A hematologia clinica é uma ferramenta que
permite a realizacdo de diagndstico de doencas,
atuando como indicador progndstico das condicoes
patoldgicas de peixes. O objetivo deste estudo foi
avaliar os valores hematoldgicos de tildpias do Nilo
(Oreochromis niloticus) submetidas a diferentes
anestésicos e amostras obtidas com diferentes
anticoagulantes. Trinta peixes, aparentemente
saudaveis, com peso médio de 473+35,50g e
comprimento total médio de 29,33+0,37cm, foram
adquiridos de piscicultura comercial localizada no
municipio de Lages (SC). Os animais foram divididos
aleatoriamente em trés grupos (n=10) conforme a
forma de inducdo: grupo eugenol (GE), grupo
cloridrato de benzocaina (GB) e grupo controle (GC)
sem o uso de anestésicos. Os anestésicos testados
minimizaram o efeito do estresse causado por
manipulacdes e procedimentos invasivos quando
comparado ao grupo controle e a heparina foi o
anticoagulante que causou menor hemalise quando
comparado com o Na;EDTA para esta espécie.
Assim, as variacdes hematoldgicas a partir de
amostras obtidas com diferentes protocolos
anestésicos e/ou diferentes anticoagulantes devem
ser consideradas para a espécie Oreochromis
niloticus.
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RESUMO

WEINERT, Nadia Cristine. Hematologia de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) submetidas a protocolos anestésicos
e de anticoagulacdo. 2014. 92 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal, Lages, 2014.

A hematologia clinica ¢ uma ferramenta que permite a realizacéo
de diagndstico de doencas e pode atuar como um indicador
progndstico das condicBes patoldgicas de peixes. O objetivo
deste estudo foi avaliar os valores hematoldgicos de tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus) submetidas a diferentes
anestésicos e amostras obtidas com diferentes anticoagulantes.
Foram utilizados trinta peixes, aparentemente saudaveis, com
peso médio de 473+35,50g e comprimento total médio de
29,33£0,37cm, adquiridos de piscicultura comercial localizada
no municipio de Lages (SC). Os animais foram divididos
aleatoriamente em trés grupos (n=10) conforme a forma de
inducdo: grupo eugenol (GE), na concentragdo de 70mg L7,
grupo cloridrato de benzocaina (GB) na concentracdo de 100mg
L e grupo controle (GC) sem 0 uso de anestésicos. As amostras
de sangue foram obtidas por venopungédo dos vasos caudais e
acondicionadas em microtubos contendo heparina sodica ou
Na,EDTA e posteriormente processadas. Os resultados foram
avaliados pelo Sigma Stat for Windows, sendo utilizado o teste-
t pareado para dados entre diferentes anticoagulantes
pertencentes a0 mesmo grupo e a analise de variancia, seguida
de teste de Tukey para comparacdo das médias entre grupos
(p<0,05). A maioria das alteragcdes observadas no eritrograma
foram superiores com o0 anticoagulante heparina e no grupo
benzocaina, comparados com o grupo controle. Porém no leuco-






grama, os valores obtidos foram maiores com o anticoagulante
Na;EDTA em todos 0s grupos, sugerindo que a heparina pode
causar aglomeracao celular. Baseado nos resultados encontrados
conclui-se que os anestésicos testados minimizaram o efeito do
estresse causado por manipulacdes e procedimentos invasivos
quando comparado ao grupo controle e a heparina foi o
anticoagulante que causou menor hemolise quando comparado
com o NaEDTA para esta espécie. Assim, as variagdes
hematoldgicas a partir de amostras obtidas com diferentes
protocolosanestésicos e/ou diferentes anticoagulantes devem ser
consideradas para a espécie Oreochromis niloticus.

Palavras-chave: anestésicos. anticoagulantes. hematologia.
Oreochromis niloticus.






ABSTRACT

WEINERT, Nadia Cristine. Hematology of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) subjected to anesthesia protocols
and anticoagulation. 2014. 92 f. Dissertation (Master of
Animal Science) - University of the State of Santa Catarina.
Postgraduate Program in Animal Science, Lages, 2014.

Clinical hematology is a tool that allows diagnosing of diseases
and can act as a prognostic indicator of pathological conditions
in fish. The aim of this study was the evaluation of
hematological parameters of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) with different anesthetics and samples obtained with
different anticoagulants. Thirty fishes, apparently healthy, with
average weight of 473 + 35.50 g and mean total length of 29.33
+ 0.37 cm, acquired in the commercial pisciculture localized in
the municipality Lages ( SC ) were used. The animals were
randomly divided into three groups (n = 10). The anesthetic
induction was performed according to the groups with eugenol
in a concentration of 70 mg L™ of water (GE), with Benzocaine
hydrochloride (100 mg L?) (GB) and without anesthesia
(GClcontrol group). The blood samples were obtained by
venipuncture of the caudal vessels and placed into microtubes
containing sodium heparin or Na2EDTA and subsequently
processed. The results were analyzed by Sigma Stat for
Windows, the paired t-test for data between different
anticoagulants belonging to the same group and analysis of
variance followed by Tukey test for comparison of means
between groups (p < 0.05) being used. Most of the observed
changes in erythrogram were higher with the anticoagulant
heparin and benzocaine group compared with the control group.
However the leukocyte count, the values obtained were higher






with Na;EDTA anticoagulant in all groups, suggesting that
heparin can cause cell clustering. Based on these results it is
concluded that anesthetics tested minimized the effect of stress
caused by handling and invasive procedures when compared to
the control group and the anticoagulant heparin caused less
hemolysis compared with Na;EDTA for this species. Thus, the
hematologic variations from samples obtained with different
anesthetics protocols and / or different anticoagulants should be
considered for the species Oreochromis niloticus.

Key-words:  anesthetics.  anticoagulants.  hematology.
Oreochromis niloticus.
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INTRODUCAO

A intensificagdo nos sistemas de producdo de
organismos aquaticos tem revelado obstaculos que afetam
diretamente a produtividade e o crescimento da atividade, sendo
a area de sanidade um dos principais entraves e que proporciona
a base para o estudo e desenvolvimento de novas tecnologias
(TAVARES-DIAS et al., 2002).

A familia Cichlidae retne um dos grupos de peixes
conhecido genericamente como tilapias. Estas, em funcdo do
comportamento reprodutivo estdo subdivididas em trés
importantes géneros. O género Tilapia, cuja incubacdo se
processa em ninhos; género Oreochromis em que a incubacao
dos ovos ocorre na boca da fémea e género Sarotherodon no qual
0 macho e/ou a fémea incubam o0s ovos na boca
(HILSDORF, 1995).

A piscicultura tem necessidade de informag0es acuradas
sobre a identificacdo e controle de situacdes de estresse e/ou de
enfermidades a fim de assegurar a salde dos peixes
(TAVARES-DIAS et al., 2000a). A criacdo de tilapias no estado
de Santa Catarina, representa grande parte da lucratividade de
piscicultores que as utilizam como forma alternativa de renda,
seja em pesque-pague ou producéo de alevinos, pois este peixe
apresenta maior resisténcia a doencas virais, bacterianas e
parasitarias, quando comparada a outros peixes cultivados
(SOUZA FILHO et al., 2003).

A exploracdo econdmica de qualquer espécie de peixe
requer conhecimentos basicos dos principais fatores que direta
ou indiretamente estdo ligados ao meio ambiente, ao manejo e a
prevencdo de doencas (MORAES e MARTINS, 2004).

A hematologia clinica € uma ferramenta que permite a
realizacdo de diagnoéstico de doengas e pode atuar como um
indicador progndstico das condicOes patoldgicas, especialmente
quando se considera as alteracbes morfolégicas das ceélulas
sanguineas, entretanto, o conhecimento sobre a obtencdo das
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amostras sanguineas é escasso e muitas vezes contraditorio.
Estas avaliacBes permitem identificar a resposta dos peixes,
quando doentes, de maneira rapida, pratica e com baixo custo
(SATAKE et al., 2009). Além dessas andlises auxiliarem na
compreensdo da relacdo entre as caracteristicas sanguineas e a
adaptabilidade dos peixes ao ambiente (RAMBHASKAR e
SRINIVASA-RAO, 1987).

O eritrograma é de grande relevancia na identificacao de
processos anemiantes e como indicadores da resposta de
estimulos externos. O leucograma pode ser empregado como
auxilio diagnostico nos processo infecciosos. Segundo Hrubec e
Smith (2010), a literatura apresenta inconsisténcias na
nomenclatura, descricdo, diferenciacdo, maturacgdo, e funcao das
células sanguineas de peixes, sendo mais desafiador do que em
espécies de mamiferos.

No intuito de minimizar o estresse causado pelas praticas
de captura, estudos tém sido realizados nos Gltimos anos e 0 uso
de anestésicos na piscicultura é considerado uma ferramenta
importante para diminuir a interferéncia de agentes estressantes
(MOREIRA et al., 2011). De acordo com Zahl et al. (2009), a
eficacia das substancias anestésicas variam intra e interespécie,
ou seja, peixes da mesma espécie com tamanho, idade e sexo
distintos podem responder de forma diferente a determinada
concentracdo do anestésico. Essas respostas também podem
variar com o pH, salinidade, temperatura e o nivel de oxigénio
dissolvido na agua.

