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RESUMO

Avaliou-se as concentragdes ideais e os tempos de inducdo e de recuperacdo
do anestésico benzocaina e 6leo de cravo, em juvenis de Oreochromis niloticus. Para
isso, testou-se cinco concentracdes de 6leo de cravo e trés de benzocaina e, com as
andlises de freqiiéncia cardiaca, determinou-se que 100 mg/L de benzocaina e 80 mg/L
de 6leo de cravo foram as concentracdes mais eficazes para estes organismos-teste. A
partir destas determinacdes, montou-se um experimento onde foram analisadas
alteracdes fisioldgicas (cortisol, glicose, hematdcrito, hemoglobina, nimero total de
células sangiiineas, VCM, HCM, CHCM, contagem total de trombdcitos e contagem
total e diferencial de leucdcitos), a 23°C e a 28°C, e o tempo que os peixes levaram
para se alimentar apds o tratamento anestésico. Com estas andlises, concluiu-se que os
anestésicos testados minimizaram o efeito do estresse causado por manipulacdes e
procedimentos invasivos, € que os peixes submetidos ao tratamento com 6leo de cravo,
apesar de ndo ser significativo, apresentaram maiores taxas de alimentacdo, em relacdo

aos demais tratamentos.

Palavras-chave: benzocaina, estresse, freqiiéncia cardiaca, 6leo de cravo, Oreochromis

niloticus, peixes.
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ABSTRACT

The ideal concentrations, induction and recovery time after treatment with
benzocaine anaesthetic and clove oil, in juvenile of Oreochromis niloticus has been
evaluated. Five concentrations of clove oil and three of benzocaine were tested.
Through the analyses of cardiac frequency, it was show that 100 mg/L of benzocaine
and 80 mg/L of clove oil showed the most efficient concentrations for this test
organism. Further, an experiment where physiological alterations (cortisol, glucose,
hematocrit, hemoglobin, total number of cells, MCV, MCH, MCHC, total counting of
trombocytes and total and differential countings of leukocytes), at 23°C and 28°C was
conducted, as well as the time that the fish fed after anaesthetic treatment. It was
concluded that the tested anaesthetics minimized the stress effects caused by
manipulations and invasive procedures, and that the fish submitted to the treatment
with clove oil, although not significant, presented higher feeding rates, in relation to

the other treatments.

Key-words: benzocaine, clove oil, stress, fish, heart rate, Oreochromis niloticus
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1. INTRODUCAO

Na agqiiicultura e em trabalhos experimentais com peixes, os anestésicos sao
utilizados para reduzir a atividade dos animais durante o transporte, pesagem,
marcacdo, além de outras manipulagdes (McFARLAND, 1960; GUNN, 2000;
PIRHONEN & SCHRECK, 2002).

A escolha do anestésico para peixes geralmente estd relacionada com a
viabilidade econdmica e consideragdes legais IWANA & ACKERMAN, 1994). A
reducdo da atividade, do estimulo visual, do consumo de oxigénio e da excrecdo de
amoOnia pode ser citada como um dos efeitos positivos da utilizagdo de anestésicos
(WURTS, 1995). No entanto, muitos inconvenientes quanto ao uso desses farmacos
podem ser observados, como por exemplo, a perda de muco, irritagdo das branquias,
danos na cérnea (INOUE et al., 2003), a reducdo da protecio do peixe contra
patégenos oportunistas e aumento da resposta de estresse (CARNEIRO et al., 2001).

Os anestésicos podem ser injetados no peixe, entretanto a maioria €
administrada na 4dgua (BOWSER, 2001). Deste modo, o anestésico, através das
branquias e da pele, entra no sistema circulatério do animal, bloqueando algumas
acoes reflexas (SUMMERFELT & SMITH, 1990). Em ambos os casos, o farmaco
deve ser solivel em 4gua. Entretanto, alguns sdao primeiramente dissolvidos em um
solvente organico para depois serem diluidos em dgua (BOWSER, 2001).

Assim, como a maioria dos anestésicos usados em peixes sdo absorvidos nos
tecidos, via branquias, estes podem acumular residuos (MARKING & MEYER, 1985).
As branquias s3o o principal caminho de entrada e excre¢do de anestésicos e de
ventilacdo branquial. Por isso, qualquer fator que afete esta ventilacdo, como a

temperatura, por exemplo, pode comprometer a eficdcia do anestésico (HIKASA et al.,
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1986) e também a eliminagd@o de seus residuos. Para eliminar esses residuos é necessario
que haja depuragdo. O tempo deste processo depende do tipo da droga utilizada, da
espécie alvo, da concentrag@o e da via de administracdo, que pode ser de algumas horas a
vérias semanas (BOOTH, 1988). Mesmo que os residuos anestésicos presentes nos peixes
ndo sejam prejudiciais ao consumo humano, segundo STONE & TOSTIN (1999), estes
podem afetar o sabor natural do peixe, quando forem consumidos.

De acordo com SYLVESTER (1975), um anestésico deve apresentar agdo
rdpida sobre o sistema nervoso, sem complicacdes posteriores para o peixe, além de

ser econdmico e de facil manipulagdo (PIRHONEN & SCHRECK, 2002).

Como cada anestésico exige uma concentragdo diferente para induzir o
estdgio anestésico desejado, é necessirio testar vdrias concentracdes antes do
tratamento definitivo para ndo causar mortalidade dos animais expostos ao farmaco

(ROUBACH & GOMES, 2001).

Segundo GUNN (2000), os salmonideos requerem uma dose anestésica
menor que os demais teledsteos, individuos com relac@o area branquial/peso do corpo
elevada tém absorcdo do farmaco mais eficiente e peixes com aparatos respiratorios
acessorios tendem a apresentar indu¢do mais lenta. Ainda, o conteido de gordura, o
tamanho do corpo, idade e sexo, bem como a temperatura e o pH, influenciam na

velocidade de inducio e recuperagdo.

Ja foram atribuidos aos peixes vdrios estdgios anestésicos. Geralmente, a
maioria deles passa por todas as fases, no entanto, ocorrem variacdes nas diferentes
espécies, no tipo de anestésico empregado e na dose aplicada. Alguns estdgios

comumente descritos ndo ocorrem no processo anestésico de certos peixes (BROWN,
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1993). Por exemplo, de acordo com ROUBACH & GOMES (2001), para a biometria,
o estagio utilizado € a anestesia profunda; ja em intervengdes cirurgicas, recomenda-se

o0 estdgio de anestesia cirdrgica.

ROUBACH & GOMES (2001) caracterizam seis estdgios anestésicos. O
estdgio 1 € caracterizado por perda de reacdo aos estimulos visuais € ao toque; o
estagio 2 € marcado por perda parcial do equilibrio; o estdgio 3 caracteriza-se pela
perda total do equilibrio; no estdgio 4 pela diminui¢do dos movimentos operculares; o
estagio 5 por minimo movimento opercular, estdgio em que o peixe fica estdtico; e o
estdgio 6 de anestesia caracteriza-se por colapso medular, em que o peixe perde
totalmente os movimentos operculares, seguido de parada cardiaca (MUIR er al.,
1995). No entanto, de acordo com BROWN (1993), mesmo quando o peixe perde os
movimentos operculares, este quadro pode ser revertido. Para a recuperagcdo do peixe
anestesiado que ndo apresenta movimentos operculares € aplicado procedimento de
recuperagdo forcada. Esse procedimento consta de movimentar a cabeca do peixe contra a
dgua, para que esta possa entrar pela boca e passar através das branquias, até que seja

observada a total recuperagdo do animal (BROWN, 1993).

Varios estudos mostram a eficicia dos diferentes anestésicos
(WEDEMEYER, 1970; YANAR & KUMLU, 2001; HILL et al., 2004; INOUE et al.,
2003), seus efeitos fisioldgicos (CHO & HEATH, 2000; DAVIDSON et al., 2000;
SMALL, 2003; DAVIS & GRIFFIN, 2004), sua acdo em diferentes temperaturas
(CROUX & MONTAGNA, 1998) e a recuperagdo dos peixes (FREDRICKS et al.,

1993; HILL et al., 2004).
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Entretanto, as substancias quimicas amplamente utilizadas para anestesiar
peixes, como a tricaina metano sulfonato (MS-222), sulfato de quinaldina e

fenoxietanol, sdo toxicas (ROUBACH et al., 2001).

No Brasil, ndo existem leis especificas regularizando o uso de tais drogas.
Assim, sdo geralmente seguidas as recomendacdes do Food and Drug Administration
(FDA). O unico anestésico aprovado por este 6rgdo é o MS-222, cujo valor comercial

é dez vezes maior que o seu similar, a benzocaina (GOMES et al., 2001).

Estudos com juvenis de tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier)
concluiram que a benzocaina apresentou os melhores critérios estabelecidos para um
anestésico de peixe (GOMES et al., 2001). No entanto, estudos com anestésicos
alternativos como o eugenol e seus derivados - 6leo de cravo e AQUI-S - sdo necesséarios
(KEENE et al., 1998; SLADKY et al., 2001; WAGNER et al., 2002; IVERSEN et al.,
2003). O conteudo quimico principal do 6leo de cravo € o eugenol (70-98%) (BRIOZZO
et al., 1989; VELOZO, 2002). O eugenol (4-alil-2-metoxifenol - C;oH;,0,) tem
multiplos usos, agindo principalmente como antiséptico, analgésico e anestésico na

medicina e na odontologia (NATIONAL TOXICOLOGY PROGRAM, 2002).

Diante disso, este trabalho teve o intuito de estudar a acdo de dois anestésicos

(benzocaina e 6leo de cravo) sob duas temperaturas (23°C e 28°C). Para isso, foram

analisados seus efeitos hematoldgicos, fisioldgicos e o tempo de inducdo e de recuperagao

anestésica sob estas temperaturas. Em relacdo a recuperacdo dos peixes ao farmaco,

analisou-se também o tempo que cada animal demora a se alimentar apds o procedimento

anestésico, tendo como base a quantidade de racdo ofertada a ele antes do tratamento.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1 Estresse em peixes

Quando os peixes sdo submetidos a estressores, diversas alteragdes sdo
observadas nos parametros hematolégicos (MORGAN & IWANA, 1997), em
respostas a alteragdes fisioldgicas e bioquimicas (ROBERTSON et al., 1988; IWANA
et al., 1989; FREDERICKS et al., 1993), como o aumento dos niveis de cortisol,

hiperglicemia e imunossupressao (WENDELAAR BONGA, 1997).

Nos parametros hematoldgicos, alteragdes na taxa de hemoglobina, no
hematdcrito ou no numero de eritrcitos apds estresse podem  sugerir
hemoconcentracdo ou hemodilui¢do por disfun¢cdo osmorregulatoria (HOUSTON et
al., 1996). J4, as respostas fisiologicas de estresse variam de acordo com a intensidade
do agente estressor, sendo pouco expressivas quando 0s peixes sao expostos a

estimulos mais brandos e por rapido periodo de tempo (ROBERTSON et al., 1988).

Estudos mostram que o principal mecanismo de controle do estresse em
peixes € o sistema neuroenddcrino, assim como em mamiferos (DONALDSON, 1981;
MAZEAUD & MAZEAUD, 1981). Em peixes, um grupamento de células foliculares
localizadas na por¢do anterior dos rins, conhecida como tecido interrenal, possui a
mesma funcio das glandulas adrenais em mamiferos, onde estdo localizadas as células
cromafins e células interrenais, responsdveis pela liberacdo de catecolaminas e

cortisol, respectivamente (SMITH, 1982).

A elevagdo dos niveis de catecolaminas, principalmente da adrenalina, ocorre

rapidamente apds a presenca de algum estimulo estressor, atingindo niveis maximos em



16

segundos e retornando aos niveis iniciais em minutos (MAZEAUD & MAZEAUD,
1981). Os niveis sangiiineos do cortisol, principal corticosteréide liberado na presenca de
agentes adversos, elevam-se apOs alguns minutos de exposicdo do peixe a alguma
condicdo desfavoravel, podendo levar horas até atingir o nivel maximo (McDONALD &

MILLIGAN, 1997).

Sabe-se que a imobilizacdo quimica ajuda o peixe a minimizar os efeitos
causados por procedimentos, como manipulacdes. Assim, espera-se que peixes
submetidos ao processo de anestesia nao sofram distirbios bioquimicos e fisiol6gicos.

Entretanto, CHO & HEATH (2000), em seus estudos com salmio chinook,
O. tshawytsch, verificaram que os niveis de depressdo do sistema nervoso central
atingidos pelos animais submetidos a tricaina ou ao d6leo de cravo, ndo
necessariamente mitigaram respostas fisiologicas, especialmente de secrecdo do
cortisol e SOIVIO & NIKINMAA (1981) relataram em truta arco-iris, Salmo
gairdneri, aumento do tamanho dos eritrécitos, apds estas serem anestesiadas com
benzocaina ou MS-222. Portanto, o préprio anestésico pode induzir efeitos
indesejaveis, alterando as varidveis bioquimicas (THOMAS, 1991; SLADKY et al.,
2001; WOODY et al., 2002).

