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RESUMO

Este estudo avaliou a resposta hematolégica de tuvira (Gymmnotus aff. inaequilabiatus) apds a
anestesia com diferentes concentragdes de 6leo de cravo. Foram utilizados 25 individuos com
comprimento médio de 26,8 + 2,4 cm e peso médio de 94,4 + 23,6 g. Os animais foram separados em
cinco grupos, compostos por cinco animais cada, e submetidos individualmente as concentra¢des
de 6leo de cravo avaliadas: 40, 80, 120, 160 e 200 mg L-1. Apés a recuperagdo anestésica, procedeu-se
a colheita sanguinea e realizagdo do hemograma completo. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia, teste de Tukey (P<0,05) e correlagdo de Sperman. Foi observado aumento
(P<0,05) no percentual de hematécrito, nimero de eritrécitos, nimero de trombdcitos e nos valores
de neutroéfilos, na medida em que se elevou a concentracdo de 6leo de cravo. Em adicdo, foi
observada correlacdo negativa (P<0,05) para a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) e correlagao positiva nos valores de mondcitos e neutréfilos (P<0,01). A anestesia com 6leo
de cravo em tuvira ocasiona alteracdes no hemograma, com efeito dose-dependente. Estas
alteragdes devem ser consideradas, principalmente em estudos futuros, com propésito de
estabelecer os valores de referéncia para as varidveis hematolégicas desta espécie.

Palavras chave: Anestésico alternativo; eugenol; hematologia de peixes; isca-viva; Gymnotus aff.
inaequilabiatus

HEMATOLOGICAL RESPONSES IN TUVIRA AFTER CLOVE OIL ANESTHESIA AT
DIFFERENT CONCENTRATIONS

ABSTRACT

The hematological responses in tuvira (Gymnotus aff. inaequilabiatus) after clove oil anesthesia at
different concentrations were evaluated in this study. Fish (n = 25) with average length of 26.8 +
2.4 cm and weighing 94.4 £ 23.6 g were separated in five groups composed with five animals each
and submitted individually to respective concentrations of clove oil: 40, 80, 120, 160 and 200 mg L.
After anesthetic recuperation, the blood samples collection were performed, as well as complete
hemogram. The results were submitted to analysis of variance, Tukey test (P<0.05) and Sperman’s
correlation analysis. There was an increase (P<0.05) on hematocrit, red blood cells count,
thrombocytes count and in the values of neutrophils with increasing of clove oil concentrations. In
addition, positive correlation (P<0.05) were observed on total leukocytes, as well as negative linear
correlation (P<0.05) for mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC). The clove oil
anesthesia on tuvira cause hematological changes with an effect dose-dependent. These changes
should be considered mainly in future studies designed to establish the reference values of
hematologic variables for this specie.
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INTRODUCAO

Algumas espécies de peixes pertencentes ao
género Gymnotus, conhecidos popularmente
como tuvira, sarapd, peixe espada, carapo e itui,
possuem grande importdncia econdémica na
regido do Pantanal devido a exploragdo como
iscas-vivas. A estimativa de captura no estado de
Mato Grosso do Sul é cerca de 15 milhoes de
iscas ao ano, onde a tuvira é considerada a isca-
viva capturada e comercializada em maior

quantidade (MORAES e ESPINOZA, 2001).

Estes peixes ndo possuem hdbito agressivo,
entretanto, seu manejo e contencao mecanica sao
dificultados devido ao muco protetor e
peculiaridades anatdomicas. Dessa forma, o uso
de farmacos anestésicos torna-se imprescindivel
para sua manipulagdo. A utilizacdo de
anestésicos em peixes é realizada visando
mitigar e ou atenuar os efeitos do estresse agudo
ocasionado durante a manipulacio sem
anestesia, bem como zelar pela integridade dos
peixes. Os anestésicos também tém sido
empregados em procedimentos de colheita
sanguinea, visto que existem evidéncias de que
0s peixes possuem sistema nociceptivo com
similaridades aos
(SNEDDON, 2004).