Diante disso, este trabalho possui como maior objetivo
estudar a acdo de dois anestésicos (cloridrato de benzocaina e
eugenol) e de diferentes anticoagulantes e de que forma estes
podem influenciar nos valores hematoldgicos da espécie
Oreochromis niloticus.
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1 REVISAO DE LITERATURA

O termo genérico “peixe” inclui os vertebrados
primitivos sem mandibula, vertebrados com esqueletos
cartilaginosos, assim como as espécies mais avangadas que tém
esqueleto 6sseo (HRUBEC e SMITH, 2010).

O desenvolvimento bem sucedido da hematologia como
ferramenta de diagnostico de peixes s6 ocorreu nos Ultimos vinte
anos, por meio de informagdes sobre a funcdo e maturagédo das
células do sangue, respostas fisioldgicas, hematoldgicas e
técnicas padronizadas para estes animais. No entanto, a literatura
mais antiga € muitas vezes confusa e conflitante (HRUBEC e
SMITH, 2010).

O conhecimento dos parametros hematoldgicos pode ser
benéfico na avaliagdo das condicbes de salde dos peixes.
Entretanto, uma das dificuldades no estabelecimento do estado
de salde em populacGes de peixes € a escassez de referéncias
seguras sobre as condi¢des sanguineas normais, alem da falta de
uniformidade na classificagdo dos leucécitos (TAVARES-DIAS
etal., 1999).

Os eritrdcitos, que sdo células nucleadas assim como
leucdcitos, sobrepbem em tamanho, evitando a utilizacdo de
métodos automatizados para determinar a contagem de células.
A diversidade de espécies de peixes, bem como suas diferentes
morfologias e funcdes ecoldgicas torna a analise do grupo muito
dificil (HRUBEC e SMITH, 2010).

1.1 TILAPIAS DO NILO

Oreochromis niloticus Linneaus (tilapia do Nilo) é uma
espécie de peixe originaria da Africa, introduzida em quase todo
0 Brasil. Tilapia € o nome comum dado a varios géneros de
peixes ciclideos de agua doce pertencentes a sub-familia
Pseudocrenilabrinae. S8o amplamente distribuidas em
ecossistemas tropicais, € um dos peixes mais importantes na
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atividade da piscicultura no Brasil, possuindo grande capacidade
de insercao e adaptacao a diversos tipos de habitat (HILSDORF,
1995).

A tilapia é uma das espécies mais criadas no Estado de
Santa Catarina. Adaptam-se bem a ambientes com baixa
qualidade de agua, baixas concentracdes de oxigénio, grandes
variacOes de pH e altos valores de salinidade (ZANIBONI
FILHO, 2004; AZEVEDO et al., 2006).

1.2 ANESTESICOS

As substancias anestésicas parecem reduzir o estresse ao
tranquilizar os exemplares, diminuir a movimentacéo excessiva
e a percepcao de estimulos adversos provenientes do manejo,
como a movimentacdo da agua e choques entre os individuos
adensados (INOUE et al., 2005). Alguns anestésicos tém sido
empregados em procedimentos de colheita sanguinea, visto que
existem evidéncias de que 0s peixes possuem sistema
nociceptivo com similaridades aos demais vertebrados (PADUA
etal., 2012b).

O primeiro relato do uso de anestésicos em peixes foi em
1930, para facilitar o manejo e reduzir o estresse. As
formulacBes com propriedades anestésicas mais utilizadas na
aquicultura  contém  tricaina, benzocaina, quinaldina,
metomidato, 2-phenoxietanol, 6leo de cravo ou seu ingrediente
ativo, o eugenol e o mentol (ROSS e ROSS, 1999; HOSKONEN
e PIRHONEN, 2004; OLIVEIRA et al., 2009).

Os anestésicos sdo administrados via imersao dos peixes
em solucdo anestésica, que é captada pelas branquias, que é a
principal rota de absor¢do e eliminacdo de anestésicos,
difundindo-se para o sangue, que 0 conduz até o sistema nervoso
central (MELLO etal., 2012).

A anestesia é alcancada quando ocorre uma perda
completa ou parcial dos sentidos corporais devido a diminuigédo
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das fungdes nervosas. A utilizacdo de uma dose correta do
anestésico é fundamental para evitar desperdicios ou a morte dos
peixes pelo excesso de exposicdo ao produto (DELBON e
RANZANI-PAIVA, 2012).

A escolha de um anestésico para peixes geralmente esta
relacionada com a sua eficacia na inducéo e na recuperacao dos
animais, sua disponibilidade no mercado, preco, seguranca
durante o uso e seus possiveis efeitos colaterais aos peixes, seres
humanos e ao meio ambiente (ROSS e ROSS, 1999; SOUZA et
al., 2012).

1.2.1 Cloridrato de benzocaina

A benzocaina (éster etilico do acido para-
aminobenzoico) é um anestésico local utilizado em mamiferos,
e em peixes € usado como indutor de anestesia geral por imersao.
Este farmaco tem sido utilizado para tranquilizagdo, analgesia e
anestesia de peixes de varias espécies, tendo sido observada
margem de seguran¢a muito pequena entre a dose eficaz e a dose
letal (ANTUNES et al., 2008).

O potencial de acdo da benzocaina é semelhante ao MS-
222 (tricaina metanossulfato), anestésico extensamente aplicado
na piscicultura, no entanto, este anestésico € 250 vezes menos
solvel em &agua, em relacdo ao MS-222, assim, qualquer
solucdo contendo benzocaina tem que ser diluida em etanol,
acetona ou propileno glicol. Sdo necessarios 21 dias para
comercializacdo dos peixes que foram submetidos a benzocaina
e que serdo utilizados para alimentacdo (ROSS e ROSS, 1999).

Sua atuagdo como preventivo ao estresse em peixes
parece ocorrer por acdo direta nos canais de sodio, de modo a
evitar a transmissdo dos impulsos nervosos e promover a
diminuicdo do gradiente de transicdo de permeabilidade do
sodio nas membranas nervosas (GIMBO et al., 2008).

E comum a utilizac&o de benzocaina como anestésico em
tilapia (Oreochromis niloticus) e possui como referéncia para
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esta espécie a concentragdo de 100mg L™ deste farmaco
(DELBON e RANZANI-PAIVA, 2012). N&o é toxico para o
manipulador nas concentrac6es aplicadas nos peixes (ALLEN,
1988).

1.2.2 Eugenol

Outra alternativa que se mostra viavel para anestesia em
peixes e proveniente de produtos naturais, como 6leos essenciais
derivados de plantas. Os principais anestésicos naturais
utilizados no Brasil s&o o eugenol ou 6leo de cravo, extraido das
folhas e dos brotos da Eugenia caryophyllata, e o mentol,
extraido de plantas do género Mentha. Estes produtos sdo
facilmente encontrados no mercado nacional e apresentam baixo
custo. O o6leo de cravo tem como substancia ativa o eugenol,
conhecido depressor do sistema nervoso central em peixes
(SOUZA, et al., 2012).

De maneira semelhante a benzocaina, o eugenol tem
varias caracteristicas que o qualificam como um anestésico
seguro, com grande eficacia, ampla margem de seguranca para
0 peixe e auséncia de toxicidade para o operador nas doses
utilizadas para peixes (KEENE et al., 1998). Outra vantagem
deste farmaco é que ele é metabolizado e excretado rapidamente
no organismo do animal, ndo requerendo periodo de caréncia
(WAGNER et al., 2002).

No entanto, estudos em trutas revelaram que a
administracdo sucessiva de eugenol pode levar a acumulacao do
produto e que novos estudos devem ser conduzidos para
determinar sua toxicidade (GUENETTE et al., 2007)

O eugenol apresenta curto tempo de inducao e alto tempo
de recuperacdo anestésica, ideais para procedimentos mais
demorados, comparado com 0 MS-222 (tricaina metanossulfato)
nas mesmas concentracdes (KENNE et al., 1998).
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Segundo Coyle et al. (2004), outros anestésicos sao
eficientes para a anestesia da tilapia-do-Nilo, com as seguintes
concentragdes: MS-222: 100 a 200 mg L*; quinaldina: 25 a 50
mg L e 2-fenoxietanol: 400 a 600 mg L.

1.3 ANTICOAGULANTES E AVALIACAO HEMATO-
LOGICA

Alguns anticoagulantes utilizados podem determinar
limitacGes durante o processamento das amostras sanguineas,
ocasionando alteragbes in vitro e consequentemente na
avaliacdo hematoldgica. A utilizacdo de anticoagulante eficiente
e adequado é essencial para as avaliagdes hematoldgicas e
imunoldgicas (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004; PADUA
etal., 2012a).