Por outro lado, HUNN & GREER (1991) reportaram que ndo houve alteracao
nos parametros de sangue do salmio do Atlantico, Salmo salar, ap6s ser anestesiado
com tricaina (MS-222) e benzocaina; enquanto ROBERTSON er al. (1988)
verificaram que peixes transportados com MS-222 ndo apresentam mudangas nos

parametros fisioldgicos, devido a redugdo de estresse obtido pelo fairmaco.
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STRANGE & SCHRECK (1978) notaram efeito benéfico do MS-222 em
salmdo chinook, O. tshawytscha, visto que esta droga evitou elevacdes nos niveis de
cortisol durante o manejo, além de diminuir a amplitude de respostas fisioldgicas.
Contudo, estes autores notaram pouca eficicia do anestésico em diminuir os niveis
plasmaéticos do hormdnio quando os peixes foram submetidos a baixas concentracdes

por periodos de tempo mais prolongados.

Segundo SCHRECK (1996), o estresse também afeta a atividade dos
leucécitos, facilitando a infestacdo por parasitas. Ainda, segundo este autor, a
mobilizacdo de energia causada pelo estresse afeta negativamente os mecanismos de

resisténcia do peixe, uma vez que estes mecanismos também demandam energia.

A andlise dos constituintes sangiiineos fornece informagdes importantes para o
diagndstico das populacdes de peixes. As varidveis relativas ao eritrograma sao de grande
relevancia na identificacdo de processos anemiantes € como indicadores da resposta de
estimulos externos. Os niveis eletroliticos e o leucograma podem ser empregados como
auxilio diagndstico nos processo infecciosos. Assim, € necessdrio conhecer os valores
hematoldgicos de cada espécie, além de estabelecer suas particularidades (TAVARES-

DIAS, 2003; RANZANI-PAIVA & SILVA-SOUZA, 2004).

As espécies mais sedentdrias sdo, geralmente, herbivoras, possuem menor
numero de eritrocitos (MAVAREZ & PEREZ, 1984; MURARI et al., 1992), menor
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e maior volume corpuscular

médio (VCM) (LAY & BALDWIN, 1999).

As tildpias sdo pertencentes a familia Cichlidae, cuja maioria é origindria de

rios africanos, e estd apta a viver e reproduzir em ambiente marinho (HILSDORF,
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1995). Foi introduzida no Brasil pelo Departamento Nacional de Obras contra as Secas
(DENOCS), no Ceard, em 1971 (CASTAGNOLLIL, 1992). E uma espécie de peixe
territorialista, com hierarquia de dominancia e submissdo estabelecida por confrontos
entre os individuos. O estabelecimento e a manutencdo desta hierarquia provocam,
tanto nos animais dominantes como nos submissos, uma situacdo de estresse (estresse
social), porém com maior intensidade nos animais submissos (FERNANDES, 1997).
Sdo peixes de hdbitos lentos, resistentes a enfermidades (CASTAGNOLLI, 1992),
tolerando concentracdes de oxigénio dissolvido inferiores a 1,0 mg/L (EL-SAYED
ALI et al., 2003). Segundo CASTAGNOLLI (1992), o melhor desempenho zootécnico

deste peixe € obtido com a temperatura da dgua entre 26°C e 28°C.

1.2.2 Benzocaina

A benzocaina é um anestésico local, cujo potencial de acdao é semelhante ao
MS-222, anestésico extensamente aplicado na piscicultura (MATTSON & RIPPLE,
1989; BURKA et al., 1997; ROSS & ROSS, 1999). No entanto, este anestésico é 250
vezes menos solivel em dgua, com relagdo ao MS-222, assim, qualquer solugdo
contendo benzocaina tém que ser diluida em etanol, acetona ou propileno glicol
(BURKA et al., 1997; ROSS & ROSS, 1999).

De acordo com ROSS & ROSS (1999), sdao necessdrios 21 dias para
comercializagcdo dos peixes que foram submetidos a benzocaina e que serdo utilizados
para alimentagdo. ALLEN (1988), reportou 10,65 e 14,01 pug/g de benzocaina em
largemouth bass e truta arco-iris, respectivamente, imediatamente apds o tratamento. E
ainda, segundo este autor, durante o estudo, os residuos de benzocaina ndo foram

completamente removidos dos tecidos destes animais.



19

Além disso, a benzocaina € um anestésico tépico eficaz, amplamente utilizado,
que apresenta um inicio de acdo quase que imediato (15 a 30 segundos) e relativamente
persistente, ndo sendo praticamente absorvido quando usado em mucosas e na pele, nas
doses recomendadas (FARMALAB CHIESI INDUSTRIA FARMACEUTICA, 2006).
Nas concentracdes aplicadas nos peixes, ndo € téxico para o manipulador (ALLEN,
1988) e pode ser removido da dgua utilizando filtro de carvao ativado (HOWE et al.,
1990). De acordo com ROSS & ROSS (1999), a exposicao a este firmaco ndo implica
em reducgdo de crescimento e na atividade reprodutiva do peixe.

Como a benzocaina e o MS-222 sdo derivados do 4cido p-aminobenzdico,
causam reducdo da ventilacdo das branquias devido a depressdo dos centros medulares
respiratérios, tendo a hipéxia como conseqiiéncia. A hipdxia € intensificada pela
braquicardia e decréscimo do fluxo sangiiineo entre as branquias (TYTLER &

HAWKINS, 1981).

1.2.3 Oleo de cravo

O ¢6leo de cravo € derivado da haste, das folhas e dos brotos da arvore Eugenia
caryophyllata e € utilizado em todo o mundo em aplicagdes que vao desde tempero até
anestesia (ANDERSON et al., 1997). Ele vem sendo utilizado como anestésico de peixes
em varios paises, com vantagens econdmicas e sem propriedades toxicas aparentes (SOTO
& BURHANUDDIN, 1995; MUNDAY & WILSON, 1997; SLADKY et al., 2001;
WOODY et al., 2002). No entanto, dados reportando concentracdes ideais de dleo de
cravo para induzir a anestesia de peixes tropicais sdo escassos (INOUE et al., 2003).

Virios estudos reportam a eficicia do 6leo de cravo e de seus derivados, em

diversas espécies de peixes, incluindo kinguio, Carassius lapides (ENDO et al., 1972),
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rabbitfish, Siganus lineatus (SOTO & BURHANUDDIN, 1995), truta arco-iris,
Oncorhynchus mykiss (KEENE et al., 1998), bagre de canal, Ictalurus punctatus
(WATERSTRAT, 1999) e sockeye salmao, Oncorhynchus nerka (WOODY et al., 2002).

De maneira semelhante a benzocaina, o eugenol tem vdrias caracteristicas
que o qualificam como um anestésico seguro, de baixo custo, grande eficacia, ampla
margem de seguranga para o peixe e auséncia de toxicidade para o operador, nas doses
utilizadas para peixes (KEENE et al., 1998). Outra vantagem deste farmaco € que ele é
metabolizado e excretado rapidamente no organismo do animal, ndo requerendo tempo
de caréncia (WAGNER et al., 2002). Ou seja, ndo causa risco a saide do consumidor
(CHO & HEATH, 2000).

A Food and Agriculture Organization (FAQO) prescreve como aceitdvel
ingestacdo didria de 2,5 mg eugenol/Kg peso humano. Em peixes anestesiados com
450 mg/L de 6leo de cravo e depurados por uma semana antes de serem abatidos
para consumo, houve reten¢do em seus tecidos de apenas 0,32 mg/Kg de eugenol
(KILDEA et al., 2004).

Além disso, o eugenol apresenta curto tempo de indugdo e alto tempo de
recuperacio anestésica, ideais para procedimentos mais demorados, comparado com o
MS-222, nas mesmas concentracdes (KENNE et al., 1998).

SLADKY et al. (2001) reportaram que o eugenol foi eficaz em 100% dos pacus
anestesiados (Piaractus brachypomus) e a anestesia foi caracterizada por rdpida indugdo
e tempo de recuperacdo prolongado, comparado com MS-222. No entanto, os peixes
expostos a altas concentragcdes (100 ou 200mg/L. de eugenol), devem ser monitorados,

visto que pode ocorrer reducdo da ventilagao das branquias e colapso medular.
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2. OBJETIVO GERAL
- Analisar a acdo de dois anestésicos (6leo de cravo e benzocaina) em Oreochromis

niloticus.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Testar, entre varias concentragdes de 6leo de cravo e benzocaina, quais apresentaram
melhores tempos e indugd@o e recuperacao anestésica.

- Avaliar a sensibilidade nos peixes anestesiados as concentragdes escolhidas, com o
auxilio do monitoramento cardiaco.

- Analisar a acdo dos dois anestésicos, nas concentracdes recomendadas anteriormente,
a 23°C e a 28°C, sobre o tempo de indugdo e recuperacao anestésica, 0s parametros

fisiolégicos (andlises hematoldgicas, de cortisol e de glicose)

- Avaliar o tempo de retorno a alimentac@o apds o tratamento anestésico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Tempo de inducio e de recuperaciao anestésica
Na primeira série de testes determinou-se, entre cinco concentragdes de 6leo
de cravo e trés de benzocaina, os efeitos sobre o tempo de indug@o e recuperacdo

anestésica, para depois, utilizar as concentrag¢des escolhidas em teste definitivo.

3.1.1 Material bioldgico e aclimatacao
Juvenis de tildpia, Oreochromis niloticus, foram obtidos de uma piscicultura
comercial do Estado de S@o Paulo. Os peixes (n = 40, 108,28 = 11,65g) foram
aclimatados em um tanque de 500 L, com sistema de aerac@o constante, por 30 dias. Os

testes foram conduzidos em aqudrios com capacidade para 9 L, contendo 5 L de dgua.

3.1.2 Local de realizacao do experimento
A aclimatacdo foi realizada na drea externa do Instituto de Pesca, no Parque
da Agua Branca, em Sdo Paulo/SP. J4, o experimento foi realizado no Laboratério de

Patologia de Organismos Aquaticos do proprio Instituto.

3.1.3 Delineamento experimental e procedimentos

Os peixes (n = 5, para cada concentragdo) foram individualmente expostos a
concentracdes de 40, 60, 80, 100 e 120 mg/L de dleo de cravo, e 50, 100 e 150 mg/L
de benzocaina. As diluicdes dos anestésicos, assim como as concentra¢des utilizadas
para cada teste, encontram-se na tabela 1.

A agua do aquario foi trocada ao término de cada teste.
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Tabela 1: Ingredientes utilizados para as concentracdes anestésicas e pesos médios de
tilapias (O. niloticus) testadas

Ingredientes Oleo de Benzocaina
cravo (mg/L) (mg/L)
€ pesos 40 60 80 100 120 50 100 150
Oleode cravo 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
(ml)
etanol (ml) 1,8 2,7 3,6 4,5 5,4
agua (L) 5 5 5 5 5 5 5 5
benzocaina (g) 0,25 0,5 0,75
etanol (ml) 3,33 6,66 10,0
peso (g) 115,6 115,35 113,73 103,98 105,89 106,63 102,78 102,26
SEM (21,05) (6,45) (8,93) (9,83) (9,3) (6,5 (11,89) (10,37)

SEM = erro padrao

As concentracdes de 6leo de cravo e benzocaina determinadas para este
estudo, foram escolhidas uma vez que estas dosagens sdo as mais aplicadas em estudos

com anestesia profunda.

Os anestésicos utilizados no experimento sdo hidrofébicos, ou seja, ndo diluem
na dgua. Assim, foi necessario, primeiramente, que estas substancias fossem diluidas em
etanol. Para confirmar a acdo do anestésico, e ndo do diluente, testou-se 10 ml de etanol
em 5 L de dgua, ou seja, a maior concentragdo utilizada para dilui¢do do farmaco.

Durante a exposicdo, foram observados os diferentes estdgios de inducdo a
anestesia (Quadro 1). Apds este periodo, os peixes foram removidos da solucdo
anestésica e colocados em um aqudrio com capacidade de 9 L, contendo 5 L de dgua e
aeracdo constante, para monitorar a recuperagao.

Quadro 1: Estagios anestésicos da anestesia, segundo ROUBACH & GOMES (2001)

estagio de anestesia descri¢ao do comportamento
(1) sedacao leve perda de reacdo aos movimentos visuais € ao toque
(2) anestesia leve perda parcial do equilibrio

(3) anestesia profunda  perda total do equilibrio

(4) anestesia cirargica I diminui¢do dos movimentos operculares

(5) anestesia cirargica I Minimo movimento opercular, o peixe fica estatico
(6) colapso medular overdose ou tempo excessivo de anestesia
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3.2 Monitoramento cardiaco
A segunda série de testes constou de andlises da freqiiéncia cardiaca dos
peixes anestesiados, utilizando-se concentracdes dos anestésicos selecionadas no teste

anterior, que foram 60 e 80 mg/L de dleo de cravo e 100 e 150 mg/1 de benzocaina.

3.2.1 Material biol6gico
Foram utilizados 20 juvenis de tildpia obtidos do mesmo lote do experimento
anterior. O experimento foi realizado cinco meses ap6s o teste Tempo de indugdo e de

recuperagdo anestésica.

3.2.2 Delineamento experimental e procedimentos

Os ensaios foram conduzidos em aquédrios com capacidade para 9 L,
contendo apenas 5 L de dgua.

Escolheu-se, aleatoriamente, vinte juvenis de tildpia, sendo dez anestesiados
com benzocaina (cinco peixes por concentragdo — 100 e 150 mg/L) e dez com 6leo de
cravo (cinco animais por concentra¢do — 60 e 80 mg/L).

Esse procedimento foi realizado por monitoramento cardiaco através de
cardioscopia. Inicialmente os peixes foram anestesiados para posicionamento dos
eletrodos (Figuras 1 e 2). A recuperacdo anestésica ocorreu em aqudrio isento de
anestésico. Apds a recuperagdo do equilibrio, esperou-se 30 minutos para as
mensuracgdes dos valores basais de freqiiéncia cardiaca e movimentos operculares.

