplicado. As doses utilizadas de 6leo de
cravo e benzocaina nido sdo adequadas para estudos hematologicos, para estabelecer valores de referéncia
em tambaquis, pois causam alteragdes expressivas dos parametros hematoldgicos, tais como leucocitose e
hemolise iatrogénica.

Termos para indexagdo: Colossoma macropomum, Syzygium aromaticum, hematologia, fragilidade de
eritrocitos, peixe nativo.

Hematologic variables in tambaquis anesthetized
with clove oil and benzocaine

Abstract — The objective of this work was to evaluate the anesthetic effect of clove oil and benzocaine on the
hematology and osmotic fragility of erythrocytes in tambaqui (Colossoma macropomum). Thirty adult fish
were evaluated in three treatments: a control, without anesthetic; anesthesia with clove oil at 50 mg L"'; and
anesthesia with benzocaine at 100 mg L. Blood was collected for hemogram determination, and a test for the
erithrocyte osmotic-fragility was applied. The utilized doses of clove oil and benzocaine are not appropriate for
hematologic studies to establish reference values for tambaqui because they cause significant changes of the
hematologic parameters, such as leukocytosis and iatrogenic hemolysis.

Index terms: Colossoma macropomum, Syzygium aromaticum, hematology, fragility of erythrocytes, native fish.

A utilizagdo de anestésicos em peixes tem sido
amplamente empregada durante o manejo, como
método para garantir a integridade dos animais contra
danos e facilitar sua manipulagao (Velisek et al., 2005).

Entre os farmacos mais utilizados em peixes,
destacam-se a benzocaina (Delbon & Paiva, 2012) e
o0 6leo de cravo (Velisek et al., 2005). Entretanto, o
efeito de diferentes anestésicos sobre os parametros
fisiologicos dos peixes sdo variados, dependem de
sua farmacocinética e farmacodindmica, ¢ de onde
e quando sdo administrados. Sabe-se que, em banho
de imersdo, como anestesia inalatéria, estes afetam o
sistema nervoso dos peixes e causam depressao central
ou bloqueio da condug¢do do impulso nervoso, com

consequente bloqueio da percepgdo dos estimulos
externos, além de proporcionar analgesia.

Os teledsteos apresentam sistema nociceptivo
semelhante aos dos demais vertebrados e,
possivelmente, sdo capazes de captar e conduzir
estimulos (Sneddon, 2004). Assim, varios anestésicos
tém sido utilizados para a contengdo quimica,
durante procedimentos de coleta sanguinea, para
evitar alteragdes nos parametros durante o processo
(Ishikawa et al., 2010). No entanto, estes farmacos
podem causar uma série de alteragdes nos parametros
fisiologicos, e a precisdo do exame hematologico pode
ser reduzida. Portanto, é necessario o conhecimento
dessas alteragdes em diferentes espécies de peixes, ja
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que elas podem ser especificas a espécie, além daquelas
relacionadas a farmacocinética de cada anestésico e
sua posologia.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
anestésico de oleo de cravo [Syzygium aromaticum
(L.) Merril & Perry] € benzocaina sobre os parametros
hematologicos e a fragilidade osmoética dos eritrocitos
em tambaqui (Colossoma macropomum).

O experimento foi realizado no Laboratorio de
Patologia de Organismos Aquaticos, do Centro de
Aquicultura da Universidade Estadual Paulista Julio
de Mesquita Filho. Foram utilizados 30 tambaquis
(357,5+£94,5 g), acondicionados em trés caixas de
fibra (300 L), abastecidas com agua de pogo artesiano
com vazdo de 1,5 L min"! e aera¢do. Os peixes foram
alimentados com racdo comercial (3% da biomassa,
28% de PB e 4.000 kcal kg' de EB) durante 30 dias.
A qualidade da agua permaneceu na faixa adequada
ao conforto dos peixes: oxigénio dissolvido =
5,9+0,4 mg L!; temperatura = 29,6+0,4 °C; pH = 8,1
+ 0,1; alcalinidade = 192,5+1,4 mg L''; amdnia total =
0,1+0,004 mg L.

Os grupos (n=10) foram distribuidos aleatoriamente
em delineamento inteiramente casualizado, e cada
animal representou uma unidade experimental,
conforme a seguir: G1, anestesia com 6leo de cravo a
concentragdo de 50 mg L' (EUG); G2, anestesia com
benzocaina a concentragdo de 100 mg L' (BEM); G3,
sem anestesia (controle). Para a indu¢do anestésica,
foram utilizados recipientes de plastico (20 L), em que
os peixes foram mantidos até atingir o quarto estagio
de anestesia (Woody et al., 2002), e o grupo-controle
foi contido mecanicamente (< 30 s).