A hemdlise estd entre as principais alteracdes
ocasionadas pela utilizacdo de anticoagulantes inadequados,
havendo ainda relatos de coagulacdo, aumento do volume dos
eritrécitos, diminuicdo no namero de leucdcitos, assim como
alteracdes morfoldgicas das células sanguineas e incremento das
espécies reativas de oxigénio (ISHIKAWA et al., 2010).

Entre os anticoagulantes empregados para realizar 0s
procedimentos hematoldgicos em peixes, a heparinae o EDTA
sdo 0s mais utilizados. Entre as apresentacdes destes farmacos,
0s principais sao a heparina de sddio, heparina de litio, EDTA
dissodico, EDTA dipotassico e 0 EDTA tripotassico, que por sua
vez atuam inibindo diferentes etapas da cascata de coagulacéo,
0 que preserva a fluidez do sangue e viabiliza a realizacdo do
hemograma (PADUA et al., 2012a).

As amostras sanguineas de boa qualidade devem ser
utilizadas para a avaliacdo hematoldgica e as amostras
coaguladas, hemolisadas ou armazenadas de forma inadequada
devem ser descartadas. A amostra de sangue deve ser transferida
imediatamente  para  recipientes adequados  contendo
anticoagulante para minimizar a coagulacdo, que quando ocorre
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podem ser observado trombdcitos agregados na visualizagdo ao
microscopio (HRUBEC e SMITH, 2010).

O teste de fragilidade osmotica dos eritrocitos determina
a resisténcia destes frente ao estresse osmatico, 0s quais podem
apresentar distdrbios na permeabilidade e estabilidade da
membrana  dependendo do  anticoagulante  utilizado
(ISHIKAWA et al., 2010).

Esta técnica permite definir dois parametros:

- resisténcia méxima: a concentracdo de NaCl
correspondente a hemdlise total (100%);

- fragilidade corpuscular média: correspondente a
concentracdo de NaCl em que se observa 50% de hemdlise.

Os  parametros  eritro-leucocitarios  tém  sido
recomendados para diagndstico e prognéstico de condigcbes
morbidas em populagdes de peixes e também para avaliacéo de
condicdes de estresse, tanto em animais de ambiente natural
como em cativeiro (SANTOS e TAVARES-DIAS, 2010).

Morfologicamente os eritrécitos maduros de peixes
variam de ovais a elipsoidal com nucleo central. O nucleo pode
ocupar até um quarto do volume da célula e o eixo longitudinal
do ndcleo é paralelo ao da célula. O citoplasma do eritrocito
apresenta-se eosinofilico claro, homogéneo, podendo conter
quantidade varidvel de pontos claros rarefeitos ou vactolos
associados a degeneracdo de organelas celulares (THRALL et
al., 2007).

O grupo de leucdcitos sdo as células responsaveis pela
defesa do organismo (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).
Estes utilizam as vias sanguineas para realizar o0 monitoramento
de possiveis infeccbes ou lesdo tecidual (TAVARES-DIAS,
2003). Integram diferentes linhagens celulares nas quais sao
diferenciados morfologicamente pela presenca ou auséncia de
granulacdes, assim como pelas suas caracteristicas morfologicas
e tintoriais (SATAKE et al., 2009).
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Os neutrofilos sdo células com citoplasma rico em
granulac@es neutrofilicas finas, com nucleo geralmente na forma
de bastonete e raramente na forma segmentada. Segundo
Yamamoto et al. (2001), elas atuam na defesa contra infeccdes
causadas por diversos agentes contaminantes.

A funcdo normal dos linfécitos dos peixes € dependente
da adaptacdo da membrana lipoprotéica, portanto, a composi¢éo
dos acidos graxos e a temperatura ambiente estdo descritas como
fatores que determinam a fluidez e permeabilidade das
membranas (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

Os eosinofilos sdo celulas arredondadas, normalmente
com nucleo excéntrico e citoplasma com granulos eosinofilicos
(UEDA et al., 2001; RANZANI-PAIVA et al., 2003). Estdo
raramente presentes no sangue periférico de peixes, sendo
observados com maior frequéncia em 6rgdos hematopoiéticos
do que em sangue circulante, possivelmente sdo detectados na
circulacdo somente quando necessarios (TAVARES e
MORAES, 2004).

Os basofilos sdo esféricos, com citoplasma rico em
granulos basofilicos de varios tamanhos. O nucleo é esférico e
roxo. As vezes, a linha nuclear ndo pode ser distinguida devido
a presenca destes granulos (UEDA et al., 2001).

Os mondcitos sdo células responsaveis pela fagocitose
ou digestdo de particulas estranhas ao organismo (TAVARES-
DIAS e MORAES, 2004). Sao células grandes, que variam
guanto a forma e apresentam nucleo volumoso, ocupando
aproximadamente dois tercos da célula. O citoplasma tem
discreta basofilia, com vactolos (RANZANI-PAIVA et al.,
2003).

Em peixes, além de sua influéncia na coagulacdo do
sangue, pouco se conhece sobre as func¢des dos trombdcitos, por
serem células ainda pouco estudadas, mas acredita-se que
possam estar relacionadas com o sistema de defesa
(MATUSHIMA e MARIANO, 1996).



42

As enfermidades e falhas técnicas de processamento de
amostras estdo relacionadas as alteracbes do hemograma nos
animais, por isso, o quadro hematoldgico de diferentes peixes e
condicbes de criagdo vém sendo estudados (VARGAS e
RIBEIRO, 2009).
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2 OBJETIVOS
- Avaliar a influéncia de diferentes protocolos anestésicos e

anticoagulantes nas células sanguineas de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus).
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3 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade do Estado
de Santa Catarina (UDESC), sob o protocolo n° 01.26.14.

3.1 ANIMAIS

O ensaio foi conduzido nas dependéncias do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias (CAV), no setor de Piscicultura e no
Laboratorio Clinico Veterinario do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias (CAV) da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC).

Foram utilizados trinta peixes, aparentemente saudaveis,
Oreochromis niloticus, com peso médio de 473+35,50 g e
comprimento total médio de 29,33+0,37cm, adquiridos de
criatério comercial localizado no municipio de Lages (SC).
Apos transporte, os peixes foram alocados em caixas d’agua
com capacidade de 300L com sistema de aeragdo constante.

Durante o periodo experimental a temperatura da agua e
0 pH foram avaliados uma vez ao dia, por meio do uso de
termdmetro de bulbo e pHmetro, respectivamente. A
temperatura variou entre 23 a 23,5°C e o pH entre 6,5a 7,5.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os peixes foram divididos em trés grupos experimentais
contendo dez animais cada:
e Grupo Controle (GC): somente contencdo fisica, sem
anestesia.
e Grupo Benzocaina® (GB): anestesia com cloridrato de
benzocaina (100mg L™ de agua).

! Sigma Aldrich®



45

e Grupo Eugenol? (GE): anestesia com eugenol (70mg L*
de agua).

3.3 BIOMETRIA, ANESTESIA E OBTENCAO DAS
AMOSTRAS

A contencdo fisica foi realizada com o auxilio de pucas
para retirada dos individuos das caixas d’agua.

Os testes foram realizados a 23°C. Essa temperatura é a
normalmente utilizada em aquérios para manutencao de peixes
(DELBON, 2006).

Os peixes pertencentes ao grupo controle, foram contidos
manualmente com auxilio de panos umidos sob a regido da
cabeca. Assim, permaneciam imdveis até que a coleta fosse
realizada. Os peixes dos outros grupos (GB e GE) foram
considerados anestesiados quando sua posi¢do na agua se tornou
aleatdria, com prevaléncia da posicdo dorsal e sem resposta
corporal a estimulos externos.

Os farmacos utilizados sdo hidrofobicos e precisaram ser
diluidos em etanol (97%). Para excluir a possibilidade de
anestesia causada pelo diluente etanol, foram realizados testes
com 0s animais expostos apenas a esse, no qual os peixes ndo
apresentaram qualquer modificacdo aparente no
comportamento, que pudesse sugerir inducdo anestésica, como
a prevaléncia da posicao dorsal na 4gua, entre outros.

Em seguida os animais foram pesados e medidos, sendo
gue o comprimento total compreende da boca até a ponta da
cauda (Figura 1).

2 Sigma Aldrich®
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Figura 1-Biometria de Oreochromis niloticus

Fonte: producédo do proprio autor

Para avaliar os estagios de evolucdo da anestesia foi
utilizado o critério proposto por Woody et al. (2002) (Tabela 1).