Apés a leitura da freqiiéncia cardiaca basal média, esses animais foram
novamente anestesiados para a determinacdo da freqiiéncia cardiaca dos peixes

anestesiados. Quando estes se apresentavam no 5° estdgio anestésico, aplicou-se um
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estimulo com agulha com o intuito de determinar a reacdo do peixe e possivel
alteracdo da freqiiéncia cardiaca.
Os testes do primeiro e do segundo ensaios foram realizados a 23°C. Essa

temperatura é a normalmente utilizada em aqudarios para manuten¢ao de peixes.

Figura 1: Juvenil de O. niloticus com eletrodos fixados em seu corpo para posterior
mensuracdo da freqiiéncia cardiaca

Figura 2: Leitura da freqiiéncia cardiaca pela cardioscopia
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3.3 Analises fisiologicas e tempo de retorno a alimentacao
Na terceira série de testes, as concentracdes mais adequadas para juvenis de
tildpia (n = 48, 194,51 = 6,75g e 22,21 £+ 0,27cm), de 6leo de cravo e benzocaina,

foram testadas em duas temperaturas, a 23°C e a 28°C, mantidas com termostato.

3.3.1 Material biol6gico

Os animais foram cedidos pela Associacdo Brasileira do Peixe, de
Itupeva/SP. Foram coletados de um tanque-rede com o auxilio de pucds e
transportados para o Instituto de Pesca em um tanque de 300 L com 3% de NaCl

dissolvido na dgua.

3.3.2 Local de realizacao do experimento

As tildpias foram aclimatadas, por 15 dias, no Aqudrio do Instituto de Pesca,
em um aqudrio de 5000 L, com dgua declorada e aeracdo constantes. Mediu-se
diariamente, o oxigénio dissolvido com o auxilio de um oximetro, o pH e a temperatura
da agua. Depois, foram transferidos para dois tanques no Laboratério de Patologia de

Organismos Aquaticos do proprio Instituto, local onde foi realizado o ensaio.

3.3.3 Delineamento experimental e procedimentos

Os tanques (n = 24 peixes por tanque) de 300 L cada, com dgua declorada e
aeracdo constante, armazenavam dgua em temperaturas diferentes, um a 23°C e o outro
a 28°C, mantidas com o auxilio de termostatos de 200W cada. Os peixes

permaneceram nestes tanques por trés dias e ficaram em jejum, por 24 horas, antes do

experimento para posterior testes de alimentagao.
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Mediu-se, diariamente, o oxigénio dissolvido, a temperatura e o pH de ambos
0s tanques.

Apdés o periodo de aclimatagdo, esses organismos-teste foram expostos,
individualmente, em aqudrios com 5 L de dgua declorada e nas temperaturas de acordo
com a aclimatagdo, a concentragdes de 80 mg/L de 6leo de cravo (n = 8, para cada
temperatura), 100 mg/L. de benzocaina (n = 8, para cada temperatura) € ndo expostos a
anestésicos, ou seja, os animais do grupo controle (n = 8, para cada temperatura). Os
aqudrios também foram abastecidos com dgua declorada nas temperaturas desejadas para
o teste, mantidas com o auxilio de um termostato de SOW.

Cada peixe foi anestesiado individualmente e, logo em seguida, retirado do
aqudrio, pesado e o sangue coletado do vaso caudal, com auxilio de seringas e agulhas
heparinizadas. Os animais do grupo controle ndo foram anestesiados por nenhum
farmaco, entretanto, eles passaram pelo mesmo procedimento dos animais expostos
aos anestésicos. A colheita de sangue desses peixes foi realizada entre 9:00 e 11:00
horas, periodo em que o cortisol apresenta menor variagao.

Apés este procedimento, cada peixe foi colocado, individualmente, em
aqudrio sem anestésico, contendo 5 L de dgua declorada com aera¢do constante, para
monitoramento da recuperag¢do do farmaco.

Para avaliar os estdgios de evolu¢do da anestesia foi utilizado o critério
proposto por ROUBACH & GOMES (2001) (Tabela 2). O peixe foi considerado

recuperado quando retornava os movimentos e nadava ativamente (GOMES et al., 2001).
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3.3.3.1 Tempo de retorno a alimentacao

Vinte e quatro horas apds a recuperagdo total dos peixes, foi oferecido a cada
animal 3% de sua biomassa, de racdo comercial e deixada a disposi¢c@o por 10 minutos.
Caso os peixes, apds o tempo esperado, ndo comessem toda a racdo, esta era retirada
do aqudrio, seca e pesada. Assim, fez-se a diferenca entre a quantidade de racdo
colocada inicialmente menos a quantidade de ragdo retirada depois de 10 minutos. Este
teste foi realizado com todos os peixes que participaram do experimento (48 animais).
Assim, estes dados informaram quantos gramas de ragc@o o peixe comeu 24 horas apds

ser tratado com dois anestésicos, um natural e um sintético, em duas temperaturas.

3.3.3.2 Analises hematologicas

O sangue coletado dos animais foi utilizado para as determinacdes de:
a) ndmero total de células, contado em cdmara de Neubauer, utilizando-se
solucdo de Hayem como diluente;
b) hematdcrito, pelo método do microhematdcrio, segundo GOLDENFARB et al. (1971);

c) taxa de hemoglobina, pelo método da cianometahemoglobina, segundo COLLIER (1944);

Com os resultados da taxa de hemoglobina (Hb), do nimero total de células (Er) e do

hematdcrito (Ht) foram calculados os indices hematimétricos absolutos:

Volume corpuscular médio: VCM = Ht x 10 =fL
Er

Hemoglobina Corpuscular Média: HCM = Hb x 10=pg
Er
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Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média: CHCM =Hb x 100 = g/dL
Ht
d) extensdes sangiiineas coradas pelo May-Griinwald-Giemsa, segundo
ROSENFELD (1947), foram utilizadas para as contagens diferencial e total dos
leucécitos e contagem total de trombdcitos, sendo as duas ultimas pelo método
indireto, segundo HRUBE & SMITH (1998).
Uma aliquota do sangue foi centrifugada para obtencao do plasma, utilizado
nas determinagdes de:

a) glicose, através do bioplus, com a utilizagdo de kits da Labtest.

b) cortisol, pelo método de imunoensaio do tipo "enzyme linked
immunosorbent assay"- ELISA (GODFREY, 1998). Os imunoensaios baseiam-se na
reacdo antigeno-anticorpo e posterior revelacio desta reacdo, de forma a quantificar e

qualificar o ensaio (KOHLER & MILSTEIN, 1975).

3.4 Analises estatisticas

Os dados obtidos nas andlises deste experimento foram submetidos ao teste
estatistico “ANOVA” e teste Tukey, comparando a diferenca entre as médias dos

tratamentos, por tempo e entre as concentragdes (ZAR, 1996).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Tempo de inducio e de recuperaciao anestésica

As tildpias, expostas ao Oleo de cravo e a benzocaina, passaram
seqiiencialmente por todos estdgios de anestesia descritos por ROUBACH & GOMES
(2001) (Quadro 1). No entanto, com ambos os anestésicos, nio foi possivel mensurar o
estdgio 1 da anestesia, uma vez que a perda de reacdo aos estimulos visuais e ao toque
ocorreu logo que os animais entravam em contato com o anestésico, em todas as

concentragdes testadas.

Na tabela 2 encontram-se as médias dos tempos de inducdo dos estdgios
anestésicos (2, 3, 4 e 5) de acordo com ROUBACH & GOMES (2001) e as médias dos

tempos de recuperagdo, de ambos anestésicos, em todas as concentragdes testadas.

Tabela 2: Tempos de indugdo e de recuperacdo dos dois anestésicos testados em O.
niloticus, nas concentracoes utilizadas

| Tempo dos estagios anestésicos (min) |

Concentragao 2 3 4 5 Recuperacao
anestésica (min)
40 3,0+1,22° 48+1,48°6,7+2,17° 8,0+0,84° 12,2+0,97°
Oleo de 60 0,8+0,27% 1,4+0,42%1,7+0,57% 2,2+0,37% 7,440,402
cravo 80 1,2+0,45% 2,1 +055%2,5+0,50% 3,8+0,20% 10,2+1,02°
(mg/L) 100 0,5+0,0021,0+0,00%1,4+0,42% 2+032% 9,040,552
120 0,8+0,27%1,4+0,42% 23+0,67% 3,2+0,58% 254 +483"
Benzocaina 50 3,2+0,45°7,2+0,84° 9,4 +0,89° 12,2 +0,66° 7,1+ 0,552
(mg/L) 100 1,2+0,45% 2,2+0,84%2,8+0,97% 36+068° 6,4+0,93°
150 0,8+0,27°1,0+061%15+0,61% 1,8+0,37%® 5,8+0,732
*p<0,01
% p < 0,001

Me¢édias com letras distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,5).
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Para a preparacdo da solucdo anestésica, substancias estressoras como
aeradores e outros peixes, foram removidos do aquério. Em relagdo a alimentacdo, os
animais que passaram pelo processo de anestesia ficaram em jejum por 24 horas antes do

procedimento, uma vez que a alimentacdo interfere na acdo do fairmaco (BROWN, 1993).
Nenhuma morte foi observada durante e depois do teste de inducdo anestésica.

Primeiramente, os animais foram submetidos ao tratamento com etanol,
com o intuito de se observar possiveis modificacdes de comportamento causado pelo
diluente. Os peixes colocados em solucdo de etanol ndo apresentaram inducdo
anestésica, ou qualquer modificagdo aparente no comportamento, corroborando os
resultados apresentados por MYLONAS et al. (2005).

As tildpias imersas nas solu¢des com benzocaina, no estigio anestésico 2,
debateram-se violentamente antes de perder o equilibrio (estdgio 3). Os animais expostos
a 50mg/L do farmaco requereram significativamente mais tempo para atingir todos os
estdgios de inducdo anestésica, comparado com os peixes tratados com as demais
concentragdes (100 e 150mg/L). Porém, ainda em relagdo ao tempo de inducdo, ndo
houve diferenga significativa entre as respostas obtidas com as solucdes de 100 e

150mg/L de benzocaina.

Em relag@o ao tempo de recuperagdo, nao houve diferenca estatistica entre
todas as respostas obtidas com as concentracdes testadas, apesar de as tildpias
anestesiadas com 50mg/L de benzocaina necessitarem de mais tempo (7,1+0,55 min)
para se recuperarem do que os animais tratados com 100 e 150mg/L (6,4 £0,93 e 5,8

+0,73 min, respectivamente) (Tabela 2).



32

De acordo com OSTRENSKY et al. (2000) e GOMES et al. (2001), o
tempo de recuperacdo do peixe € influenciado pelo tempo de exposicdo ao fairmaco e
pela temperatura. Quanto menor a exposi¢do ao anestésico e menor a temperatura da
dgua, mais rdpida é a recuperacdo. Neste experimento, como a temperatura foi a
mesma para todas as concentracdes testadas, nota-se que, com o aumento da
concentracdo anestésica, diminuiu-se o tempo de indugdo e, conseqiientemente, o

tempo de recuperagdo também foi menor em relagdo as menores concentracdes.

Assim, determinou-se que 100 — 150 mg/L como as melhores
concentracOes de benzocaina, entre as trés concentracdes testadas, para tildpia com

108,28 + 11,65g, a 23°C.

BARHAM et al. (1979), acompanhando a acdo da benzocaina para tainha,
Liza macrolepis, verificou ser este um bom anestésico, em concentra¢des variando de 25
a 100mg/L. J4, em relagdo a tildpia, Sarotherodon mossambicus, a benzocaina nao foi
efetiva, segundo o mesmo autor. Calculando o tempo de inducdo ao anestésico, os
autores notaram que, para tainha, o tempo de indu¢do diminuiu progressivamente com o

aumento de sua concentracdo. O mesmo ocorreu com as tildpias do presente ensaio.

FRANCISCHINI & CARAMASCHI (1989), testando benzocaina em
diferentes peixes de dgua doce do rio Ubatiba (Maricd — RJ), observaram que a

concentracdo que apresentou melhor resultado foi de 250 mg/L.

Segundo FACANHA & GOMES (2005), a melhor concentragdo de
benzocaina para anestesia cirurgica foi 150 mg/L, uma vez que o tempo de indugdo foi
menor, porém a recuperacdo foi significativamente mais demorada do que para as

menores concentracdes testadas. Para anestesia com finalidade de biometria, a melhor
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concentracdo foi de 100mg/L. Nesta concentragdo, o tempo de indugdo a anestesia foi
prolongado, porém o tempo de recuperagdo esta dentro da faixa considerada adequada,

para procedimentos desta natureza.

MATTSON & RIPPLE (1989), testando varios anestésicos para o bacalhau,
Gadus morhua, observaram que a concentragdo de 40mg/L de benzocaina produziu
rapida anestesia (3 min). O tempo de recuperacao foi entre 3,9 - 10,8 min.

OSTRENSKY et al. (2000) concluiram que a concentragdo Gtima para se obter

um estado completo de anestesia em tildpias O. niloticus foi de 60 mg/L de benzocaina.

GOMES et al. (2001), testando diferentes concentra¢des de benzocaina

em juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum, concluiram que a dose ideal é

de 100 — 150 mg/L.

CROUX & MONTAGNA (1998) determinaram que 100 mg/L. de
benzocaina é uma concentracdo efetiva e segura para juvenis de bagre, Pimelodus

clarias maculatus, semelhante ao resultado do presente estudo.