demais vertebrados

Embora existam varios estudos com
anestésicos em espécies nativas brasileiras
(INOUE et al., 2004, 2005; FACANHA e GOMES,
2005; ROUBACH et al., 2005; VIDAL et al., 2007;
GONCALVES et al.,, 2008; HISANO et al., 2008;
PEREIRA-DA-SILVA et al., 2009; PADUA et al,
2010), até entdo, a utilizagdo de anestésicos em
peixes no Brasil ndo se encontra regulamentada.
O 6leo de cravo, por sua vez, é um anestésico
natural, composto principalmente pela mistura
de eugenol, metileugenol e isoeugenol. Este
anestésico tem sido amplamente utilizado no
manejo de campo em pisciculturas brasileiras,
especialmente em procedimentos de vacinagoes,
manejo de reprodutores, transporte de peixes
agressivos como o dourado (Salminus
brasiliensis), bem como em pesquisas, embora seja
um farmaco ndo recomendado pelo Food and
Drug Administration’s Center for Veterinary
Medicine (FDA/CVM, 2007). Associado a esta
condigdo, poucos estudos abordam a resposta
fisiolégica dos peixes quando expostos aos
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anestésicos, o que torna incerto seus efeitos sobre
estes animais.

Alteragdes no percentual de hematdcrito,
bioquimica sérica e eletrélitos plasmaticos foram
descritos em matrinxd (Brycon amazonicus)
anestesiados com benzocaina e 2-fenoxietanol
(INOUE et al., 2004). No ciprinideo Rutilus rutilus
foram descritas alteragdes no eritrograma com
efeito dose-dependente quando anestesiados com
diferentes concentragdes de cravo em pod
(SUDAGARA et al, 2009). Por outro lado, em
carpa comum ndo foram observadas alteracdes no
hemograma quando anestesiadas com 6leo de
cravo (VELISEK et al., 2005).

Dessa forma, no presente estudo, avaliou-se a
resposta hematolégica de tuvira (Gymmnous aff.
inaequilabiatus) ap6s a anestesia com diferentes
concentragdes de 6leo de cravo.

MATERIAL E METODOS

Sessenta individuos de tuviras foram
adquiridos por meio de “isqueiros” na regido do
Pantanal Corumbaense (18°04'15,00”S;
57°2817,00”0O) no més de setembro de 2008. Os
peixes foram transportados até o Laboratério de
Piscicultura da Embrapa Agropecuéria Oeste,
localizada no municipio de Dourados, Mato
Grosso do Sul, onde foram aclimatados em
tanques circulares de fibra de vidro com
capacidade de 1.000 L, abastecidos com fluxo
continuo de dgua proveniente de poco artesiano
(10 L min), e treinados a receberem alimentagao
exogena artificial extrusada.

Durante o periodo de condicionamento
alimentar, foi ofertada ragao comercial para peixes
carnivoros (45% PB, 14% extrato etéreo, 6%
matéria fibrosa, 14% extrato mineral, 1% fosforo e
2,5% de calcio) apds prévia moagem e confecgdo
de pellets tmidos. Estes foram mantidos em
geladeira (5 - 7 °C) e fornecidos duas vezes ao dia
(7:30h e 16:30h) durante um periodo de trés
meses. Apés esta etapa, iniciou-se a oferta desta
mesma ragdo, no entanto, sem o processamento
adicional.

A temperatura da dgua e o nivel de oxigénio
dissolvido foram medidos diariamente utilizando
aparelho multipardmetro digital (YSI® 55,
Incorporated, Yellow Spring, EUA). Os valores
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médios + desvio padrdo para estes parametros
foram: oxigénio dissolvido 5,3 * 0,2 mg L' e
temperatura 25,2 + 0,8 °C, permanecendo dentro
da faixa de conforto para a espécie. Diariamente
foi realizada a limpeza do tanque por meio de
sifonagem, para a retirada de eventuais residuos
organicos (fezes e sobras de ragdo).

Apbs um ano de aclimatagdo em condigdes
laboratoriais, 25 peixes aparentemente sadios e
sem lesdes superficiais, medindo 26,8 + 2,4 cm e
pesando 94,4 * 23,6 g, foram utilizados para
inducdo anestésica com 6leo de cravo. Para isso,
foi preparada uma solucdo alcodlica estoque
contendo alcool etilico (PA 95%) e 6leo de cravo
comercial em dilui¢do de 1:20 (v/v), sendo este
produto obtido em farmécia de manipulagao.

Os peixes foram separados em cinco
grupos, compostos por cinco animais, sendo
entdo submetidos individualmente as
concentragoes de Oleo de cravo avaliadas: 40,
80, 120, 160 e 200 mg L-1. Foram utilizados dois
recipientes plasticos com volume de 20 L para
inducdo anestésica, sendo utilizada agua dos
tanques de aclimatagdo e renovada em cada teste,
com intuito de evitar possiveis concentragdes
residuais. A observagdo dos estagios de indugdo
anestésica e de recuperagdo foi baseada em
critérios estabelecidos por WOODY et al. (2002).
Para recuperacao anestésica, os individuos foram
alojados em recipiente plastico de mesmo volume,
com aeracao constante.