Tabela 1- Estagios anestésicos da anestesia, segundo Woody et
al. (2002)

Estdgio de anestesia ~ Descri¢do do comportamento

Sedacao leve Diminui¢do dos movimentos operculares

Anestesia leve Perda parcial de equilibrio e dificuldade em
manter posicdo normal de nado, guando
parado

Anestesia profunda  Perda total de equilibrio e incapacidade de
recuperar a posicao vertical de nado

Anestesia cirargical  Auséncia de reacdo a qualquer estimulo

Anestesia Minimo movimento opercular, animal
cirurgicall imovel
Colapso medular Overdose ou tempo excessivo de anestesia

Fonte: (WOODY et al., 2002)

A frequéncia respiratdria foi avaliada antes e apds a
indugdo anestésica. Posteriormente, o0s peixes foram
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posicionados em decubito lateral direito e por meio de
venopuncdo do vaso caudal, foi coletado de 0,8 a 1,5 mL de
sangue com seringas (3mL) e agulhas hipodérmicas estéereis 21G
(Figura 2), previamente heparinizadas ou lavadas com
Na2EDTA.

Figura 2 — Colheita de sangue por venopuncédo do vaso caudal

de Oreochromis niloticus
239 M»\J&}'\;

= A

\

Fonte: producdo do préprio autor

As amostras de sangue foram acondicionadas em
microtubos (2,0 mL) contendo anticoagulante heparina sodica
(50U1) e Na;EDTA (2mg mL™). As coletas ocorreram nas
primeiras horas da manha e posteriormente as amostras foram
processadas para avaliacdo hematoldgica e de fragilidade
osmotica eritrocitaria.

3.4 EXAMES LABORATORIAIS

As amostras foram transportadas sob refrigeracdo em
caixa térmica para o Laboratério Clinico Veterinario, CAV-
UDESC, procedimento que levou cerca de uma hora apés a
primeira amostra coletada.

3.4.1 Hemograma
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Foram confeccionadas extensdes sanguineas em
duplicata e posteriormente estes foram corados com corante
hematolGgico rapido.®

A contagem total de células (eritrocitos, leucocitos e
trombacitos) foi obtida por meio de método direto utilizando o
diluente/corante Natt e Herrick (1952) na diluicdo de 1:100 em
camara de Neubauer (Figura 3), seguindo o fator de
multiplicagdo e obtendo desta forma seus valores por pL de
sangue.

Figura 3 - Leucdcitos e trombdcitos na cdmara de Neubauer sob
microscopia optica, utilizando o corante Natt e Herrick (1952).
Leucdcito (seta). Aumento de 400x

Fonte: produgdo do proprio autor

Para obtencdo dos valores absolutos de trombdcitos, apos
a contagem na camara de Neubauer das células nucleadas totais
(leucdcitos e trombdcitos) foi realizada contagem diferencial de
leucdcitos e trombdcitos no extensdo corada, obtendo a partir de
valores percentuais, os valores absolutos de cada grupo celular.

A contagem diferencial de leucdcitos, morfologia celular
e contagem de trombdcitos foram realizados em extensdes

3 LB-Laborclin®
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sanguineas visualizados em microscopio Optico (1000x) e
contados em 200 células por lamina, estabelecendo o percentual
de cada componente celular (Figuras 4 e 5).

Figura 4 - Eritrocitos de Oreochromis niloticus. Corante tipo
Romanowsky. Aumento de 1000x

o)

L.n':

Fonte: producéo do préprio autor

Figura 5 - Leucdcitos e trombdcito de Oreochromis niloticus.
(A) Neutrdfilos. (B) e (C) Linfocitos. (D) e (E) Eosindfilos. (F)
Basdfilo. (G) Mondcitos. (H) Trombdcito. Corante tipo
Romanowsky Aumento de 1000x

o® ~ o0 [
\

Fonte: produgdo do préprio autor
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A determinacdo do volume globular foi realizada pela
técnica do microhematdcrito conforme Jain (1986). O volume
corpuscular médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM) foram determinados por meio de
calculos matematicos.

A hemoglobina foi mensurada por meio de kit comercial
em analisador bioquimico semi-automatico®.

3.4.2 Proteina plasmatica total (PPT)

A determinacdo da concentracdo da proteina plasmatica
total foi realizada por meio de refratbmetro portatil °

3.4.3 Fragilidade osmética eritrocitaria (FOE)

A fragilidade osmdtica eritrocitaria foi realizada em dois
momentos, imediatamente ap6s a obtencdo das amostras, sendo
considerado o momento (0h) e sete horas ap6s (7h), com intuito
de mimetizar o tempo prolongado de transporte das amostras até
0 seu processamento nos laboratérios.

Para realizacdo dos testes de fragilidade osmdtica
eritrocitéria, foram utilizados diluicBes de NaCl (pH 7,4) em
série a partir de solucdo estoque de 10%, sendo utilizadas as
seguintes concentragdes: 0,85%, 0,80%, 0,75%, 0,70%, 0,65%,
0,60%, 0,55%, 0,50%, 0,45%, 0,40%, 0,35%, 0,30%, 0,25%,
0,20%, 0,10% e 0,00% de NaCl, com acréscimo de 10 pL de
sangue (Figura 6). Depois de 30 minutos os tubos foram
centrifugados a 700 g para determinar a porcentagem de
hemolise em cada concentracdo de acordo com a técnica
proposta por Parpart et al. (1947). Foi realizada a leitura da

4 Thermoplate TPAnalyzer Plus®
5 Biosystems®
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absorbéncia sob comprimento de onda de 546 nm em analisador
bioquimico semi-automatico.

O resultado deste teste expressa a concentracdo de NaCl
correspondente a 50% de hemdlise (H50), calculado a partir da
curva dos percentuais de hemdlise nas concentrac@es, ajustada
por um modelo linear generalizado para as propor¢Ges com
funcéo de ligacdo Probit (MCCULLOCH e SEARLE, 2001).

Figura 6 - Teste de fragilidade osmotica eritrocitaria em tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus)

Fonte: produgdo do proprio autor

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais provenientes de criatorio da regido de Lages
foram levados ao Setor de Piscicultura do CAV, onde ficaram
durante 24 horas em tanques para acondicionamento e periodo
de jejum, uma vez que a alimentacdo interfere na agdo do
farmaco e também nas analises hematolégicas (Brown, 1993).
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Foram escolhidos, aleatoriamente, vinte peixes,
Oreochromis niloticus, sendo dez anestesiados com cloridrato
de benzocaina (100 mg L) e dez com eugenol (70 mg L?). Os
peixes, exceto o grupo controle, foram individualmente expostos
as concentracdes dos anestésicos.

Ap0s a anestesia, 0s peixes de ambos os grupos (GB e
GE) foram retirados da &gua e manipulados para a coleta de
amostra de sangue. Os animais do grupo controle ndo foram
anestesiados, entretanto, passaram pelos mesmos procedimentos
como verificacdo da frequéncia respiratoria, biometria e coleta
de sangue, assim como 0s animais expostos aos anestésicos.

Posteriormente, os peixes foram colocados em um
recipiente com capacidade de aproximadamente 10 L de agua,
para monitorar a recuperacdo. O tempo de recuperacdo
anestésica compreendeu o periodo desde a inducdo até o retorno
das atividades normais.

As amostras foram processadas imediatamente apos a
coleta. Estas foram realizadas sempre no periodo da manha das
7:00h as 9:00h para minimizar as alteragdes pelo ciclo
circadiano.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram tabulados e analisados por programa
computacional Sigma Stat for Windows (2009), aplicando-se o
teste t pareado para comparar 0 mesmo grupo com os diferentes
anticoagulantes e Analise de Variancia (ANOVA) de uma via
comparando 0 grupo benzocaina e o grupo eugenol com o
controle, tanto para Na;EDTA como para heparina e as
diferencas encontradas foram avaliadas pelo teste de Tukey com
significancia de (p<0,05).
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4 RESULTADOS

Né&o foi observado 6bito de nenhum peixe ao longo do
periodo experimental.

4.1 CARACTERISTICAS DA AGUA E ANESTESIA

Durante o periodo de aclimatacdo de 24 horas, a
temperatura da dgua do tanque variou entre 23 a 23,5 °C, o pH
entre 6,5a7,5. As variaveis fisicas (pH e temperatura) avaliadas
no trabalho ndo apresentaram alteracGes que pudessem interferir
nos resultados obtidos durante a experimentagéo.

O tempo de inducdo anestésica em segundos foi
numericamente inferior em ambos o0s grupos comparados com o
tempo de recuperacdo. Foi observado diferencas estatisticas
significativas entre os grupos, sendo superior no grupo eugenol
(GE) comparando com o grupo benzocaina (GB) no tempo de
recuperacao (Tabela 2).

Tabela 2 - Tempo de inducdo e tempo de recuperacdo dos
grupos cloridrato de benzocaina (GB) (100mg L) e eugenol
(GE) (7TOmg L)

Pardmetros GB GE
Tempo de indugéo (s) 194,90454,67 NS 206,40+54,02 NS
Tempo de recuperacao (s) 427,10+182,614 580,30+135,728

ABLetras maiusculas diferentes na mesma linha significam médias com
diferencas estatisticas significativas entre grupos

NS N3o significativo

Fonte: producdo do préprio autor

4.2 BIOMETRIA

Os animais analisados no presente trabalho
apresentavam peso médio de 473+35,50g e comprimento total
de 29,33 + 0,37 cm. O peso corporal e 0 comprimento nao
apresentaram diferenca significativa entre os grupos, o que ja era
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esperado, pois fora preconizada uma formacdo de grupos mais
homogénea possivel.