Para salmio do Atlantico, Salmo salar, a benzocaina foi eficaz em uma
pequena concentracdo, apenas 30 mg/L (IVERSEN et al., 2003). A concentracdo de 35
mg/L. de benzocaina foi considerada adequada para induzir o peixe (nos estagios 3 e 4)
em 3 minutos em truta arco-iris (GILDERHUS & MARKING, 1987), mas para outras
espécies, concentracdoes de 80 — 200 mg/L foram requeridas para induzir a anestesia
(DAWSON & GILDERHUS, 1979).

O eugenol (ingrediente ativo encontrado no 6leo de cravo) mostrou-se bastante

eficaz na imobilizac@o de indimeras espécies de peixes para a piscicultura e para pesquisa
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(KEENE et al., 1998; TYE & PAGE, 1998; STEHLY & GINGERICH, 1999; CHO &
HEATH, 2000).

Em relacdo aos estdgios anestésicos descritos (Tabela 2), verificou-se haver
diferenca estatistica entre os tempos de inducdo somente na menor concentragdo de
6leo de cravo testada (40 mg/L). Em relacdo ao tempo de recuperagdo, ndo houve
diferenca estatistica entre as quatro primeiras concentracdes testadas (40, 60, 80 e 100
mg/L), apesar de que o menor tempo de recuperagdo foi de 7,4 + 0,4 min, a 60 mg/L.
A diferenca mostrou-se estatisticamente significativa quando os peixes foram

anestesiados com 120 mg/L, com média do tempo de recuperagdo de 25,4 + 4,83 min.

Determinou-se que, entre 60 — 100 mg/L, encontrou-se as melhores
concentracdes de Oleo de cravo, para tildpias na faixa de peso utilizada, a 23°C,
corroborando os dados obtidos por PEAKE (1998), que recomendou dosagem similar

(60 mg/L) para nao salmonideos.

O ¢6leo de cravo é proposto por INOUE et al. (2003), como anestésico
alternativo por ser produto natural de custo acessivel e sem riscos aparentes de intoxicac@o
para os animais anestesiados. Segundo os autores, a concentracao de 40mg/L foi suficiente
para anestesiar juvenis de matrinxa, Brycon cephalus, em aproximadamente 1 min, sendo
a recuperacgdo independente da concentracdo do anestésico.

Segundo COOKE et al. (2004), concentracdes entre 5 a 9 mg/L de 6leo de
cravo, para Micropterus salmoides, mostraram-se eficazes para transporte € manipulacio
dos peixes. A sedacdo resultou em perda de reacdo e reduc@o dos batimentos cardiacos,

enquanto que o peixe mantinha o equilibrio. Peixes anestesiados com concentracdes entre
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5 mg/L a 9 mg/L apresentaram indu¢@o anestésica e recuperacdo do comportamento mais

rapida, quando comparada com as maiores concentracdes (acima de 9 mg/L).

De acordo com KEENE et al. (1998), a dose recomendada do éleo de cravo é
entre 40 a 60 mg/L para juvenis de Oncorhynchus mykiss, em exposicdes de 3 a 6
minutos. Para o transporte (de 6 a 8 horas), os autores recomendam uma dose

aproximada de 2 mg/L.

Pesquisando a eficdcia do 6leo de cravo (100% eugenol), KEENE et al.
(1998) e SLADKY et al. (2001) determinaram que o tempo de inducdo foi mais rdpido
e a recuperacdo mais prolongada em peixes expostos ao eugenol, comparado com

aqueles expostos ao MS-222.

Juvenis de chinook salmao, Oncorhynchus thsawytscha (7,0°C, peso 40,0g),
atingiram o 5° estdgio anestésico apds 2 minutos, a 20mg/L de dleo de cravo (CHO &
HEATH, 2000). Resultados similares obtidos por ENDO et al. (1972) mostraram que
25mg/L de 6leo de cravo foi eficaz para anestesiar truta arco-iris (14,0°C, peso 12,0g) em
2,5 minutos, enquanto KEENE er al. (1998) mostraram que peixes da mesma espécie
(9,1°C, peso 20,5g) perde o equilibrio (3° estdgio) em 1,8 — 0,6 min, para dosagens de 20
— 100 mg/L. Entretanto, no presente experimento ndo foram observadas rapidas indugdes

anestésicas com baixas concentragdes anestésicas.

Analisando o comportamento das tildpias submetidas a anestesia com 6leo de
cravo, notou-se que os animais ndo se debateram durante o processo de indugdo e de
recuperacdo. PEAKE (1998), anestesiando ndo salmonideos, também observou o

comportamento com 0s animais expostos as diversas concentracdes de 6leo de cravo.
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Os dados do presente trabalho corroboram os resultados de KEENE et al.
(1998), que mostraram que truta arco-iris, O. mykiss, precisa de aproximadamente 5,8 —
2,2 min para atingir o 5° estdgio anestésico em concentracdes de 30 a 100 mg/L de
eugenol, e também os resultados de WATERSTRAT (1999), que recomendou 100 mg/L

de 6leo de cravo para bagre de canal, Ictalurus punctatus.

As diferencas entre as concentracdes anestésicas observadas neste estudo, em
relacdo aos dados de outros pesquisadores, podem ser explicadas devido as diferencas
de temperatura, espécie e tamanho do organismo-teste (OLSEN et al., 1995; STEHLY

& GINGERICH, 1999).

Assim, a eficidcia do anestésico é dependente de intimeros fatores. Por
exemplo, o aumento de temperatura potencializa a acdo de varios anestésicos (OLSEN
et al., 1995; STEHLY & GINGERICH, 1999). O peso também parece ser
positivamente relacionado com a eficicia do farmaco (OLSEN et al., 1995).
Diferencas da acdo do anestésico entre espécies estdo claramente ilustradas no estudo
de STEHLY & GINGERICH (1999), onde uma dosagem de 10,8 mg/L de iso-eugenol
(20mg/L Aqui-S™) apresentou tempo de inducdo de 5,3 minutos para Ictalurus

punctatus e 1,2 min para Lepomis macrochirus.

Na figuras 3 e 4 encontram-se as médias dos tempos de inducdo e de

recuperagdo, de ambas os anestésicos, em todas as concentragdes.
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Figura 3: Tempos de induc¢@o e de recuperagcdo, em minutos, de 6leo de

cravo, nas concentracdes testadas em O. niloticus
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Figura 4: Tempos de indugdo e de recuperagdo, em minutos, de
benzocaina, nas concentragdes testadas em O. niloticus

2

E possivel visualizar nas figuras 3 e 4 que, nas concentracdes similares dos
farmacos, com o 6leo de cravo, obtém-se tempos de indugdo anestésica menores. Por
exemplo, a 40 ou 60 mg/L do anestésico natural o tempo de inducdo foi 8,0 £ 0,84 e
2,2 + 0,37 min, respectivamente; na concentracdo de 50 mg/LL do anestésico sintético,

o tempo foi de 12,2 £ 0,66 min. J4, em relacdo ao tempo de recuperacdo, o perfil
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apresentou-se contrario a indug¢do, ou seja, a 40 ou 60 mg/L de d6leo de cravo, o tempo
de recuperacdo foi 12,2 =+ 0,97 e 7,4 £ 0,40 min, respectivamente; e a 50 mg/L. de
benzocaina, o tempo foi de 7,0 = 1,55. Ou seja, comparando-se concentracoes
similares dos anestésicos testados, nota-se que o Oleo de cravo, em relacdio a
benzocaina, apresenta menor tempo de indug@o e maior tempo de recuperacgao.

Esses resultados corroboram os dados obtidos por SLADKY et al. (2001),
que compararam os tempos de inducdo e de recuperagcdo do 6leo de cravo e do MS-
222. J4 ANDERSON et al. (1997) observaram que o tempo de indugdo do dleo de
cravo foi mais rdpido comparado com o MS-222, entretanto o tempo de recuperacao
foi similar em ambos anestésicos testados.

O menor tempo de recuperacdo observado com a benzocaina pode ser
devido a rédpida eliminagdo deste anestésico durante a recuperagdo, reativando os
centros respiratdrios antes que a deplec@o de oxigénio se torne critica (MATTSON &
RIPPLE, 1989).

Assim como o MS-222 (tricaina metanosulfato), o eugenol é um anestésico
eficaz. No entanto, o eugenol € caracterizado por apresentar induc¢do anestésica mais
rapida, recuperagdo prolongada e margem de seguranca limitada. O alto tempo de
recuperacdo apresentado por peixes anestesiados com eugenol pode ser ideal para ser
usado em biometrias, cirurgias ou manejo de desova, visto que nestas manipulagdes, é
necessario que o peixe permaneca anestesiado por um longo periodo de tempo depois

de ser removido da solugdo anestésica (PRINCE & POWELL, 2000).
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Além disso, de acordo com SLADKY et al. (2001), é necessario se ter
cuidado quando sdo aplicadas concentragdes de eugenol acima de 100 mg/L para

induc¢do, porque pode ocorrer rapidamente queda ventilatdria.

4. 2 Monitoramento cardiaco

Para o teste de freqiiéncia cardiaca escolheu-se as concentracdes que
apresentaram os menores tempos de inducao e de recuperacdo. Portanto, para o 6leo de
cravo, escolheu-se 60 e 80 mg/L, uma vez que as concentragdes de 60 a 100 mg/L
apresentaram perfis similares em relacdo aos tempos anestésicos. Assim, deu-se
preferéncia as menores concentragoes.

Para a benzocaina, foram utlizadas as concentracdes de 100 e 150 mg/L, visto
que, a 50 mg/L, o tempo de indugdo anestésica foi muito alto.

Segundo COVINO (1987), ap6s a absorc¢do sist€émica, o anestésico local age
no sistema cardiovascular.

No presente experimento, foram avaliadas freqii€éncia cardiaca, movimentos

operculares, equilibrio e resposta a estimulos dos peixes submetidos aos anestésicos.

4.2.1 Freqiiéncia cardiaca dos peixes anestesiados com 6leo de cravo
Os dados da freqiiéncia cardiaca e do nimero de movimentos
operculares/ minuto das tildpias anestesiadas com 6leo de cravo a 60 e 80mg/L

encontram-se na tabela 3.



40

Tabela 3: Freqiiéncia cardiaca e nimero de movimentos operculares/minuto de tilapia,
O. niloticus anestesiada com 6leo de cravo (n = 5 peixes por concentragao)

Oleo de cravo Freqliéncia cardiaca
(mg/L) basal estagio 5 estagio 5 (com agulha)  Recuperagéo
60 120bat/min 80bat/min 100bat/min 120bat/min
80 120bat/min 80bat/min 80bat/min 120bat/min
Movimentos operculares
60 80/min 36/min 40/min 40/min
80 80/min  sem mov. oper. Sem mov. oper. 48/min

Nos grupos de peixes anestesiados com 60 e 80 mg/L de dleo de cravo, a
freqiiéncia cardiaca basal de todos os animais testados foi de 120 batimentos/min e de 80
movimentos operculares/min. Com 60 mg/L, no ultimo estdgio anestésico, houve
diminui¢do de 55% dos movimentos operculares e de 33% da freqii€ncia cardiaca. Neste
momento, aplicou-se uma agulha esperando que sua freqii€ncia cardiaca ndo se alterasse,
pois assim se confirmaria o estdgio anestésico profundo do peixe. No entanto, isso ndo
aconteceu, visto que os batimentos do coragdo aumentaram de 80/min (antes da agulha)
para 100/min (apds a agulha). J4 com 80 mg/L, no 5° estdgio anestésico, os batimentos
cardiacos também diminuiram 33% e os movimentos operculares cessaram. Além disso,
nao houve alteracdo da freqiiéncia cardiaca com a aplicagdo da agulha, comprovando a
anestesia profunda do animal. E interessante notar que a anestesia profunda a 80 mg/L
foi acompanhado por parada dos movimentos operculares, o que ndo ocorreu na
concentracdo inferior e, somente neste estagio, ocorreu auséncia de estimulos.

A recuperagdo anestésica teve inicio apds 10,4 + 0,98 min da auséncia de
resposta a sensibilidade, através da imersdo do peixe em aqudrio sem anestésico,
sendo comprovada com o retorno da freqiiéncia cardiaca a nivel basal (120
batimentos/min). Entretanto, os movimentos operculares apresentaram-se inferiores

em relagdo ao valor inicial.
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Frente a estes resultados pode-se concluir que a dose de 80 mg/L, apesar do

cessamento dos movimentos operculares, ndao promove colapso medular e sim

anestesia cirdrgica. Ja a dose de 60 mg/L. promove sedacdo profunda com perda total

do equilibrio.

Nas figuras 5 e 6 encontram-se os perfis do monitoramento cardiaco e dos

movimentos operculares durante todo o experimento, nas duas concentragdes aplicadas.
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Figura 5: Perfil dos movimentos operculares nas duas concentragdes de 6leo de cravo
em tildpia, O. niloticus
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Figura 6: Perfil da freqiiéncia cardiaca nas duas concentragdes de 6leo de cravo em
tilapia, O. niloticus
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ROTHWELL et al. (2005), analisando alteracdes cardiovasculares em
Oncorhynchus tshawytscha anestesiados com 60 mg/L. de AQUI-S (derivado do dleo
de cravo), observaram que a freqiiéncia cardiaca destes animais antes da indugdo
anestésica era de 43,7 + 3,3 batimentos/min e, durante a indugdo, houve aumento
constante desta freqiiéncia, tornando-se diferente significativamente dos valores basais
ap6s 3 minutos de anestesia. Segundo os mesmos autores, houve queda gradativa dos
batimentos do coracdo durante a recuperacdo. J4, HILL et al. (2004), utilizando
também 60 mg/L de AQUI-S, notaram queda da freqiiéncia cardiaca dos peixes nos
primeiros 2 minutos de exposi¢do ao farmaco.