Apés a indugdo, foi feita a colheita de 2 mL
de sangue por peixe, com seringas heparinizadas
(100 UI). A partir destas amostras, foram determinados
o percentual de hematdcrito (Goldenfarb et al.,
1971), a taxa de hemoglobina pelo método da
cianometahemoglobina (Collier, 1944) e a contagem
de eritrocitos em aliquota de sangue diluida a
1:200 em solu¢ao de formol-citrato e contagem em
hemocitometro. Com esses dados, foram calculados
os indices hematimétricos compreendidos como o
volume corpuscular médio (VCM) e a concentragao
de hemoglobina corpuscular média (Chcm) (Wintrobe,
1934). As extensoes sanguineas foram confeccionadas,
coradas e analisadas em microscopio Optico comum
(Tavares-Dias et al., 2008).
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Para a determinagdo da fragilidade osmdtica dos
eritrocitos, uma aliquota do sangue foi misturada a
uma solugdo salina tamponada (pH 7,4), ¢ diluigdes
em série foram realizadas a partir da solugdo-estoque a
10,5%, nas seguintes concentragdes: 0,65, 0,54, 0,43,
0,32, 0,2 ¢ 0,10% de NaCl-PO, (Ishikawa et al., 2010).

Todos os procedimentos foram adotados de acordo
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP/Unesp),
protocolo n2 013985/09.

Os resultados foram submetidos a analise de
varidncia ¢ a comparagdo de médias, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. As analises estatisticas
foram realizadas por meio do programa Statistica 7
(StatSoft, Tulsa, OK, EUA).

As duas substancias utilizadas como anestésicos
para o tambaqui foram capazes de abolir as reacdes a
manipulagido eacoletade material, mesmo comospeixes
fora da agua. Entretanto, houve diferenca nas variaveis
analisadas. Nos peixes anestesiados com benzocaina,
observou-se reducdo do numero de eritrocitos e da
Chcem, com aumento do VCM (Tabela 1). Do mesmo
modo, nos peixes anestesiados com oleo de cravo,
verificou-se reducao da concentragdo de hemoglobina
e do Chcm, com aumento do VCM. No teste de
fragilidade osmotica dos eritrdcitos, quando os peixes
foram expostos aos farmacos, observou-se aumento
do percentual de hemolise, em comparagdo ao grupo
controle, e os valores de hemolise mais altos ocorreram
nos peixes anestesiados com benzocaina (Figura 1).

Tabela 1. Valores médiostdesvios padrao dos parametros
hematologicos de tambaquis (Colossoma macropomum)
anestesiados com 6leo de cravo e benzocaina®.

Controle Oleo de cravo Benzocaina
39,2+15,6a 37,8+12,5a 57,8+8,1b

Parametro hematologico
Trombocito (x10° pL")

Leucocito (x10° pL) 32,2+6,1a  54,8+17,1b 62,7+13.6b
Linfocito (x10° pL) 23,1+6,4a  43,6+15,4b 50,8+11,4b
Mondcito (x10° L") 1,5+0,9a 2,243,1a 2,6+2,4a
Eosinofilo (x10° uL") 0,04+0,09a  0,1+£0,3a  0,09+0,2a
Neutréfilo (x10° pL-) 7,0+3,3a 7,5+7,8a 7,9+5,1a
LG® PAS positivo (x10° L) 0,7+0,7a 3,4+3,3b 1,3£2,3ab
Leucocito imaturo (<103 pL") 0,01+£0,04a 0,08+0,2a 0,1+0,1a
Hematocrito (%) 25,0+5,1a  27,3+6,2a  26,1+7,9a
Eritrocito (10° uL) 1,8+0,8a 1,5+0,6ab  1,3+0,4b
Hemoglobina (g dL*") 8,3+0,9a 6,4+1,6b 7,5+1,8ab
Volume corpuscular médio (fL) 160,7+£10,9b 189,9+20,7a 190,7+25,8a
Hemoglobina corpuscular (g dL') 30,8+5,7a  23,949,3¢c 26,8+3,9b

(DMédias seguidas de letras iguais, nas linhas, ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade. @Leucdécito granular. N=10.
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Apesar do baixo tempo de exposi¢do dos peixes aos
anestésicos, houve reducgao dos niveis de hemoglobina
e da Chcm, com aumento concomitante do VCM, o
que induziu a um quadro hematologico semelhante ao
de uma anemia macrocitica hipocrdmica iatrogénica,
que ocorre em mamiferos em decorréncia dos efeitos
adversos dos tratamentos alopaticos e de intoxicagdo
por produtos quimicos (Weiss et al., 2010).