Os valores médios do peso corporal, comprimento e
movimentos respiratérios antes e ap0s inducao nos trés grupos
estéo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Peso corporal (g), comprimento total (cm),
movimentos respiratorios por minuto (mpm) antes e apos
inducdo de Oreochromis niloticus, nos 3 grupos (n=10), sendo
GC- sem anestesia, GB- anestesia com 100mg L™ de benzocaina
e GE- anestesia com 70mg L™ de eugenol

Parémetros GC GB GE
Peso corporal (g) 488+84,3NS 480+125,7NS 4514551
Comprimento total (cm) 30+1,4 NS 29+2 1 NS 29+1 5N
Mov. resp. antes (mpm) 67,2+ 8,4NS 65,6+6,9NS  68,8+12,2NS
Mov. resp. apds (mpm) 25,5+34,2 86,2+18,0° 41,248,78

ABLetras mailsculas diferentes na mesma linha significam médias com
diferencas estatisticas significativas entre grupos

NS Nao significativo

Fonte: producéo do préprio autor

As tilapias que foram expostas aos anestésicos, passaram
sequencialmente por todos o0s estagios de anestesia descritos por
Woody et al. (2002) (ver Tabela 1), exceto colapso medular, pois
ndo foi induzida a overdose nestes animais. Os movimentos
respiratérios antes da inducdo ndo apresentaram diferenca
estatistica significante entre os trés grupos. Porém, houve
diferenca apds a inducdo entre o grupo benzocaina e eugenol,
sendo que no grupo controle nao foi possivel a verificacdo em
seis animais entre os dez, devido a movimentacdo desses
animais na agua, dificultando a visualizagdo pelos observadores.

4.3 ERITROGRAMA
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Os valores médios dos pardmetros hematoldgicos:
volume globular (VG),taxa de hemoglobina (Hb), numero de
eritrécitos (Er), VCM e CHCM estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Valores médios + desvio padrdo do VG (volume
globular), Er (eritrdcitos), taxa de Hb (hemoglobina), VCM
(volume corpuscular meédio) e CHCM (concentracdo de
hemoglobina corpuscular média) de Oreochromis niloticus
divididas em 3 grupos (n=10), sendo GC- sem anestesia, GB-
anestesia com 100mg L de benzocaina e GE- anestesia com
70mg L* de eugenol utilizando diferentes anticoagulantes

Parimetros EDTA Heparina
GC GB GE GC GB GE
VG (%) 29,3+ 34,0+ 32,8+ 29,9+ 33,3+ 32,8+

2’3NS 8,5 NS 2,6 NS 2,6 NS 6,0NS 2’3NS

Er (x10/uL) 1,87+ 1,94+ 1,80+ 2,22+ 1,79+ 1,90+
0,33  0,43NS 0,47NS 0,37° 0,49NS 0,37Ns

Hb (g dL™?) 8,27+ 9,05+ 8,97+ 8,52+ 9,67 8,76x
1,04Ns 1,857 1,128 1,02N8 1,75° 0,99Ns

VCM(fL) 160+ 186,65+ 194,18+ 137,07+ 196,56+ 1782+
27,18% 89,04Ns  58,93NS  19,06"  5856°  3574NS

CHCM (%) 28,19+ 26,98+ 27,34+ 28,5+ 29,12+ 26,68+
2,28Ns 2,10 2,68NS 2,17Ns 2,13N8 1,810

ABLetras mailsculas diferentes na mesma linha significam médias com
diferencas estatisticas significativas entre grupos (em relagdo ao GC)

B[ etras minGsculas diferentes na mesma linha significam médias com
diferencas estatisticas significativas entre anticoagulantes no mesmo grupo
NS N3o significativo

Fonte: producdo do préprio autor

Comparando o volume globular (VG) entre os trés
grupos e os dois anticoagulantes, ndo foi observada diferenca
estatistica. Houve diferenca estatistica na contagem de
eritrocitos entre os dois anticoagulantes utilizados no grupo
controle, sendo maior com o anticoagulante heparina.

Os peixes do grupo controle apresentaram
numericamente os menores valores da taxa de hemoglobina, ja
0S animais anestesiados com benzocaina apresentaram 0s
maiores valores. Os peixes do grupo eugenol apresentaram
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valores superiores ao controle e inferiores ao grupo benzocaina,
ndo ocorrendo diferenca entre os trés grupos avaliados. Houve
apenas diferenca estatistica entre anticoagulantes no grupo
benzocaina.

O VCM (volume corpuscular médio) dos grupos
benzocaina e eugenol foram numericamente superiores quando
comparados com o grupo controle. Entretanto, esta diferenca
ndo foi evidenciada no teste estatistico aplicado. Ocorreu
diferenca estatistica entre o grupo controle e benzocaina com o
anticoagulante heparina e no grupo controle entre o0s
anticoagulantes.

4.4 LEUCOGRAMA

O ndmero de leucdcitos totais absolutos estdo
apresentados na Tabela 5. De acordo com os resultados do teste
estatistico aplicado, houve diferenca entre o nUmero de
leucdcitos totais entre os anticoagulantes em todos 0s grupos,
sendo superiores com o anticoagulante Na;EDTA.

Quanto aos neutrofilos, os valores encontrados nos
peixes do GC e GB com o anticoagulante Na;EDTA, foram
estatisticamente diferentes (p<0,05), sendo superior no GB
(Tabela 5). Houve ainda diferenca estatistica entre o0s
anticoagulantes sendo superiores com Na;EDTA, tanto no grupo
controle como no grupo eugenol.

Os linfocitos foram inferiores no grupo benzocaina. A
contagem de linfocitos foi estatisticamente diferente entre os
grupos controle e benzocaina tanto com Na;EDTA como na
heparina, sendo superior no grupo controle com ambos 0s
anticoagulantes. As tilapias apresentaram no final do
experimento aumento absoluto médio de linfocitos no grupo
eugenol (p<0,05) com Na;EDTA.
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Os eosindfilos foram raramente  encontrados,
apresentando diferenca estatistica entre anticoagulantes no
grupo eugenol, sendo superior com Na;EDTA.

Assim como os eosinofilos, os basofilos foram raramente
observados, sendo encontrados apenas no grupo benzocaina e
coincidentemente com o anticoagulante heparina.

Os maiores valores de mondcitos foram observados nos
peixes tratados com benzocaina comparados com 0O grupo
controle. Houve diferenca significativa entre anticoagulantes no
grupo eugenol, sendo superior com Na;EDTA. Porém, ndo se
observou diferenga entre os grupos (Tabela 5).

De acordo com os resultados do teste estatistico aplicado,
ndo houve diferenca entre os nimeros de trombdcitos entre 0s
grupos e sim entre os anticoagulantes. O nimero de trombdcitos
apresentou diferenca tanto no grupo controle quanto no grupo
eugenol, ambos superiores com Na;EDTA.

Durante a realizagdo da contagem diferencial de
leucdcitos do presente estudo, foram observados diversas células
e trombdcitos e agregados nas extensdes realizados a partir do
sangue acondicionado nos microtubos contendo heparina
(Figura 7).

Figura 7 - Extensdes de sangue realizados com heparina. (A)
Aglomerados celulares (setas). (B) Agregado de trombdcitos
seta). Corante tipo Romanowsky. Aumento de 1000x

Fonte: producdo do préprio autor
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Tabela 5 - Valores médios absolutos + desvio padrdo de
trombocitos e  diferentes leucocitos  encontrados em
Oreochromis niloticus divididas em 3 grupos (n=10), sendo GC-
sem anestesia, GB-anestesia com 100mg L™ de benzocaina e
GE- anestesia com 70mg L™ de eugenol utilizando diferentes
anticoagulantes
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ABLetras mailsculas diferentes na mesma linha significam médias com
diferengas estatisticas significativas entre grupos (em relagdo ao GC).

¥ etras mintsculas diferentes na mesma linha significam médias com
diferengas estatisticas significativas entre anticoagulantes no mesmo grupo.
NSN&o significativo

Fonte: producdo do préprio autor
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4.5 FRAGILIDADE OSMOTICA ERITROCITARIA

A fragilidade osmotica eritrocitaria (FOE) da espécie
Oreochromis niloticus foi avaliada entre os grupos benzocaina
e eugenol, comparando com o grupo controle. Para comparagéo
entre anticoagulantes no mesmo grupo avaliou-se em dois
momentos: ap6s Oh da coleta e 7h da coleta da amostra. N&o foi
observada diferenca significativa entre os trés grupos, porém
houve diferenca (p<0,05) entre anticoagulantes e entre 0S
momentos no mesmo grupo na hemdlise 50% (H50) (Tabela 6).

No grupo controle, diferencas estatisticas foram
encontradas com o anticoagulante Na;EDTA em ambos 0s
momentos e também no momento 7 horas apds a coleta da
amostra, entre Na,EDTA e heparina.