De acordo com HILL et al. (2004), como a anestesia € precedida de contato
fisico, esta manipulacdo causa significante aumento das varidveis cardiovasculares,
mascarando assim qualquer efeito dependente da anestesia. Portanto, estes dados
sugerem que a limitacdo da manipulacdo € mais importante para minimizar os

distirbios cardiovasculares que a escolha dos anestésicos.

4.1.2 Freqiiéncia cardiaca dos peixes anestesiados com benzocaina

Nos grupos de peixes anestesiados com 100 e a 150 mg/L. de benzocaina,
observou-se que a freqiiéncia basal de todas as tildpias testadas foi de 120
batimentos/min e de 80 movimentos operculares/min. No entanto, ndo foi possivel
mensurar a freqiiéncia cardiaca dos animais anestesiados, por isso, ndo foi possivel
aplicar o teste com a agulha. Com a recuperacio, os batimentos cardiacos foram de
100 batimentos/min, e com 48 e 20 movimentos operculares/min, a 100 e 150 mg/L,
respectivamente. J4, com os peixes totalmente recuperados, a freqiiéncia cardiaca foi

de 120 batimentos/min e 48 movimentos operculares/min, em ambas as concentragdes.
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E importante salientar que, apesar de ndo se conseguir mensurar a freqiiéncia cardiaca,
notou-se que, tanto em 100 como em 150 mg/L, quando os organismos-teste
encontravam-se no ultimo estdgio anestésico, 0s movimentos operculares pararam.

A ndo mensuragd@o dos batimentos cardiacos dos peixes pela cardioscopia pode
ser porque estes apresentaram altas taxas de freqii€ncia cardiaca, que o proprio aparelho
ndo conseguiu mensurar. Estas altas taxas da freqiiéncia cardiaca podem ser explicadas
pela hidrofobicidade deste farmaco, jd que a benzocaina € um anestésico que contém
metades hidrofilica e hidrofébica separadas por um éster intermedidrio. O grupo
hidrofilico € uma amina, a metade hidrofébica € aromatica e a ligacdo do grupo éster é
hidrolisada rapidamente pelas esterases plasmdticas (CATTERALL & MACKIE, 1996).

De acordo com CATTERALL & MACKIE (1996), a hidrofobicidade aumenta
a poténcia e a duragdo da acdo do anestésico. Isso ocorre pois a associagdo do farmaco
nos locais hidrofébicos intensifica sua distribui¢do para os locais de acdo e reduz a taxa
de metabolismo pelas esterases plasmaticas e enzimas hepdticas. Além disso, acredita-se
que o local do receptor para esses formacos nos canais de Na" seja hidrofébico, de modo
que a afinidade do receptor pelos anestésicos seja maior para farmacos mais
hidrofébicos. A hidrofobicidade também aumenta a toxicidade, de forma que o indice
terapéutico, na verdade, seja menor para farmacos mais hidrofébicos.

RANDALL (1962), analisando os efeitos de MS-222 no coragdo e na
respiracao de peixes teledsteos, observou que com este anestésico houve aumento da
freqiiéncia cardiaca, sendo diretamente proporcional a concentragdo do anestésico.
HILL et al. (2004), anestesiando trutas arco-iris, O. mykiss, com o minimo distdrbio,

observaram que ndo houve alteracdo significativa na freqii€éncia cardiaca. No referido
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experimento, com a utilizacdo da benzocaina, observou-se reducdo da freqiiéncia

cardiaca, sendo esta independente da concentracao anestésica.

SANDBLOM & AXELSSON (2005), obtiveram freqiiéncia cardiaca para
truta arco-iris de 66,2 *+ 5,5 batimentos/minuto, corroborando os resultados de
CONKLIN et al. (1997), que estudando a freqiiéncia cardiaca de truta arco-iris, O.
mykiss, reportou valores de 68,7 + 1,8 batimentos/minuto durante condi¢Oes de
norméxia a 12°C. No experimento do presente trabalho, registrou-se freqiiéncia
cardiaca de tildpias, a 23°C, mais alta que em relacdo as obtidas pelos autores citados
anteriormente. Essa diferenca de valores pode ser explicada pela alteracdo de
metodologia, uma vez que no presente trabalho a freqii€éncia cardiaca foi obtida a partir
da cardioscopia e os pesquisadores citados puncionaram o pericirdio através de

intervencao cirurgica.

Assim, como os resultados do teste preliminar e o de monitoramento cardiaco
apresentaram dados semelhantes, definiu-se como concentracdo ideal para

procedimentos invasivos como cirurgias, para tildpia, a 23°C, 100 mg/L de benzocaina.

4.2 Analises fisiolégicas e tempo de retorno a alimentacao

Na 4gua utilizada no transporte (da piscicultura comercial para o tanque de
aclimatacdo do Instituto de Pesca) dos peixes para o experimento, foram dissolvidos 3%
de NaCl (sal de cozinha), em 300 L de dgua. O uso do sal de cozinha como redutor de
estresse € amplamente difundido na aqiiicultura para igualar o gradiente osmético entre a
dgua e o plasma do peixe, fazendo com que haja uma reducdo na difusdo de fons para a
dgua. O sal também estimula a secrecao de muco sobre o epitélio branquial, dificultando a

passagem de fons através das membranas celulares (WURTS, 1995). Além de reduzir o
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estresse, o sal também tem efeito profilatico, € de facil obtencdo e baixo custo, com eficicia
comprovada em vadrias espécies (BARTON & ZITZOW, 1995; ALLYN et al., 2001).
Analisando o peso e o comprimento total dos peixes utilizados no experimento,

nota-se que nao houve diferenga significativa, em todos os tratamentos.

4.2.1 Caracteristicas da agua
Durante o periodo de aclimatacdo, a temperatura da dgua do tanque variou

entre 23,9 a 27,6 °C, o pH entre 5,8 a 6,88 e 0 oxigénio dissolvido entre 3,17 a 4,7 mg/L.
Mediu-se também, apds a transferéncia dos animais para os aqudrios de
experimentacdo, a temperatura, o pH e o oxigénio dissolvido dos dois aqudrios. A
variacdo do primeiro foi 28 a 28,6 °C, 7,45 a 7,58 e 2,95 a 3,52 mg/L; o segundo variou
de 23 a23,2°C, 7,34 a7,57 e 3,93 a 4,26 mg/L. As varidveis fisicas (pH e temperatura)
e quimicas (oxigénio dissolvido) utilizadas no trabalho, ndo apresentaram alteracdes que

pudessem interferir nos resultados obtidos durante o periodo de experimentacao.

4.2.2 Acao dos anestésicos
Os peixes imersos nas solu¢des com anestésicos (80mg/L de d6leo de cravo e
100mg/L de benzocaina) passaram por todos os estidgios anestésicos descritos na tabela 2.
Na tabela 4 encontram-se as médias dos tempos de inducdo e de
recuperacdo de peixes anestesiados em ambas as concentragdes, nas duas temperaturas

testadas, ou seja, a 23°C e a 28°C.
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Tabela 4: Médias dos tempos de indugd@o e de recuperagdo de O. niloticus anestesiada
com Oleo de cravo e benzocaina, em duas temperaturas

Anestésico Temperatura Tempo de inducéo Tempo de recuperacao
(min) (min)
Oleo de cravo 23°C 3,37 £0,33" 7,75 + 0,99
(80mg/L) 28°C 3,00 £0,73" 6,87 +1,29"¢
Benzocaina 23°C 5,12+0,72" 7,62 +0,68"
(100mg/L) 28°C 5,00 £1,27" 6,50 + 1,07"°

NS: nio significativo

A temperatura influencia a atividade do peixe, seu consumo de oxigénio e a
capacidade de carreamento de oxigénio da dgua. Com a diminuicdo da temperatura, o
peixe ird se tranqiiilizar e até ocorrer sua imobilizacdo (ROSS & ROSS, 1999).
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre os tempos de indugdo, entre os
anestésicos testados, em ambas as temperaturas. CROUX & MONTAGNA (1998)
testaram a concentracdo de 100mg/L de benzocaina, em bagre, Pimelodus clarias
maculatus, em duas temperaturas (20°C e 25°C), e obtiveram os mesmos tempos de
inducdo ao anestésico, ou seja, este ndo foi influenciado pela temperatura, assim como
observado neste trabalho.

KILDEA et al. (2004) observaram que peixes submetidos a 50 mg/L de 6leo
de cravo atingiram os mesmo estdgios anestésicos, independentes da temperatura da
dgua, visto que nesta concentragdo os animais perderam o equilibrio e a agilidade de
natacdo. Segundo os pesquisadores, a ndo influéncia da temperatura na acao de 6leo de
cravo na concentra¢do de 50 mg/L, pode ter sido mascarada pela alta dose do farmaco.

Assim, provavelmente isso ocorreu também neste experimento.

De acordo com HOSKONEN & PIRHONEN (2004), houve interacdo
significativa entre a temperatura X concentracdo nos tempos de inducdo, em todas as

espécies por eles testadas, e entre os tempos de recuperacdo apenas em uma espécie.
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Ainda, segundo estes autores, em temperaturas mais baixas, o tempo de indugdo anestésica
¢ maior, comparado com maiores temperaturas. MYLONAS et al. (2005) constataram que
nas temperaturas mais baixas, os tempos de indu¢do e de recuperacdo sdo
significativamente maiores.

A recuperagdo de peixes submetidos a anestesia € mais rdpida em
temperaturas mais altas, ja& que as altas taxas metabdlicas estdo associadas as altas
temperaturas (HIKASA et al., 1986). Entretanto, segundo CROUX & MONTAGNA
(1998), os peixes recuperaram-se mais rapidamente na temperatura mais baixa (20°C).

Porém, neste trabalho, ndo houve diferenca significativa entre os tempos de

recuperarao nas temperaturas testadas.

Provavelmente, esta diferenca entre os tempos de indugdo e de recuperacio
anestésica, nas duas temperaturas testadas, ndo foi observada porque a variagdo de

temperatura estudada foi pequena.

Comparando estes dados com os valores do teste preliminar (Tabela 3), pode-
se notar que, neste experimento, tanto os tempos de inducdo quanto os tempos de
recuperagdo do anestésico 6leo de cravo apresentaram-se menores em relacdo aos
dados anteriores. J4 os resultados da benzocaina apresentaram-se maiores em relacio
ao teste preliminar. No entanto, os anestésicos apresentaram perfis similares, ou seja,
com o 6leo de cravo obteve-se menor tempo de indu¢@o e maior tempo de recuperacao
em relacdo a benzocaina, nas duas temperaturas testadas, assim como ocorreu no teste
anterior. Além disso, ndo houve diferenca estatistica entre os tempos de indugdo e de
recuperacao dos peixes submetidos em ambos anestésicos, corroborando os resultados

do teste preliminar. Os pesquisadores HIKASA et al. (1986); MUNDAY & WILSON
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(1997); KEENE et al. (1998); SLADKY et al. (2001); PIRHONEN & SCHRECK
(2002); WAGNER et al. (2002) e WAGNER et al. (2003) observaram este mesmo

comportamento utilizando 6leo de cravo, comparado com peixes expostos ao MS-222.

4.2.3 Analises fisiologicas

Os indicadores mais utilizados para avaliacdo do estresse sdo o cortisol e a
glicose. O cortisol caracteriza a resposta primdria e a glicose, a resposta secunddria do
estresse (ROBERTSON et al., 1987; BARTON, 2000).

Na tabela 5 encontram-se as médias dos valores de cortisol e glicose dos
peixes do grupo controle e tratados com o6leo de cravo e benzocaina, em duas
temperaturas, a 23°C e a 28°C.

Tabela 5: Média dos valores de cortisol e glicose dos peixes do grupo controle e
daqueles tratados com 6leo de cravo e benzocaina, a 23°C e a 28°C

Oleo de cravo Oleo de cravo Benzocaina Benzocaina Controle Controle
Animal 28°C 232C 28°C 23°C 28°C 23°C
Cortisol
(ng/dL) 6,63+0,84° 13,26+3,20° 12,17+1,39* 14,89+4,12° 28,42+3,58° 14,04+2,10°
Glicose
(mg/dL) 22,57+3,19M° 24,00+2,65"° 23,28+1,96"°  27,00+1,59M° 24,6243 41N 21624121

NS: nao significativo

O cortisol é um hormo6nio liberado através de eventos neuro-enddcrinos
ligados ao sistema hipotdlamo-hip6fise-interrrenal, que, por sua vez, é ativado por
vérios tipos de estimulos adversos (DONALDSON, 1981). No processo de estresse, as
catecolaminas sdo liberadas rapidamente frente ao estressor e, juntamente com o
cortisol, a insulina, o glucagon e o hormonio tireoidiano, sdo considerados
glicoregulatdrias em peixes (FABRI ef al., 1998).

Em relagdo aos resultados do cortisol, os peixes que apresentaram o menor

valor deste hormdnio foram aqueles submetidos ao 6leo de cravo e a benzocaina, na
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maior temperatura (6,63 + 0,84 pg/dL e 12,17 + 1,39 pg/dL, respectivamente).
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os resultados obtidos por
estes anestésicos também na menor temperatura (13,26 + 3,20 pg/dL e
14,89 + 4,12 pg/dL, respectivamente), assim como nos peixes do grupo controle, na
menor temperatura (14,04 £ 2,10 ug/dL). Porém, houve diferenca significativa (p<0,05) no
tratamento controle, a 28°C, cuja média do resultado deste hormonio foi de
2842 + 3,58 pg/dL. Ou seja, os anestésicos reduziram o cortisol em ambas as
temperaturas deste experimento.