Ap6s completa recuperagdo anestésica
(momento em que os individuos restabelecem o
equilibrio corporal e comecam a nadar
horizontalmente), os peixes foram capturados
com auxilio de puga e contidos mecanicamente
com pano umedecido. Em seguida, procedeu-
se a venopuncdo caudal por meio de seringa
descartavel (3 mL) e agulha hipodérmica (25 x
7 mm), previamente banhadas com EDTA 3%. O
sangue foi acondicionado em microtubos de
polipropileno, com capacidade de 1,5 mL, e
mantidos sob refrigeracdo (5 - 7 °C) até o
momento do processamento das amostras (entre
60 e 90 minutos).

Imediatamente apés colheita sanguinea,
foram confeccionadas extensdes sanguineas em
duplicatas utilizando o sangue remanescente na
agulha para posterior coloracdo pancromica

com May Grinwald-Giemsa-Wright. Estas
extensdes sanguineas foram utilizadas para
contagem diferencial de leucécitos, bem como
para leucometria e trombometria global
utilizando método indireto (TAVARES-DIAS e
MORAES, 2006).

A partir das amostras sanguineas, foi
determinado o percentual do hematdcrito, pelo
método do microhematécrito (GOLDENFARB
et al., 1971); utilizando o plasma remanescente
do microtubo de hematocrito, foi determinado o
teor de proteinas plasmaticas totais (PPT) por
meio de refratometria, com auxilio de
refratdbmetro portatil. Foi realizada a contagem
de eritrocitos apds diluigdo do sangue
previamente homogeneizado em solugao formol-
citrato (1:200) e contagem realizada em
hemocitometro. Para determinacdo da
concentracdo de hemoglobina, foi utilizado o
método da cianometahemoglobina (COLLIER,
1944). De posse desses dados, foram calculados
os indices hematimétricos de WINTROBE (1934),
compreendidos pelo Volume Corpuscular Médio
(VCM) e Concentracdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM).

Foi adotado delineamento inteiramente
casualisado (DIC), contendo cinco tratamentos
com cinco repeti¢des (peixe). Os resultados dos
parametros hematolégicos foram submetidos a
analise de variancia e, quando significativos, as
meédias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Em adigdo, foram
realizadas andlises de correlacdo de Sperman
pardmetros  hematolégicos nas
diferentes concentracdes de Oleo de cravo
avaliadas. Todas as andlises estatisticas foram

com 0s

realizadas por meio do software Statistica 7
(StatSoft).

RESULTADOS

A anestesia com concentragdes crescentes de
O6leo de cravo em tuvira ocasionou aumento
(P<0,05) no percentual de hematécrito e no
nimero de eritrécitos. Na taxa de hemoglobina,
VCM, CHCM e PPT nao foram observadas
alteracoes significativas nos
tratamentos (Tabela 1).

diferentes

Os valores referentes ao trombograma e
leucograma estao relacionados na Tabela 2. Na
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contagem de trombdcitos foi observado observado incremento (P<0,05) nos valores de
aumento nos valores (P<0,05) nas duas neutréfilos na concentragdo de 200 mg L' de
concentracdes maiores. Em  adi¢do, foi 6leo de cravo.

Tabela 1. Valores médios + desvio padrdo do eritrograma e teor de proteinas plasmaticas totais (PPT) em
tuvira ap6s anestesia com diferentes concentragdes de 6leo de cravo.

Oleo de cravo

Tabela 2. Valores médios + desvio padrdo do trombograma e leucograma em tuvira apés anestesia com

Parametros

40 mg L1 80 mg L1 120mg L1 160mg L1 200 mg L1
Hematocrito (%) 354+220 380+£2,7ab 358+3,0p 400+£3,6ab 41,8+272
Eritrécitos (x 106 uL-1) 2,0+£0,2b 2,2 +0,1ab 2,0+£0,2b 2,3+0,2a 2,4+0,1a
Hemoglobina (g dL-) 9,0+0,8 8,8+0,7 83+1,3 92+1,2 94+1,5
VCM (fL) 173,6 £58 1682+9,2 1757173 1722+99 173,8+4,3
CHCM (g dL?) 255+1,4 23,1+0,5 23,2+2,0 229+1,2 224+23
PPT (g dL1) 58+0,5 54£0,6 58+0,7 55%05 54+09

Valores com letras sobrescritas diferentes na mesma linha sio estatisticamente diferentes de acordo
com o teste de Tukey (P<0,05).

diferentes concentracdes de 6leo de cravo.