No grupo benzocaina observou-se que as diferencas
foram significativas com o mesmo anticoagulante em ambos os
momentos, tanto para Na;EDTA, como para heparina e também
entre anticoagulantes no momento ap6s Oh como 7h apés a
coleta.

No grupo eugenol, houve apenas diferengas no momento
apos Oh da coleta entre os anticoagulantes, sendo superior com
0 anticoagulante Na;EDTA.

As amostras contendo Na2;EDTA apresentaram hemolise
discreta a moderada desde os primeiros momentos, observado
nos microtubos capilares durante a determinacdo do
hematocrito.
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Tabela 6 - Valores da média + desvio padréo das concentragdes
de solucdo salina tamponada (% NaCl) correspondentes a 50%
de hemolise e efeito dos anticoagulantes Na2EDTA (2mg) e
heparina (50Ul) no armazenamento in vitro na fragilidade
osmatica eritrocitaria de tilapias Oreochromis niloticus dos
grupos GC- sem anestesia, GB- anestesia com 100mg L* de
benzocaina e GE- anestesia com 70mg L* de eugenol,
processadas imediatamente e apds sete horas de armazenamento

Parametros GC GB GE

Hemolise
50% Oh 7h Oh 7h Oh 7h

Nay 0,38+ 0,50+ 0,44+ 0,50+ 0,45+ 0,48+
EDTA 0,114 0,16%® 0,074 0,10%® 0,08  0,08"s
0,34+ 0,35+ 0,32+ 0,37+ 0,36+ 0,41+
0,10Ns  0,08° 0,07° 0,108 0,04>  0,05Ms
ABLetras mailsculas diferentes na mesma linha significam médias com
diferencas estatisticas significativas com 0 mesmo anticoagulante no mesmo
grupo entre os dois momentos (apds Oh e 7h ap6s a coleta)
[ etras minudsculas diferentes na mesma coluna significam médias com
diferengas estatisticas significativas entre anticoagulantes no mesmo grupo e
no mesmo momento
NS N3o significativo
Fonte: producdo do préprio autor

Heparina

As médias das curvas cumulativas da fragilidade
osmotica eritrocitaria em Oreochromis niloticus avaliadas por
grupos, tanto imediatamente ap6s a coleta das amostras (Oh)
como posteriormente (7h) estdo apresentadas nas Figuras de 8 a
10.
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Figura 8 - Representagdo grafica da média das curvas
cumulativas da fragilidade osmotica eritrocitaria de tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus), pertencentes ao grupo controle
(GC) com utilizacdo de diferentes anticoagulantes em dois
momentos: primeiras horas (Oh) e sete horas ap6s a coleta (7h)

Grupo Controle
150

100

($2]
o

Hemolise (%)

0,65
0,70
0,75
0,80
0,85

——EDTA (0h)
—A—EDTA (7h) —=— Heparina (7h)

—a— Heparina (0h)

Fonte: producdo do préprio autor
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Figura 9 - Representagdo grafica da média das curvas
cumulativas da fragilidade osmatica eritrocitaria em tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus), pertencentes ao grupo benzocaina
(GB) com utilizacdo de diferentes anticoagulantes em dois
momentos: primeiras horas (Oh) e sete horas ap6s a coleta (7h)

Grupo Benzocaina
150

100

50

Hemolise (%)

S o
—« eDTA(Oh) L[1deNaCl o \ioooing (on)
——EDTA (7h) —— Heparina (7h)
Fonte: produgéo do préprio autor
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Figura 10 - Representacdo grafica da média das curvas
cumulativas da fragilidade osmatica eritrocitaria em tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus), pertencentes ao grupo eugenol
(GE) com utilizacdo de diferentes anticoagulantes em dois
momentos: primeiras horas (Oh) e sete horas ap6s a coleta (7h)
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——EDTA (7h) —»— Heparina (7h)

Fonte: producéo do préprio autor

Os valores de hemdlise 50%, foram numericamente
inferiores em todos o0s grupos quando processados
imediatamente ap0s a colheita das amostras comparados com o
momento 7 h apds a coleta da amostra e ndo ocorreram
diferencas estatisticas significativas entre os grupos em ambos
0S momentos entre os anticoagulantes. Entretanto, a heparina foi
mais eficiente em ndo produzir hemdlise quando comparada
com o0 Na2EDTA, tanto nas primeiras horas (Oh) assim como 7
horas depois.

4.6 PROTEINA PLASMATICA TOTAL (PPT)

Os valores obtidos para proteina plasmatica total, estdo
dispostos na tabela 7.
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Tabela 7 -Valores médios + desvio padrdo da mensuracdo da
proteina plasmaética total (PPT) de Oreochromis niloticus
divididas em 3 grupos (n=10), sendo GC- sem anestesia, GB-
anestesia com 100mg L de benzocaina e GE- anestesia com
70mg L* de eugenol, utilizando diferentes anticoagulantes
Na,EDTA Heparina
GC GB GE GC GB GE
PPT 4,2+ 4,48+ 4,65+ 3,88+ 38+ 4,23+
(9dL?)  0,53a 0,732 0,70a  0,60b 0,40b  0,83b
¥ etras mindsculas diferentes na mesma linha significam médias com
diferengas estatisticas significativas entre anticoagulantes no mesmo grupo
Fonte: producdo do préprio autor

Parametros

Houve diferenca estatistica significativa (p<0,05) para a
proteina plasmatica total entre anticoagulantes em todos os
grupos, obtendo valores maiores com Na;EDTA.
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5 DISCUSSAO

A temperatura do meio influencia a atividade do peixe,
seu consumo de oxigénio e a capacidade de carreamento de
oxigénio da agua. Com a diminuicdo da temperatura, o peixe ira
se tranquilizar e pode até ocorrer sua imobilizacdo (ROSS e
ROSS, 1999).

Como a temperatura da agua ndo variou entre o0s trés
grupos, esta provavelmente ndo influenciou nos resultados do
presente trabalho, sugerindo que os principais responsaveis pelo
tempo de inducdo e recuperacdo anestésica se deve a agdo dos
anestésicos (MYLONAS et al. 2005).

Os movimentos respiratorios antes da indugdo nao
apresentaram diferenca estatistica entre os trés grupos. Porém
apresentou diferenca apdés a inducdo, sendo que no grupo
controle ndo foi possivel a verificacdo em seis animais entre 0s
dez, por dificuldades de visualizacdo, devido a intensa
movimentacdo na agua. Desta forma, comparando apenas 0s
grupos eugenol e benzocaina, os movimentos foram em maior
nimero na recuperacdo com o cloridrato de benzocaina,
provavelmente devido ao aumento de catecolaminas que
aumentam os batimentos cardiacos e respiratdrios, 0 que por sua
vez altera as taxas de troca de agua nas branquias, bem como os
niveis plasmaticos de Na*,CI", K* e proteina (MOMMSEN et al.,
1999; IWAMA et al., 2004).

Em relacdo ao tempo de recuperacdo anestésica que
compreende 0 momento desde a inducdo até o retorno das
atividades normais foi superior no GE comparando com o GB,
corroborando Prince e Powell (2000) e Costa (2011). Estes
relatam que o aumento deste tempo pode ser positivo em préaticas
cirurgicas, de biometria e de desova, pois nessas manipulacoes
€ necessario que o peixe permaneca anestesiado por um longo
periodo de tempo depois de ser removido da solugdo anestésica.
Porém, de acordo com Marking e Meyer (1985), a eficiéncia de
um anestésico esta no curto tempo de laténcia
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(aproximadamente trés minutos) e na répida recuperacdo dos
peixes (aproximadamente cinco minutos), sendo que neste
trabalho a média de tempo de recuperacédo variou de sete a nove
minutos para benzocaina e eugenol, respectivamente.

No presente estudo, o tempo de indugdo anestésica e
recuperacdo foram inferiores e superiores, respectivamente,
diferenga que pode estar ligada ao tamanho do animal. Segundo
Roubach et al. (2002), a superficie de absor¢do € maior em
peixes menores, 0s quais absorvem mais anestésico do que 0s
peixes maiores, e consequentemente, seu tempo de inducéo
anestésica é mais rapida e sua recuperacdo mais lenta. Mesmo o
tempo de inducdo sendo mais rapido quando comparado com o
de recuperacéo, para biometria e obtencdo das amostras o tempo
de inducdo anestésica foi suficiente tanto com eugenol e
benzocaina em todos 0s peixes, com excegdo 0 grupo controle
que nao foi submetido a anestesia, porém as coletas foram
realizadas facilmente neste grupo, devido sua imobilidade.

As concentracdes de eugenol e benzocaina determinadas
para este estudo foram escolhidas uma vez que estas dosagens
sdo as mais aplicadas em estudos com anestesia profunda,
principalmente para a espécie Oreochromis niloticus (PEAKE,
1998; FACANHA e GOMES, 2005; DELBON, 2006).