Assim, os dados fisioldgicos do cortisol aqui reportados corroboram os
resultados de diferentes pesquisadores. WAGNER et al. (2003), analisaram os efeitos
fisiol6gicos de anestésicos em peixes, verificando que tanto o 6leo de cravo quanto o
MS-222 reduziram os niveis de cortisol 10 minutos apds a pun¢do caudal, em relacdo
aos peixes ndo anestesiados. Resultados semelhantes também foram apresentados por
STRANGE & SCHRECK (1978).

PIRHONEN & SCHRECK (2002) analisaram os niveis de cortisol e o impacto
que o anestésico dleo de cravo tem sobre o peixe. Esses autores notaram que o 6leo de
cravo ndo se mostrou um anestésico estressante para Oncorhynchus mykiss. Ainda,
SMALL (2003), estudando Ictalurus punctatus, concluiu que os niveis de cortisol ndo se
alteraram significativamente durante 30 minutos de anestesia com 6leo de cravo.

CHO & HEATH (2000) reportaram valores de cortisol ao redor de 200
ng/mL em Oncorhynchus tshawyscha, 6 horas apds anestesia com MS-222 e 6leo de
cravo; o nivel de cortisol pré-anestésico foi aproximadamente 30 ng/mL. KING et al.
(2005), aplicando diferentes anestésicos em Centropristis striata, entre eles o 6leo de

cravo e 0 MS-222, notaram que os peixes de todos os tratamentos apresentaram
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significante aumento dos niveis de cortisol plasmatico, 10 minutos apds exposi¢ao as
drogas, comparado com os valores basais. Possivelmente, isto ocorreu em resposta a
captura e manipulagdo dos exemplares antes do procedimento anestésico.

A glicemia, uma das respostas fisioldgicas secundarias mais utilizadas como
indicador de estresse em peixes, aumenta na presenca de algum fator estressante, para
suprir a maior demanda energética, caracteristica de situacdes desfavordveis
(MORGAN & IWANA, 1997).

Os valores de glicemia ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os
tratamentos. Provavelmente, ndo se observou diferenca pois, segundo LAIDLEY &
LEATHERLAND (1988), uma significante hiperglicemia pode ser evidente com 16-

32 minutos apds o estresse.

Entretanto, o maior valor deste pardmetro ocorreu em peixes anestesiados
com benzocaina a 23°C. Esperava-se que este aumento numérico ocorresse nos peixes
que apresentaram maiores resultados de cortisol, ou seja, nos peixes do grupo controle
a 28°C. Isto porque, o aumento do cortisol € geralmente acompanhado de
hiperglicemia, primariamente pelo resultado do aumento da gliconeogénese hepatica
mantida por protedlise periférica (MOMMSEN et al., 1999). O aumento significante
de glicose sangiiinea dos peixes expostos a benzocaina pode ser devido a liberacdo das
catecolaminas (WAGNER et al., 2003).

As médias dos valores de glicose variaram entre 21,62 + 1,21 mg/L (controle a
23°C) a 27,00 £ 1,59 mg/L (benzocaina a 23°C), sendo estes resultados inferiores ao

apresentado por TAVARES-DIAS (2003), para a mesma espécie, que foi

42,00 = 17,20 mg/dL.
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CARNEIRO et al. (2001), observaram que o uso da benzocaina contribuiu
para a elevacdo da glicemia e dos niveis plasmédticos do cortisol de peixes apds o
transporte, sendo registrados efeitos negativos das duas concentragdes mais altas (10 e
20mg/L) em vdrios parametros hematoldgicos e no nimero do parasito Piscinoodinium
sp aderidos as branquias. Estes autores concluiram, portanto, que o uso da benzocaina
ndo reduziu o estresse causado pelo transporte em matrinxds, Brycon cephalus,
atuando inclusive como agente estressor adicional.

Exposi¢oes prolongadas (15-30 minutos) a baixas concentragdes de MS-222
(50 mg/L) elevaram os valores de glicose e sédio a niveis extremamente altos
(ISHIOKA, 1984).

GOMES et al. (2001), testando diferentes concentracdes de benzocaina em
juvenis de tambaqui, Colossoma macropomum, concluiram que em peixes expostos a
altas doses (200 — 350 mg/L) houve aumento significativo do nivel de glicose
comparado aos expostos a doses baixas. Isso indica que altas concentracdes de

benzocaina sdo estressantes para juvenis de tambaqui.

CHO & HEATH (2000), comparando as alteragdes fisiolégicas de peixes
anestesiados com MS-222 e com 6leo de cravo, ndo observaram hiperglicemia nos
animais tratados. De acordo com estes autores, € interessante notar que, apesar do
cortisol atingir niveis significativamente altos, nenhum tratamento promoveu aumento
da glicemia, visto que este € associada a elevacdo dos niveis de cortisol.

SLADKY et al. (2001) observaram aumento das concentragdes de glicose
quando Piaractus brachypomus foi anestesiado com MS-222 e 6leo de cravo. Contudo,

estes pesquisadores ndo relataram diferengas nos niveis de glicose entre os anestésicos.



52

4.2.3.1 Analises hematologicas

Os estudos hematoldgicos das espécies de peixes s@o de interesse ecoldgico,
fisiologico e patologico. Essas andlises auxiliam na compreensio da relacdo entre as
caracteristicas sanguineas e a adaptabilidade dos peixes ao ambiente (LARSON et al.,
1976; RAMBHASKAR & SRINIVASA-RAO, 1987).

Quando os peixes s@o submetidos ao estresse, diversas alteragdes sdo
observadas nos parametros hematolégicos (CARNEIRO ez al., 2001). Os valores
médios dos pardmetros hematolégicos — hematdcrito (Ht), hemoglobina (Hb), nlimero
de eritrécitos (Er), VCM, HCM e CHCM - estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6: Valores médios e erro padrdo dos parametros do eritrograma de O. niloticus
anestesiada com 6leo de cravo, benzocaina e ndo anestesiada (controle), a

23°Ce a28°C
Animal Oleo de cravo Oleo de cravo Benzocaina Benzocaina Controle Controle
28°C 232C 28°C 23°C 28°C 23°C
Ht(%) 27,750,64%° 27,75+0,64*°  27,75+0,64* 28,00+0,80° 27,25+1,25% 24,25+0,7%
Hb (g/dL) 6,93+0,59"° 6,97+0,46 ° 7,03+0,49 NS 7,73+0,56"° 7,14+0,45"° 7,20+0,16"°

Er
(10%uL)  163,44+11,27™ 172,69+15,62"° 173,81+15,31" 177,12+17,57"° 176,56+13,40"° 151,25+6,20"°

VCM (fL) 1,6620,12"° 1,65+0,13"° 1,7120,12"° 1,67+0,16"° 1,610,15"° 1,61+0,09"°
HCM (ppg)  0,43+0,02"° 0,42+0,05™ 0,42+0,03"° 0,42+0,03"° 0,42+0,04"° 0,47+0,03"
CHCM(g/dL) 26,51+236"°  2559+143" 24 59+116"  2758+259"  26.92+4127"  30,01+1,35"°

NS: nao significativo
Meédias com letras distintas na mesma linha indicam diferenga estatisticamente significativa (p < 0,5).

Segundo TAVARES-DIAS & FAUSTINO (1998), o hematdcrito € indice do
eritrograma que apresenta o menor coeficiente de variacdo em peixes, sugerindo ser um
bom indicador dos efeitos dos diversos fatores ambientais a que os peixes estao sujeitos. No
presente trabalho, houve diferenca significativa (p<0,05) apenas para o hematdcrito entre os

peixes submetidos a benzocaina (28,00 + 0,80 %) e os do controle (24,25 + 0,74 %), ambos
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a 23°C. Ou seja, os animais ndo anestesiados apresentaram o menor valor deste parametro,
provavelmente ocasionado pela contragio das células vermelhas. Entretanto, FERREIRA et
al. (1981), ndo relataram diferencas entre os valores de hematdcrito em Cyprinus carpio
anestesiados com 100 mg/L de benzocaina.

De acordo com McDONALD & MILLIGAN (1997), o estresse provoca
hemoconcentracdo em muitos peixes de dgua doce, o que pode ser observado através da
elevacdo do hematdcrito. J4, PETERSON (1990) diz que o aumento do hematdcrito é
geralmente observado como resultado do inchaco do eritrécito, diminui¢do do volume
plasmdtico, aumento do nimero de células vermelhas ou uma combinagdo destes fatores.

Em relacdo aos peixes submetidos ao Oleo de cravo, ndo se verificou
diferenca estatistica neste parametro, corroborando os resultados de WAGNER et al.
(2003), que nao verificaram alteragdes nos niveis de hematdcrito de peixes
anestesiados com Oleo de cravo e MS-222. Ja, SLADKY et al. (2001) relataram
aumento dos niveis de hematdcrito e da taxa de hemoglobina quando Piaractus
brachypomus foi anestesiado com 50 e 100 mg/L de eugenol.

Analisando os valores do hematdcrito deste experimento e comparando-os com
dos outros pesquisadores, com a mesma espécie de peixe, O. niloticus, nota-se que estes
resultados corroboram os dados descritos por UEDA et al. (1997), TAVARES-DIAS et
al. (2000, 2002), HISANO et al. (2003) e TAVARES-DIAS (2003). E estes valores
apresentam-se menores comparados aos dados reportados por ALKAHEM (1994), SUN
et al. (1994) e RODRIGUES et al. (2002).

A hemoglobina € uma proteina conjugada composta por quatro grupamentos
protéicos, a globina, e por um grupamento heme, cujo principal composto quimico € o

ferro (GARCIA-NAVARRO & PACHALY, 1994). O grupamento heme € idéntico em
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todas as espécies estudadas, mas a proteina globina difere de espécie para espécie
(VAL & ALMEIDA-VAL, 1995).

Os peixes tratados com benzocaina a 23°C e os do grupo controle, a 28°C e a
23°C, apresentaram os maiores valores da taxa de hemoglobina (7,73 + 0,56 g/dL;
7,14 £ 0,45 g/dL e 7,20 £ 0,16 g/dL, respectivamente); ja os animais anestesiados com
6leo de cravo, a 23°C e a 28°C, apresentaram os menores valores (6,97 + 0,46 g/dL e
6,93 + 0,59 g/dL, respectivamente). A maior taxa de hemoglobina foi observada nos
animais do grupo controle e dos tratados com benzocaina, sugerindo que ocorreu
aumento da capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue, para suprir a demanda
energética em funcdo do estresse presente (NIKINMAA et al., 1983). No entanto, ndo

houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

A variagdo da concentracdo de hemoglobina foi similar aos valores reportados,
para a mesma espécie, por DABROWSKA et al. (1989), ALKAHEM (1994), UEDA et
al. (1997), TAVARES-DIAS & FAUSTINO (1998) e TAVARES-DIAS et al. (2000) e

menores comparados aos resultados de SUN ez al. (1994) e RODRIGUES et al. (2002).

Segundo VAL et al. (1990), peixes submetidos a baixos niveis de oxigénio
exibem elevados valores de hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e numero de
eritrcitos, provavelmente para carrear mais eficientemente o pouco gés disponivel.

Os eritrocitos sdo células elipticas com o niucleo central geralmente no
formato da célula, t€ém cromatina compactada e citoplasma acidé6filo ocupando a maior
parte da célula (UEDA et al., 2001; RANZANI-PAIVA et al., 2003). A fun¢do dessas
células consiste no transporte do oxigénio e do gés carbdnico, desempenhado pelo seu

componente principal, a hemoglobina (WELLS et al., 1980).
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A contagem de eritrdcitos variou entre 151,25 + 6,20 x 104/pL (controle a
23°C) e 177,12 £ 17,57 x 104/pL (benzocaina a 23°C), ou seja, seus maiores valores
foram observados nos peixes tratados com benzocaina. Este aumento do nimero de
eritrécitos pode ser explicado pela reducdo dos niveis de oxigénio, causado pela
reducdo da irrigacdo branquial (LOWE-JINDE & NIIMI, 1983). Além disso, este
aumento do ndmero de eritrécitos também € marcado pela diminuicio do volume
celular (VCM). No entanto, estes valores ndo apresentaram diferencas significativas
entre as temperaturas e entre os anestésicos.

Os resultados apresentados neste trabalho concordam com os resultados obtidos,
para a mesma espécie estudada, por TAVARES-DIAS & FAUSTINO (1998),
ADEPARUSI & AJAYI (2000), RODRIGUES et al. (2002) e HISANO et al. (2003).