Oleo de cravo

Parametros

40 mg L+ 80 mg L1 120 mg L1 160mgL?! 200 mgL1
Trombécitos (x 103 pL-1) 17,9+4,1>  31,8+4,4a 286+82ab 427+10,6a 451+144a
Leucoécitos (x 103 pL-1) 219+125 23,3%+157 298+14,3 359+156 31,7+6,7
Linfécitos (x 103 uL-1) 176+11,3 154+109 229+16,2 234+153 165+1,9
Mondcitos (x 103 pL-1) 05+0,5 0,7+0,7 1,6+1,3 26+24 24+1,0
Neutréfilos (x 103 pL-1) 2,7+1,3b 6,3 + 6,02b 4,1+1,5 7,5 + 4,53 10,9 £ 5,32
Basofilos (x 103 uL-1) 0808 08+04 09+0,9 22+3,6 14+2,0
Eosinofilos (x 103 pL-1) 22,8 +50,9 0 0,1+0,1 0 0,1+0,1
Leucécitos imaturos (x 103 pL-1) 0,2+0,2 82,4 +127,6 0,1+0,2 0,1+0,2 0,3+0,3

Valores com letras sobrescritas diferentes na mesma linha sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de

Tukey (P<0,05).

Na andlise de correlacado de Sperman
(Figura 1), verificou-se efeito positivo (P<0,01)

no percentual de hematécrito, ntmero de
eritrocitos, nos valores monocitos e
neutréfilos  (P<0,01) e trombograma
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(P<0,0001),
concentracdes de Oleo de cravo. Correlagdo
negativa (P<0,05) foi observada somente para
CHCM. Niao foi observada correlagao (P>0,05)

conforme o

aumento

nos demais paradmetros avaliados.
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Figura 1. Correlacdo de Sperman entre os parametros hematolégicos de tuvira apds anestesia com

diferentes concentracdes de 6leo de cravo.

DISCUSSAO

SUDAGARA et al. (2009), de forma similar ao
presente estudo, verificaram aumento nos valores
de hematécrito e eritrocitos rutilus
anestesiados com concentracdes crescentes de
cravo em poé (175, 225, 275 e 350 mg L71).
MOHAMMADIZAREJABAD et al.  (2010)
descreveram efeito similar no esturjao (Huso huso)
ao avaliar essas mesmas concentragdes deste
anestésico.

em R.

A anestesia com cravo em po
ocasionou 0 aumento nas concentragdes de
hemoglobina, com efeito dose-dependente, nas
duas espécies avaliadas (SUDAGARA et al., 2009;
MOHAMMADIZAREJABAD et al., 2010). Por
outro lado, no presente estudo com a tuvira, nao

foram observadas alteracbes na taxa de

hemoglobina, mas houve diminui¢do da CHCM.

INOUE et al. (2004), ao avaliarem diferentes
concentracbes de 2-fenoxietanol e benzocaina
durante o manejo de matrinxa, corroboram o
aumento do percentual de hematécrito de acordo
com maiores doses dos farmacos. Resultados
semelhantes foram obtidos por VELISEK et al.,
(2007a) ao avaliarem a concentracdo de 0,30 ml L
de 2-fenoxietanol em Silurus glanis. Os mesmos
autores ainda observaram aumento do VCM ap6s
10 min de anestesia, 0 que ndo se observou no
presente estudo. Por outro lado, VELISEK et al.
(2005) ndo observaram alteracBes significativas
nos pardmetros eritrométricos de carpa comum
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ap6s 10 min de anestesia com 30 mg L de éleo de
cravo; entretanto, na bioquimica sérica foi
reportado aumento na glicemia e no teor de
fosfato inorganico nos peixes submetidos a este
anestésico. VELISEK et al. (2007b), em estudo
realizado com carpa comum e truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) utilizando 0,30 mL L de
2-fenoxietanol, também  ndo observaram
alteragdes significativas no eritrograma. Essas
diferencas revelam influéncia espécie-especifica,
no entanto, peculiaridades relacionadas a
farmacocinética de cada anestésico devem ser

consideradas.