Alteragdes no eritrograma de peixes sob efeito de
diferentes anestésicos foram descritos em diversas
espécies de teleosteos (Tort et al., 2002; Sudagara
et al., 2009; Delbon & Paiva, 2012), com diferentes
efeitos sobre os pardmetros hematoldgicos. Trutas
arco-iris (Oncorhynchus mykiss), expostas ao eugenol
apresentaram aumento nos valores dos eritrocitos e
diminui¢do do Chcm (Tort et al., 2002), fato que é
corroborado pelos resultados do presente trabalho.
A anestesia com benzocaina, a 28°C, causou aumento
do hematdcrito em tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) (Delbon & Paiva, 2012), enquanto o p6 de
cravo induziu aumento do hematocrito, da hemoglobina
e dos valores de eritrécitos em pardelha-dos-alpes
(Rutilus rutilus) (Sudagara et al., 2009), resultados
semelhantes aos do presente estudo. As alteragdes
dos indices hematimétricos podem estar relacionadas
ao aumento da fragilidade osmotica dos eritrocitos
(Figura 1), em razdo de distirbio de permeabilidade
da membrana destas células pelo uso dos anestésicos,
como observado em estudos de espécies de peixes
tropicais que evidenciaram as mesmas alteragdes
(Tavares-Dias et al., 2008; Inoue et al., 2011).

1201
100
§ 80 aa
2
Q
T 404 b b
204 b
¢ b
o L
0,10 0,21 0,32 0,43 0,54 0,65

NaCl-PO, (%)
m Oleo de Cravo

|E| Benzocaina | ] Controlel

Figura 1. Fragilidade osmotica dos eritrocitos de tambaqui
(Colossoma macropomum) anestesiados com 6leo de cravo
e benzocaina. Letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

A redugdo dos valores dos eritrocitos nos peixes
expostos a benzocaina também pode ser atribuida a
hemolise, pois essa condicdo foi observada desde as
concentra¢des mais baixas, decorrentes, provavelmente,
da farmacodinadmica deste farmaco, que bloqueia os
canais de sodio, e da redugao dos potenciais de agao da
membrana (Holloway et al., 2004).

Alteragdes nos valores de trombocitos foram
observadas somente nos peixes anestesiados com
benzocaina (Tabela 1). Observou-se aumento do
numero de leucdcitos totais, nos peixes submetidos
aos dois anestésicos, bem como aumento dos valores
de linfocitos. O dleo de cravo causou aumento destes
valores e do numero do leucocito granular PAS-positivo
(LG-PAS), em comparagdo ao grupo-controle
(Tabela 1), o que difere dos resultados observados
em outras espécies de teledsteos (Velisek et al., 2005;
Sudagara et al., 2009).

A benzocaina ndo alterou os niveis de trombocitos e
leucocitos em tilapia-do-nilo (Delbon & Paiva, 2012)
e em pardelha-dos-alpes (Sudagara et al., 2009). Estas
divergéncias encontradas na literatura, quando os
mesmos farmacos foram utilizados, provavelmente,
ocorreram em razao das diferentes espécies utilizadas
nos ensaios e da metodologia empregada para
determinacdo do trombograma e leucograma. Alguns
estudos confirmam que a contagem total de leucocitos
pelo método indireto proporciona resultados mais
precisos em peixes (Tavares-Dias et al., 2008; Ishikawa
et al., 2010). No método direto, recomendado por Natt
& Herrick (1952) e Blaxhall & Daisley (1973), o fator
de diluicao, considerado elevado por alguns autores,
faz com que os valores absolutos sejam inconsistentes
(Tavares-Dias et al., 2008). Entretanto, os mesmos
autores descreveram que problemas ocorrem com a
coloragdo dos leucécitos e induzem a erros, uma vez
que nao é possivel uma diferenciacdo segura entre
leucoécitos e trombocitos no hemocitometro.

Agregacdo trombocitaria e hemolise sdo os
principais fatores que reduzem a precisdo durante
a realizagdo do trombograma e leucograma, pelo
método indireto, em peixes. A ocorréncia de agregados
de trombocitos nas extensdes pode implicar valores
altos ou baixos na contagem, pois, em alguns campos
das extensoes, ¢ comum encontrar um grande numero
dessas células agrupadas e, em outros, auséncia de
trombocitos. Nessas condigdes, os trombocitos sdao
depositados preferencialmente no final das extensdes
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sanguineas, pelo fato de os agregados terem maior
massa. Em situagdes de hemolise, como a provocada
pelo uso de anestésicos no presente estudo, ocorre
diminuigdo da relagdo entre eritrocitos e leucocitos e,
portanto, os resultados da contagem total de leucocitos
e tromboécitos ndo representam uma condigdo
hematologica real.

A anestesia com 6leo de cravo e benzocaina causa
alteracdes quantitativas nos parametros hematologicos
em tambaqui, como leucocitose e hemolise iatrogénica,
0 que torna ndo adequado o uso destes farmacos, em
estudos hematologicos que visam estabelecer valores
de referéncia para o tambaqui.
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