Facanha e Gomes (2005) relataram que o tempo de
inducdo a anestesia é prolongado quando foi utilizada a
concentragdo de benzocaina de 100mg L™ de agua, porém o
tempo de recuperacao esta dentro da faixa considerada adequada
para procedimentos como a biometria. J& Ostrensky et al. (2000)
concluiram que a concentracdo O6tima para se obter um estado
completo de anestesia em tilapias Oreochromis niloticus foi de
60mg L* de benzocaina.

A concentracio de 70 mg L de eugenol para as tilapias
na faixa de peso utilizada e a 23°C foi bastante satisfatoria,
corroborando com dados obtidos por Peake (1998), que
recomendou dosagem proxima (60mg L) para ndo salmonideos
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e também com Delbon (2006) que utilizou concentracfes de 60
a100mg L em tilapias.

A escolha do anticoagulante ideal, também é importante
no momento das avaliacbes hematologicas, tanto na morfologia
celular como no processamento. Para Hrubec e Smith (2010) os
salmonideos (salmdes e trutas), ciprinideos (carpas) e esturjao
(esturjdo atléntico) preservam melhor a morfologia sanguinea
com heparina, enquanto o catfish, tilapias e pacu conservam
melhor em &cido etilenodiaminotetracético (EDTA).

Ocasionalmente, 0 sangue pode coagular na presenca do
anticoagulante, sendo que os coagulos formados podem ser
vistos grosseiramente ou 0s trombdcitos aparecem agregados na
extensdo sanguinea sob o microscopio Optico. A utilizagdo de
um anticoagulante ideal e a reducdo do estresse de captura pode
impedir que ocorra esta aglomeracdo (HRUBEC e SMITH,
2010).

A heparina apresenta a desvantagem de formacéo de
agregados celulares em aves (CAMPBELL, 1994; CANDIDO,
2008), podendo sugerir que 0 mesmo oOcorreu neste caso.
Mainwaring e Rowley (1985), também observaram a ocorréncia
de grumos de células quando utilizaram a heparina.

Diversas alteracdes sdo observadas nos parametros
hematol6gicos quando os peixes sdo submetidos ao estresse.
Nestas condicdes estressantes as alteracbes hematoldgicas
geralmente sdo acompanhadas de hiperglicemia e aumento da
hemoglobina, decorrente da liberacdo de cortisol, que induz
incremento da gliconeogénese hepéatica (CARNEIRO, 2001).

No presente estudo ndo ocorreu diferenca estatistica para
0 VG nos grupos estudados, cujos valores foram muito proximos
aos encontrados por outros autores que estudaram a mesma
especie (ALKAHEM, 1994; UEDA et al., 1997; TAVARES-
DIAS e FAUSTINO, 1998; TAVARES-DIAS et al., 2000a).

As alteragdes da concentracdo de hemoglobina, do
hematocrito ou do numero de eritrocitos apos estresse podem
sugerir hemoconcentracdo ou hemodiluicdo por disfuncao
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osmorregulatéria (HOUSTON et al., 1996). Ainda de acordo
com McDonald e Milligan (1997), o estresse provoca
hemoconcentracdo em muitos peixes de agua doce, o que pode
ser observado por meio da elevacdo do hematocrito. Ja Peterson
(1990) diz que o aumento do hematdcrito é geralmente
observado como resultado da tumefacdo do eritrocito,
diminuicdo do volume plasmatico, aumento do ndmero de
eritrocitos ou uma combinacédo destes fatores.

Em relagcdo aos peixes submetidos a anestesia com
eugenol, ndo foi verificada diferenca estatistica neste parametro,
corroborando com os resultados de Wagner et al. (2003), que
ndo verificaram alteracdes nos niveis de volume globular de
peixes anestesiados com dleo de cravo e tricaina metanossulfato.
Enquanto Sladky et al. (2001) relataram aumento dos niveis de
hematocrito e da taxa de hemoglobina quando pirapitinga
(Piaractus brachypomus) foi anestesiada com 50 e 100 mg L
de eugenol.

A coleta de sangue com heparina podem resultar em
valores maiores de hematdcrito, eritrocitos e da taxa de
hemoglobina, comparados aos encontrados no sangue coletado
com Na:EDTA, para o0 mesmo animal (TAVARES-DIAS e
SANDRIN, 1998). Como a diferenca estatistica observada no
namero de eritrécitos ocorreu no grupo controle, ndo permite
sugerir que tal parametro seja indicador de respostas ao estresse
ocasionado pelos anestésicos.

Ap0s a reducdo dos niveis de oxigénio, causado pela
reducdo da irrigacdo branquial pode ocorrer aumento do nimero
de eritrocitos (LOWE-JINDE e NIIMI, 1983). Este aumento ¢
decorrente  do  estimulo adrenérgico nos  tecidos
hematopoiéticos, para contracdo esplénica e liberacdo dos
eritrocitos armazenados para a circulagéo sanguinea (NILSSON
e GROVE, 1974). Segundo Tort et al. (2002) o eugenol nao
causa danos a capacidade que os eritrocitos tém de carrear
oxigénio. Os valores encontrados para eritrocitos no presente
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trabalho foram similares aos descritos por Allen (1994) e por
Tavares-Dias e Faustino (1998) em tilapias do Nilo sadias.
Outros pesquisadores encontraram valores menores, como
Alkahem (1994) e Silveira e Rigores (1989) para a mesma
espécie e Ghiraldelli et al. (2006) para Cyprinus carpio.
Azevedo et al. (2006) também encontraram valores menores
dessa variavel ao trabalhar com exemplares mantidos em
piscicultura consorciada com suinos.

No grupo controle os valores de VCM encontrados
foram superiores com o anticoagulante Na,EDTA comparados
com heparina, exceto no grupo benzocaina. Os valores
encontrados neste trabalho foram similares ao relatado por
Silveira e Rigores (1989), Allen (1994), Alkahem (1994),
Nussey et al. (1995) e Bittencourt (2003).

O VCM foi superior no grupo benzocaina em relagéo ao
grupo controle com anticoagulante heparina. Foi relatado
aumento do tamanho dos eritrocitos em truta arco-iris, Salmo
gairdneri, ap0s estas serem anestesiadas com benzocaina ou
MS-222 (SOIVIO e NIKINMAA, 1981). O aumento deste
parametro indica que os eritrécitos sofreram turgescéncia devido
a hipoxemia ou estresse osmoético (NUSSEY et al., 1995).
Portanto, o proprio anestésico pode induzir efeitos indesejaveis,
alterando as varidveis hematologicas (THOMAS, 1991;
SLADKY et al., 2001; WOODY et al., 2002).

Para taxa de hemoglobina, houve apenas diferenca
significativa entre os anticoagulantes no grupo benzocaina,
sendo superior na heparina, sugerindo que ocorreu aumento da
capacidade de transporte de oxigénio pelas células, para suprir a
demanda energética em funcdo do estresse presente
(NIKINMAA et al., 1983).

Os resultados encontrados s&o semelhantes aos
encontrados na literatura por Tavares-Dias e Faustino (1998) em
O.niloticus, Tavares-Dias et al. (2000a), Nussey et al. (1995) em
O. mossambicus, Allen (1994) em O. aureus e Wepener et al.
(1992) em T.sparmani. No entanto, os valores da taxa de
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hemoglobina desta pesquisa foram superiores ao encontrado em
O. niloticus por Ueda et al. (1997); em O. aureus por Silveira e
Rigores (1989) e em Sarotherodon melanotheron por Lea
Master et al. (1990).

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM) nao teve diferenca significativa quando comparados
com o grupo controle, sendo semelhantes aos de Tavares-Dias e
Faustino (1998), Ueda et al. (1997), Nussey et al. (1995) e
Alkahen (1994). Porém os dados do presente trabalho foram
superiores aos encontrados por Silveira e Rigores (1989) e
inferiores aos de Allen (1994) e Bittencourt (2003) para a
espécie Oreochromis niloticus. Segundo Tavares-Dias e
Faustino (1998), a variacdo pode ocorrer devido a fatores
ex0genos como temperatura e estresse.

A taxa de hemoglobina e 0 CHCM variam inter e
intraespécies, sendo que tais variacdes podem ser atribuidas a
diversos fatores como a temperatura, concentragoes de oxigénio
dissolvido na é&gua, ciclo sazonal e estado nutricional
(NIKINMAA et al., 1983).

Segundo Val et al. (1990), peixes submetidos a baixos
niveis de oxigénio exibem elevados valores de hematocrito,
concentracdo de hemoglobina e numero de eritrécitos,
provavelmente para carrear mais eficientemente o pouco gas
disponivel.

As diferengas nas metodologias empregadas na colheita
de sangue também podem ser fatores de variacdes quantitativas
desses valores, visto que o tipo de anticoagulante utilizado neste
processo pode atuar como fonte de alteracdo de resultados
(TAVARES-DIAS et al., 2000a).

Com a utilizacdo do anticoagulante Na,EDTA o valor de
leucocitos absolutos foi diferente estatisticamente, sendo
superior com este anticoagulante em todos os grupos. Estes
resultados corroboram Tavares-Dias (2003) para a mesma
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espécie enquanto Ueda et al. (1997) encontraram valores
menores.