O Volume Corpuscular Médio (VCM), expressa o volume médio dos
eritrocitos. Nos grupos controle, o valor médio do VCM apresentou-se
numericamente menor comparado aos demais grupos. Isso pode ser explicado pelo
fato de estar ocorrendo uma liberagdo de eritrécitos na corrente sangiiinea pelo
estimulo estressor (McDONALD & MILLIGAN, 1997), visto que nestes grupos os
animais foram submetidos a coleta de sangue sem anestésico. Entretanto, esta
diferenca ndo foi evidenciada no teste estatistico aplicado. A variagdo do VCM
mostrou-se entre 1,61 + 0,09 fLL (controle a 23°C) e 1,71 £ 0,12 fL (benzocaina a 28°C).
Esses resultados foram semelhantes aos apresentados por peixes da mesma espécie, por
RODRIGUES et al. (2002), BITTENCOURT et al. (2003) e HISANO et al. (2003). Ja,
os valores obtidos neste trabalho apresentaram-se menores quando comparados com 0s
resultados de UEDA ef al. (1997) e maiores em relagdo aos dados de ALKAHEM

(1994), ambos para a mesma espécie.
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A Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) dd uma nogdo sobre o peso
médio da hemoglobina dentro dos eritrécitos. Neste trabalho, a variagdo de HCM néo
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. Entretanto, o maior valor
observado neste indice foi em peixes do grupo controle, a 23°C, cujo valor foi
0,47 + 0,03 ppg, uma vez que os peixes deste tratamento apresentaram o menor valor
de hematdcrito do experimento. As médias dos dados obtidos neste parametro
hematolégico corroboram os resultados de ALKAHEM (1994) e TAVARES-DIAS &
FAUSTINO (1998). E foram maiores comparados com UEDA et al. (1997).

A Concentragdo Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), determina o
peso da hemoglobina em 100 mL de sangue (RANZANI-PAIVA & SOUZA-SILVA,
2004). A variagdo de CHCM foi de 24,59 + 1,16 g/dL. (benzocaina a 28°C) e
30,01 + 1,35 g/dL (controle a 23°C), sendo os maiores resultados obtidos em peixes
anestesiados com benzocaina a 23°C e nos animais do grupo controle, em ambas as
temperaturas. Estes aumentos nos valores do CHCM podem ser explicados pelo
aumento observado nestes mesmos tratamentos, da concentracdo de hemoglobina,
visto que este indice e a taxa de hemoglobina sdo diretamente proporcionais. Os
valores obtidos de CHCM no presente trabalho corroboram os resultados obtidos, para
O. niloticus, por DABROWSKA et al. (1989), UEDA et al. (1997), TAVARES-DIAS
& FAUSTINO (1998), ADEPARUSI & AJAYI (2000), TAVARES-DIAS et al.
(2000), RODRIGUES et al. (2002) e TAVARES-DIAS et al. (2002).

As variacdes encontradas entre os elementos sangiiineos obtidos, neste
experimento, para O. niloticus, e os dados reportados por outros pesquisadores, para a
mesma espécie, podem ser explicadas pelas diferencas de peso, idade e comprimento dos

peixes utilizados nos diversos trabalhos (TAVARES-DIAS et al., 2000), além do estado
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nutricional, de doengas e do ciclo sazonal (RANZANI-PAIVA, 1991). As diferencas nas
metodologias empregadas na colheita de sangue também podem ser fatores de variagdes
quantitativas desses valores, visto que o tipo de anti-coagulante utilizado neste processo
pode atuar como fonte de alteracdo de resultados (TAVARES-DIAS er al., 2000).
Segundo TAVARES-DIAS & SANDRIN (1998), a colheita de sangue com heparina
resulta em valores maiores de hematdcrito e da taxa de hemoglobina, comparados aos
encontrados no sangue colhido com EDTA, para o mesmo animal.

Assim, como a Unica diferenca estatistica observada na tabela 8 foi a variacao
dos valores de hematdcrito de peixes anestesiados com benzocaina comparado com o
controle, ambos a 23°C, ndo permite sugerir que tal pardmetro seja indicador de
respostas ao estresse ocasionado pelo emprego do farmaco. ISHIOKA (1984),
observando os efeitos do anestésico MS-222 nos constituintes sangiiineos de Pagrus
major, concluiu que o farmaco empregado ndo produziu qualquer alteracdo nos
parametros hematolégicos comparado com os valores de peixes do grupo controle (nao
anestesiados), em pelo menos 10 minutos apds o tratamento aplicado, corroborando os
resultados deste trabalho.

Ja, os peixes submetidos ao 6leo de cravo ndo apresentaram diferenca
significativa em nenhum dos parametros hematoldgicos analisados na tabela 6,
corroborando os resultados apresentados por TORT et al. (2002), cujo organismo-teste foi
Sparus aurata. Por isso, esses dados confirmam a eficicia do dleo de cravo, indicando que
este farmaco ndo causa danos a capacidade que as células vermelhas t€ém de carrear
oxigénio (TORT et al., 2002).

E importante salientar que, neste trabalho, ndo foi identificado o sexo dos

animais participantes das andlises, portanto, ndo €é sabido se as variacdes
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hematoldgicas foram influenciadas pelas diferencas entre machos e fémeas. Entretanto,
TAVARES-DIAS & FAUSTINO (1998), demonstraram que, em O. niloticus, a
contagem total de eritrécitos, a taxa de hemoglobina, o percentual de hematdcrito,
assim como as constantes corpusculares e o percentual de trombdcitos, linfocitos,
neutr6filos e mondcitos, nao foram influenciados pelo sexo.

Além disso, a literatura sugere que pode haver variacdes dos elementos
sangiiineos frente a fatores como a temperatura (RANZANI-PAIVA, 1991). Segundo
HOUSTON & DeWILDE (1968), as baixas temperaturas podem causar eritropenia,
aumento do VCM e o percentual de hematdcrito. Porém, neste trabalho, os resultados
sugerem que ndao houve influéncia da temperatura sobre os niveis hematoldgicos,
corroborando os dados de TAVARES-DIAS & FAUSTINO (1998).

Observagdes microscopicas das laminas de extensdo revelaram a presenga de,
além dos eritrécitos, trombocitos e leucdcitos. Os valores absolutos destas células

sanguineas analisadas nos peixes tratados encontram-se nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7: Valores médios e erro padrao dos trombogramas de O. niloticus anestesiada
com 6leo de cravo, benzocaina e ndo anestesiados (controle), a 23°C e a 28°C

Tratamentos Trombocitos
11276,18 + 4740,87™

Oleo de cravo - 28°C
) 15283,14+2618,62"°
Oleo de cravo - 23°C
16846,36+2623,60 "°
Benzocaina - 28°C
11170,52 + 2408,73"°
Benzocaina - 23°C
19813,86 + 3406,08 NS
Controle - 28°C
11614,55 + 3554,00"°
Controle - 232C

NS: ndo significativo
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A variacdo do numero de trombdcitos, neste trabalho foi de 11170,52 +
2408,73 trombdcitos/uL (benzocaina a 23°C) a 19813,86 + 3406,08 trombdcitos/uL
(controle a 28°C). E, de acordo com os resultados do teste estatistico aplicado, nao houve
diferenca entre os nimeros de trombdcitos entre todos os tratamentos. Esses resultados
foram muito inferiores aos verificados por TAVARES-DIAS (2003), para a mesma
espécie, cujos nimeros foram 48902,50 + 21366,10/uLL de trombdcitos e por UEDA et
al. (1997), cuja variacdo de trombdcitos totais foi entre 38540,00 — 100800,00/uL.
Segundo TAVARES-DIAS & MORAES (2004), além da variagdo interespecifica, as
diferencas nas metodologias empregadas na contagem de trombdcitos também sdao
responsaveis pela grande variacao dos dados descritos na literatura.

Muito pouco tem se revelado em relacdo a morfologia e as propriedades
funcionais destas células; e dados disponiveis sobre a percentagem de trombdcitos no
sangue periférico de peixes sdo escassos, uma vez que € dificil a identificagdo entre
linfécitos e trombdcitos (UEDA et al., 2001).

Alguns autores atribuem algumas fungdes destas células nos peixes, entre elas,
sugere-se que tém importante papel no processo de coagulacdo (CASILLAS & SMITH,
1977) e realizam fagocitose, ajudando a manter os peixes livres de patdégenos apds dano
vascular (HILL & ROWLEY, 1996). Essa grande diversidade de formas reflete tanto sua
especificidade quanto os diferentes estdgios de seu desenvolvimento (KALASHNIKOVA,
1976).

Os trombdcitos dos peixes tém sido descritos como as células sanguineas

mais abundantes, depois dos eritrécitos (UEDA et al., 2001). Entretanto, em todos os
tratamentos deste estudo, o nimero de trombdcitos foi menor em relagdo ao nimero de

leucécitos (Tabela 8).
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A fisiologia dos leucdécitos e os mecanismos de controle de funcionamento do
sistema leucocitdrio dos peixes sdo semelhantes aos dos vertebrados superiores (VOLKOV,
1978). Embora os trombdcitos e os leucdcitos sejam células de linhagens diferentes, sob o ponto
de vista da Patologia, esses tém sido agrupados na contagem relativa e denominadas células
sanguineas de defesa organica (TAVARES-DIAS et al., 1999; 2000).

Em relacdo aos leucdcitos foram observados linfécitos, neutréfilos, mondcitos,
basofilos e eosindfilos, corroborando as andlises observadas por UEDA et al. (1997,
2001), em Oreochromis niloticus. O critério utilizado para definir a nomenclatura destas
células foi baseado nos aspectos morfoldgicos do nucleo e a distribuicdo padrdo dos
granulos citoplasmdticos. Os valores absolutos e percentuais encontrados para os

diferentes leucdcitos encontram-se na tabela 8.
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O numero de leucdcitos totais variou de 17068,50 + 1817,60/uL (6leo de cravo a
28°C) a 27596,60 = 4925,13/uLL (benzocaina a 23°C). E, de acordo com os resultados do
teste estatistico aplicado, nao houve diferencga entre os nimeros de leucdcitos entre todos os
tratamentos. Esses resultados corroboram os de UEDA et al. (1997), cuja variagdo de
leucécitos totais (uL), para O. niloticus, foi entre 7300, 00 — 21470,00/uLL de leucdcitos.
Entretanto, os dados do presente trabalho foram inferiores aos verificados por TAVARES-
DIAS (2003), para a mesma espécie, cujos nimeros foram 66947,50 + 33889,80/uLL de
leucdcitos.

Os teledsteos regulam suas caracteristicas sangiiineas de acordo com as condi¢des
ambientais e conseqiientemente, o impacto desses fatores abidticos pode influenciar tais
caracteristicas (TAVARES-DIAS, 2003). LUSKOVA (1997), relata que em Salmo trutta,
Thymallus thymallus e Chrondrostoma nasus a contagem de leucdcitos foi influenciada
pela temperatura ambiental. Entretanto, neste estudo, a temperatura ndo influenciou o

namero total destas células.

Estas variagdes inter-especificas podem ser interpretadas como alteracdes naturais
de cada espécie. Tais resultados ji foram demonstrados por RANZANI-PAIVA et al.
(1998/1999), ao analisar os leucdcitos de trés espécies provenientes do mesmo ambiente,

mas em diferentes idades, concluindo que as diferengas foram espécie-especificas.

Além disso, essas controvérsias de resultados podem ser devido a erros de
identificagdo ocasionada por falha do corante gracas a interferéncia do anticoagulante
heparina e ao fato de que nesta pesquisa nao foram utilizados métodos citoquimicos como

complementacdo (TAVARES-DIAS, 2003).
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Os tipos celulares de leucécitos mais abundantes encontrados nos exemplares de O.
nicotilus, neste trabalho, foram linfécitos e neutréfilos, corroborando os resultados
demonstrados em outras espécies de teledsteos como Pimelodus maculatus (RIBEIRO,
1978), Synbranchus marmoratus (NAKAMOTO et al., 1991), Mugil platanus (RANZANI-
PAIVA, 1995) e Oncorhynchus mykiss (RANZANI-PAIVA et al., 1998).

Os maiores valores absolutos de linfécitos foram encontrados em peixes
submetidos ao processo de colheita de sangue sem anestésico e nos tratados com
benzocaina na menor temperatura. Ou seja, esta variacao foi de 12896,88 +
1485,70/uL (6leo de cravo a 28°C) a 21793,54 + 3671,80/uL (benzocaina a 23°C).
Entretanto, estas diferencas foram apenas numéricas, uma vez que ndo apresentaram
diferencas estatisticas.

A variagdo na porcentagem de linfécitos foi de 79,86 + 4,52 % (6leo de cravo a
28°C) a 84,14 £ 3,32 % (controle a 28°C), concordando com os valores apresentados por
ALKAHEM (1994). TAVARES-DIAS (2003) apresentou valores de linfocitos, para a
mesma espécie aqui estudada, muito inferior (49,0+14,7 %).

Os linfécitos, geralmente esféricos, variam quanto a forma e tamanho, sendo
classificados em linfécitos grandes e pequenos. Os linfocitos grandes apresentam cromatina
condensada em grumos e citoplasma baséfilo escasso, com prolongamentos apresentando
expansdes terminais e poucos granulos azurdfilos grandes préximos ao nucleo. Os
linfécitos pequenos apresentam cromatina condensada homogénea e citoplasmo baséfilo
escasso, desprovidos de granulos e com alguns prolongamentos (VEIGA et al., 2000).
Entretanto, neste trabalho, ndo foram distinguidos os linfécitos em tamanhos, ja que ELLIS

7z

(1977), afirmou que a distingdo dos linfécitos em grandes e pequenos € arbitrdria e,
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provavelmente, representa diferentes estdgios funcionais de uma mesma populacio celular
e ndo populagdes distintas.

Em relacdo a funcdo destas células nos peixes, ELLIS (1977), atribuiu a essas
células a caracteristica de serem imunocompetentes, e de atuarem na defesa contra
infec¢des por protozodrios e helmintos (YAMAMOTO et al., 2001).