BOLASINA (2006), ao avaliar o efeito da
anestesia com 40 mg L' de benzocaina em
Urophycis brasiliensis, observaram tendéncia de
aumento no nimero de trombdcitos no grupo
anestesiado, no entanto, ndo significativo na
analise estatistica empregada. VELISEK et al.
(2005) nédo observaram alteragdes no leucograma
de carpa comum anestesiadas com 30 mg L de
6leo de cravo. SUDAGARA et al. (2009) também
ndo verificaram alteragdes na série branca de
R.  rutilus  anestesiados com  diferentes
concentracdes de p6 de cravo. A anestesia com
0,30 ml L' de 2-fenoxietanol em S. glanis
(VELISEK et al., 2007a), assim como em truta arco-
iris e carpa comum (VELISEK et al., 2007b), ndo

ocasionaram alteracGes nos valores de leucdcitos.

O incremento nas varidveis hematolégicas
(séria vermelha e branca) de tuvira neste estudo
possivelmente pode ter sido resultante da agdo de
catecolaminas (liberadas pela ativagdo do eixo
hipotédlamo - sistema nervoso simpatico - células
cromafins), que determinam a contrac¢do esplénica
em resposta ao estimulo de estresse agudo,
ocasionado pelas altas doses de anestésico, como
proposto por INOUE et al. (2004). Além disso, a
agdo de glicocorticéides endégenos (liberados pela
ativagdo do eixo hipotalamo - hipodfise -
interrenal) nestas situa¢es pode ocasionar maior
influxo de neutréfilos oriundos dos o6rgaos
leucopoiéticos para o sangue circulante, bem
como restringir sua migracdo para outros tecidos
(DAVIS et al., 2008), o que determina seu aumento
na circulagdio sanguinea. Embora ainda nao
elucidado em peixes, o aumento de trombdcitos
em tuvira neste estudo pode ser devido a
mecanismos similares a estes, que ocasionam o
aumento de neutroéfilos, uma vez que esta célula

Bol. Inst. Pesca, Sao Paulo, 38(3): 181 - 188, 2012

de defesa organica possui habilidade de
migracdo para outros tecidos em peixes
teledsteos como parte da resposta inflamatéria
(MARTINS et al., 2008).

O efeito estressor ocasionado por anestésicos
tem sido relatado em algumas espécies de peixes,
como observado em matrinxd submetido a
diferentes concentragdes de benzocaina
(CARNEIRO et al., 2002) e dleo de cravo (INOUE
et al.,, 2005) durante o transporte, bem como em
U. brasiliensis anestesiados com 40 mg L7 de
benzocaina (BOLASINA, 2006), constatado pelo
aumento  concomitante  das
plasmaticas de glicose e cortisol. No entanto,
deve-se considerar que em espécies como o

concentracoes

matrinxd, a ndo utilizacio de anestesia ocasiona
respostas mais pronunciadas quando submetidas
ao estimulo de estresse (INOUE et al., 2005).

Em adicdo, o incremento nos niveis de
hematdcrito e eritrécitos observados neste estudo
podem estar relacionados ao mecanismo
compensatério frente a hipéxia tecidual
ocasionada em condigdes de anestesia, visto que
os anestésicos ocasionam déficit respiratério pela
diminui¢do dos batimentos operculares. Além
disso, ocorre hipoperfusdo periférica devido a
diminui¢do do débito cardiaco, além de possiveis
alteracdes na pressdo arterial e dilatacao de vasos
periféricos. Estes efeitos fazem parte da
farmacodindmica de cada anestésico, e a
intensidade e gravidade de cada alteragdo
depende do mecanismo de agdo de cada grupo
farmacolégico. O mecanismo fisiolégico de
compensacdo frente a hipoxia resulta em liberagao
das células estocadas nos centros hematopoiéticos
e, muitas vezes, estas células ndo estdo totalmente
maturas. Dessa forma, a diminuicio da CHCM
neste estudo deve-se a liberacdo de eritroblastos
(eritrécitos imaturos), visto que a biosintese de
hemoglobina encontra-se ativa nestas células,
possuindo baixa concentracdo deste pigmento

respiratério (SATAKE et al., 2009).

CONCLUSOES

A anestesia com o6leo de cravo em tuvira
ocasiona altera¢des no hemograma, com efeito
dose-dependente. Estas alteragdes devem ser
principalmente em
futuros, com propésito de estabelecer os valores

consideradas, estudos
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de referéncia para as varidveis hematoldgicas
desta espécie.
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