Os menores valores absolutos de neutréfilos foram obtidos em peixes submetidos ao
tratamento sem anestésico em ambas as temperaturas. J4, o maior resultado deste foi
apresentado por tildpias tratadas com benzocaina a 23°C, cujo valor foi de 5119,68 +
1434,40/uL. Porém, estes dados ndo se mostraram diferentes estatisticamente.

A variacdo da porcentagem de neutrdfilos foi de 13,13 + 2,80 % (controle a 28°C)
a 17,82 +4,54 % (6leo de cravo a 28°C). TAVARES-DIAS (2003) apresentou valor, para a
mesma espécie aqui estudada, maior de neutréfilo (44,80 £ 14,20 %).

Os neutréfilos sdo intitulados por vdrios sindnimos como heteréfilo
(YOKOYAMA, 1960), leucécito polimorfonuclear (ANDERSON & ROBERTS, 1975) e
granuldcito tipo I (DOGGETT & HARRIS, 1989). Sdo células arredondadas, com ntcleo
excéntrico que pode variar de forma, desde circular até segmentado, com cromatina
compacta, e citoplasma abundante e é fracamente corado pela eosina e se observam

granulos (RANZANI-PAIVA et al., 2003).

Segundo McARTHUR er al. (1985), a capacidade dos polimorfonucleares e
monomorfonucleares de mobilizarem-se rapidamente para o local da injuria servem para
minimizar a expansdo das doencas e iniciar a resposta imune. RIBEIRO (1978);
DOGGETT & HARRIS (1989) consideram os neutréfilos como as maiores células

fagociticas, visto que ingerem tanto particulas de carbono com bactérias.
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MAHAJAN & DHEER (1979), concluiram que os neutréfilos sdo os leucdcitos
mais importantes e t€m grande sensibilidade a modificacdes do meio ambiente. Assim, sua
caracterizagdo e identificagdo sdo essenciais para a avaliacdo das alteragdes do estado

fisiolégico dos peixes.

CARNEIRO et al. (2001), avaliando o estresse de matrinxas submetidos ao
transporte com benzocaina, observaram decréscimo da porcentagem de linfécitos apds o
transporte e aumento significativo da porcentagem de neutréfilos, desde a chegada até 24
horas apds o transporte. J4 a porcentagem de mondcitos ndo apresentou diferencas
significativas, oscilando entre 5 e 9%. Para confirmar a linfopenia que ocorre em peixes
extressados, JOHANSSON-SJOBECK et al. (1978), administraram cortisol através da
alimentagdo, observando significativa linfopenia e neutrofilia. Segundo McLEAY (1975), a
linfopenia (reducdo do ndmero de linfocitos) e a neutrofilia (aumento do nimero de

neutrofilos) € resposta comum de estresse agudo.

Esta resposta ao estresse nao ocorreu nos peixes analisados neste estudo, visto que
a variacdo do nimero de linfécitos apresentou-se maior comparado com resultados de
TAVARES-DIAS (2003), e a variacdo do nimero de neutréfilos mostrou-se inferior, em
relacdo ao autor citado. Além disso, neste estudo, ndo foram observadas variagcoes
significativas, entre os tratamentos, dos valores percentuais de leucdcitos e neutréfilos,

corroborando os resultados de CHO & HEATH (2000).

Os maiores valores absolutos de mondcitos foram observados nos peixes tratados
com Oleo de cravo e naqueles tratados com benzocaina, ambos a 23°C (699,46 + 132,78/uLL

e 667,84 + 83,63/uL, respectivamente). Ja, o menor valor foi obtido em peixes submetidos
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ao 6leo de cravo a 28°C (344,88 + 82,31/uL). Porém, ndo se observou diferenca estatistica
entre os tratamentos.
Os mondcitos variaram de 2,07 = 0,42 % (dleo de cravo a 28°C) a 3,36 + 0,66 %
(6leo de cravo a 23°C). Estes valores estio de acordo com aqueles encontrados por

RANZANI-PAIVA et al. (1998) e TAVARES-DIAS & MORAES (2003).

Os mondcitos sdo células grandes, que variam quanto a forma e apresentam nucleo
volumoso, ocupando, aproximadamente, dois tercos da célula. O citoplasma tem discreta
basofilia, com vacuolos. Estas células podem fagocitar bactéria circulante e virus
(RANZANI-PAIVA et al., 2003). Sob condi¢des apropriadas, saem do sistema vascular e
completam sua maturacdo, tornando-se macréfagos maduros, nos tecidos (MORROW &
PULSFORD, 1980). Assim, os mondcitos sdo células relativamente imaturas presentes no

tecido hematopoiético e na circulacdo sanguinea (UEDA et al., 2001).

Em relacdo a func@o dos mondcitos, IMAGAWA et al. (1989) observaram a
capacidade destas células de ingerir particulas de carbono, corroborando com os resultados

de ELLIS (1976); FERGUNSON (1976); DOGGETT & HARRIS (1989).

Em relacdo ao nimero absoluto de basoéfilos, nota-se que os menores valores
foram encontrados em peixes submetidos a benzocaina, em ambas as temperaturas (15,51 +
15,51/uL e 16,63 + 16,63/uL, a 23°C e a 28°C, respectivamente). E o maior valor foi
observado nos peixes tratados com 6leo de cravo a 23°C (71,77 £ 26,77/uL)). Apesar disso,
nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos.

Neste estudo, os basofilos foram raramente observados, variando de 0,08 +

0,08 % (benzocaina a 23°C) a 0,35 £ 0,15 % (6leo de cravo a 23°C), corroborando os
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resultados de UEDA et al. (1997), RANZANI-PAIVA et al. (1998) e TAVARES-DIAS &

MORAES (2003), cuja variacdo de basofilos de Tilapia rendalli foi de 0 a 1%.

Os basdfilos sao esféricos, com citoplasma rico em granulos basofilicos de varios
tamanhos e apresentam metacromasia. O nucleo € esférico e roxo. As vezes, a linha nuclear

ndo pode ser destingida devido a presenca destes granulos (UEDA et al., 2001).

A funcdo dos basofilos dos peixes ainda nao estd definida e parece estar ligada aos
processos alérgicos, ja que possuem histamina em seus granulos (ROBERTS, 1981). Até
agora, esta célula ndo tem sido implicada em nenhum mecanismo de defesa conhecido, em

peixes (RANZANI-PAIVA, 1995).

Os eosindfilos s6 foram encontrados nos peixes do grupo controle, sendo 12,09 +
12,09/uLL seu valor absoluto. Entretanto, ndao houve diferenca estatistica entre os
tratamentos.

Eosinéfilos também foram escassos neste estudo, assim como em RANZANI-
PAIVA et al. (1998), TAVARES-DIAS et al. (2000) e TAVARES-DIAS & MORAES

(2003). Ja TAVARES-DIAS (2003), ndo encontrou estas células em O. niloticus.

Os eosindfilos sao células arredondadas, normalmente com ntcleo excéntrico e
citoplasma com granulos eosinofilicos (UEDA et al., 2001; RANZANI-PAIVA et al.,
2003). Em alguns peixes, estas células sugerem ser fagocitica (HINE & WAIN 1989;
SUZUKI, 1986) e aparecem em maior nimero em infeccdes parasitdrias e inflamacoes

(LESTER & DESSER, 1975; LESTER & DANIELS, 1976).

BITTENCOURT et al. (2003), ndo encontraram baséfilos ou eosinodfilos, nem seus

precursores, no sangue periférico de O. niloticus, criados em sistema semi-intensivo.
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Basofilos e eosindfilos sdo geralmente escassos no sangue de peixes, mas estudos
de PITOMBEIRA & MARTINS (1970) e EZZAT et al. (1974), indicam que estes estio
presentes em algumas espécies de peixes. De acordo com BOOMKER (1981), apesar de ser
geralmente aceito que a maioria dos helmintos provoca uma reacdo eosinofilica, nenhum
eosinéfilo foi encontrado em catfish parasitados por nematodas. Nos estudos de
RANZANI-PAIVA et al. (2000), a maior porcentagem de eosinéfilos foi encontrada em S.

borelli ndo parasitados.

4.2.4 Tempo de retorno a alimentacio

O consumo de alimento e o comportamento alimentar sdo geralmente
considerados critérios seguros para avaliar a saide e o bem-estar dos peixes criados em
cativeiro (JOBLING et al., 2001). Existem vérios métodos para monitorar 0 consumo
alimentar de peixes (JOBLING et al., 1995) e o método baseado na coleta do excesso de
racao j4 foi descrito por HELLAND et al. (1996) e BENDIKSEN et al. (2002).

Na figura 7 encontram-se as médias dos valores da taxa de alimentacdo (%
racdo/peso dos animais) dos peixes do grupo controle, dos anestesiados com 6leo de cravo

e com benzocaina, a 23°C e a 28°C.
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Figura 7: Média das taxas de alimentacdo (%) de O. niloticus, submetido a anestesia
por benzocaina e 6leo de cravo, além do grupo controle, em diferentes
temperaturas
Foram ofertados aos animais, 24 horas apds o procedimento de anestesia e coleta
sangiiinea, 3,00 % da média corporal dos peixes, de ragao comercial. Os peixes submetidos
ao Oleo de cravo a 28°C comeram 1,07 + 0,64 % e os submetidos a0 mesmo anestésico, na
menor temperatura, alimentaram-se de 1,22 + 0,63 % de ragdo. J4, as tildpias anestesiadas
com benzocaina a 28°C, comeram 1,09 + 0,45 %, e aquelas tratadas a 23°C, 0,83 + 0,33 %.
Em relacdo aos peixes submetidos a retirada de sangue sem nenhum anestésico, na maior
temperatura, ingeriram apenas 0,30 + 0,12 % de racdo e a 23°C, 0,70 * 0,19 %. Porém, nao
foram observadas diferencas significativas entre o consumo alimentar entre todos os
tratamentos, em ambas as temperaturas.
Calculou-se também a média da quantidade de ra¢dao (em mg) pela média do peso (em
g) dos peixes participantes deste experimento. Para os animais submetidos ao 6leo de cravo, o
consumo alimentar variou de 3,55 — 4,47 mg/g, a 23°C e a 28°C, respectivamente. J4, os peixes

tratados com benzocaina esta variagdo foi de 3,24 — 4,37 mg/g, a 23°C e a 28°C,

respectivamente. Em relacdo as tildpias submetidas ao processo sem anestésico, os resultados



70

foram de 1,13 — 2,67 mg/g, a 28°C e a 23°C, respectivamente. Estes valores foram baixos
comparados com os dados apresentados por SORUM & DAMSGARD (2004), anestesiando
salmao do Atlantico com 50 mg/L de benzocaina.

Apesar de ndo se observar diferenca estatistica entre os resultados, nota-se que,
neste experimento, os peixes submetidos aos tratamentos com 6leo de cravo apresentaram
maior taxa de alimentacdo comparado com os outros tratamentos. Ji, PIRHONEN &
SCHRECK (2002), analisando o impacto do anestésico sobre a alimentacdo, notaram que o
consumo de racdo dos peixes tratados com 6leo de cravo foi menor, confrontado com os
animais anestesiados com diéxido de carbono.

SORUM & DAMSGARD (2004) avaliaram o consumo de ragcdo de peixes
anestesiados com 50 mg/L de benzocaina em dois tempos diferentes, ou seja, animais
anestesiados por um curto tempo (3 min) e por longo periodo (15 min). Esses pesquisadores
observaram que, nos dois tempos de inducdo anestésica, ndo houve diferenca estatistica
comparados ao grupo controle (sem anestésico) no consumo de ragdo. No entanto, no
primeiro e no segundo dia apds a experimentagdo, os peixes submetidos ao anestésico
comeram 20% menos ragdo comparado com aqueles que ndo foram anestesiados. No
terceiro dia depois do tratamento, os peixes submetidos ao anestésico com curto periodo de
inducdo comeram 9% mais racdo que aqueles do grupo controle, indicando uma pequena
compensacdo da taxa de crescimento deste grupo. Todavia, neste trabalho nao foi possivel
fazer esta andlise, uma vez que o teste de alimentacdo s6 foi realizado no primeiro dia apds
o tratamento com anestésico.

SOTO & BURHANUDDIN (1995), observaram que a maioria de Siganus
lineatus alimentou-se poucas horas apds anestesia com Oleo de cravo e PRINCE &

POWELL (2000), reportaram que adultos de truta arco-iris alimentaram-se ativamente
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somente uma semana apds a anestesia. Assim, a baixa taxa de arracoamento observada
neste estudo, pode ser explicada pela rapidez da alimentacdo, uma vez que foi fornecida

racdo para estes animais 24 horas apds sofrerem o processo de anestesia.
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5. CONCLUSAO

A partir deste trabalho, pode-se concluir que, para juvenis de Oreochromis
niloticus, a concentracio ideal, para manipulacdes invasivas, € de 100 mg/L de benzocaina
e de 80 mg/L de dleo de cravo.

Além disso, observou-se que os peixes submetidos ao 6leo de cravo apresentaram
menor tempo de indug@o e maior tempo de recuperagdo ao anestésico, em relagdo aqueles
tratados com benzocaina.

Os diferentes anestésicos e a temperatura ndo influenciaram os tempos de indugao
e de recuperacdo, assim como o tempo de retorno a alimentagao.

A aplicagdo do anestésico teve influéncia apenas no valor do hematdcrito e no de
cortisol, minimizando os efeitos relacionados ao estresse.

Assim, recomenda-se, para procedimentos longos, a utilizagdo do anestésico 6leo
de cravo, jad que o tempo de recuperacdo dos peixes submetidos a ele é maior comparado

com a benzocaina.
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