Esta diferenga estatistica entre o0s anticoagulantes,
provavelmente, ndo esta associada aos anestésicos, pois 0 grupo
controle também apresentou esta diferenca. Sugere-se que seja
por diferencas individuais ou ainda pela desvantagem da
heparina em causar aglomeracdo celular, indicando que durante
a contagem total de leucécitos na camara de Neubauer possa ter
ocorrido uma subestimagdo com este anticoagulante
(CAMPBELL, 1994; CANDIDO, 2008). As controvérsias nos
resultados podem ser devido a erros de identificagdo ocasionada
por falha do corante pela interferéncia do anticoagulante
heparina (TAVARES-DIAS, 2003).

Assim como nos valores de leucocitos absolutos, é
possivel que a heparina possa ter causado aglomeracdo de
neutrofilos, fazendo com que os valores encontrados fossem
menores na extensdo sanguinea.

Houve predominancia de linfocitos seguidos de
neutréfilos e mondcitos na contagem diferencial de leucdcitos,
semelhante ao observado por Ezzat et al. (1974), Lea Master et
al. (1990), Tavares-Dias e Faustino (1998), Tavares-Dias et al.
(2000b), Tavares-Dias e Moraes (2004) e Azevedo et al. (2006).
Outros autores verificaram predominéncia de neutréfilos na
contagem diferencial (UEDA et al., 1997; TAVARES-DIAS et
al., 2000a).

A predominancia de linfécitos no sangue de peixes ndo
esta bem esclarecida. Nos tecidos, as células mononucleares
(linfocitos e macrofagos) prevalecem na reacdo de defesa do
organismo, porém, em situacfes de estresse, 0 nimero de
linfocitos circulantes diminui. Dessa forma, os linfocitos em
peixes podem estar presentes no processo inflamatorio, na
resposta humoral e também mediada por células frente a diversas
situacdes (IWAMA e NAKANISHI, 1996).

A contagem de linfécitos foi estatisticamente diferente
entre 0s grupos controle e benzocaina, sendo inferiores com
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ambos os anticoagulantes neste grupo (GB). Devido a auséncia
de anestesia, pode ter ocorrido estresse agudo no momento da
coleta no grupo controle, justificando o aumento de linfocitos
neste grupo com os diferentes anticoagulantes. As tilapias
apresentaram no final do experimento aumento absoluto médio
de linfocitos no grupo eugenol (p<0,05) com Na,EDTA. Sugere-
se que a heparina pode ter atenuado o valor de linfécitos no
grupo eugenol.

Os linfécitos foram inferiores no grupo benzocaina,
podendo sugerir estresse causado pelo farmaco. Porém neste
estudo, a resposta ao estresse nao ocorreu nos peixes analisados,
visto que a variacdo do numero de linfocitos foi maior
comparado com resultados de Tavares-Dias (2003), e a variagédo
do namero de neutrofilos foi inferior em relacdo ao autor citado.
Se ocorresse diminuicdo no leucograma de linfécitos e aumento
de neutrofilos, as alteragdes seriam compativeis com condicao
de estresse crénico (RANZANI-PAIVA et al., 1999;
TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

Os eosindfilos foram escassos neste estudo, assim como
os achados de Ranzani-Paiva et al. (1998), Tavares-Dias et al.
(2000a) e Tavares-Dias e Moraes (2003). J& Tavares-Dias
(2003) ndo encontrou estas células em O. niloticus. Nao houve
diferenca estatistica entre os trés grupos, entretanto, ocorreu
diferenca entre anticoagulantes no grupo eugenol, sendo
superior no Na2EDTA, mas proximo aos valores percentuais
médios relatados por Ueda et al. (1997); Alkahem (1994) e
Nussey et al. (1995) e inferior aos encontrados por Tavares-Dias
e Faustino (1998) em O. niloticus criadas em sistema intensivo.

Os basofilos foram raramente observados, sendo
encontrados apenas no grupo benzocaina e com o anticoagulante
heparina, corroborando com os resultados de Ueda et al. (1997),
Ranzani-Paiva et al. (1998) e Tavares-dias e Moraes (2003).

N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos em
relacio aos valores de trombdcitos, porém foram
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significativamente diferentes entre os anticoagulantes, sendo
superiores no Na;EDTA tanto no grupo controle como no
eugenol. Esses resultados foram inferiores aos verificados por
Tavares-Dias (2003) e por Ueda et al. (1997). Segundo Tavares-
Dias e Moraes (2004), além da variacdo interespecifica, as
diferencas nas metodologias empregadas na contagem de
trombdcitos também sdo responsaveis pela grande variagdo dos
dados descritos na literatura.

Os trombdcitos dos peixes tém sido descritos como as
células sanguineas mais abundantes, depois dos eritrocitos
(UEDA et al., 2001). Entretanto, em todos os grupos deste
estudo, o numero de trombdcitos foi menor em relacdo ao
namero de leucocitos absolutos.

Os valores da maioria dos diferentes leucocitos foram
superiores quando utilizado Na;EDTA como anticoagulante,
porém o significado desta ocorréncia, ndo foi confirmado por
este estudo. Possivelmente devido a agdo do anticoagulante
heparina, como ja mencionado, que possui como desvantagem
possibilitar a aglomeracdo das células, fato que foi observado
nas extensdes sanguineas do presente estudo. N&o foram
encontrados registros que utilizassem ambos os anticoagulantes
na avaliacdo dos leucdcitos para esta espécie.

As variagdes encontradas entre os elementos sanguineos
obtidos neste experimento 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., 2000b).

O teste de fragilidade osmética dos eritrocitos (FOE) foi
definido como sendo uma das formas de medir a variacdo da
resisténcia dos eritrocitos a hemolise quando essas células sdo
expostas a acdo de solugGes salinas hipotonicas (PERK et al.,
1964).

Muitos fatores intrinsecos e extrinsecos influenciam a
fragilidade osmdtica dos eritrdcitos, ocorrendo diminui¢do ou
aumento em condigdes diversas (JAIN, 1986). Segundo Perk et
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al. (1964), a fragilidade osmotica é influenciada por fatores
como a forma, o volume e o tamanho do eritrdcito, o tipo e a
quantidade de hemoglobina, diferencas na viscoelasticidade das
membranas bem como na composi¢do quimica e estrutural das
mesmas. Ainda de acordo com Parpart et al. (1947) a
temperatura e pH das solugdes utilizadas no teste também
podem influenciar nos resultados.

Alguns anticoagulantes utilizados podem determinar
limitagdes durante o processamento das amostras sanguineas,
ocasionando alteragdes in vitro na determinacdo dos parametros
hematol6gicos (WALENCIK e WITESKA, 2007).

No momento das colets, o estresse devido a captura, bem
como pela puncdo, pode alterar a permeabilidade dos eritrdcitos,
tornando-os mais frageis. Assim, para descartar esta hemolise
inicial na solucdo de NaCl (0,85%) foi considerada 0% de
hemolise e na solucdo de 0,00%, 100% de hemolise, devido ao
aumento da fragilidade na presenca de solugdes hipotonicas, em
gue a concentracdo de ions intracelular resulta em aumento
celular rapido e consequente lise dos eritrocitos.

No presente estudo, as diferencas estatisticas entre
ambos os anticoagulantes, assim como entre momentos na
avaliacdo da FOE, sugere que pode ter ocorrido hemdlise
quando os peixes foram expostos a benzocaina, esta condicdo
pode ocorrer porque este farmaco bloqueia os canais de sédio e
reduz os potenciais de agdo da membrana (HOLLOWAY et al.,
2004). Porém néo foi verificado diminui¢do dos eritrdcitos e do
volume globular neste grupo comparado com o controle.

A diferenca observada no grupo eugenol entre os
anticoagulantes no momento apds Oh pode ter ocorrido em razédo
de disturbio de permeabilidade da membrana destas células pelo
uso dos anestésicos, como observado em estudos de espécies de
peixes tropicais que evidenciaram as mesmas alteracGes
(TAVARES-DIAS et al., 1999; INOUE et al., 2005).
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Os eritrocitos das tildpias do Nilo apresentaram
alteracdes relacionadas a fragilidade da membrana, em todos 0s
grupos, com ambos 0s anticoagulantes. No entanto, as amostras
contendo Na,EDTA apresentaram hemolise discreta 8 moderada
desde o0s primeiros momentos, observado nos microtubos
capilares durante a determinacdo do hematdcrito. Além disso,
foi observada hemodlise moderada a intensa nas amostras
acondicionadas com este anticoagulante apds 7 horas de
armazenamento, podendo o Na,EDTA estar relacionado com o
aumento da fragilidade da membrana na espécie Oreochromis
niloticus. Para alguns autores, altas concentracdes de EDTA
apresentam valores superiores no percentual de hemolise,
possuindo efeito dose-dependente (WALENCIK e WITESKA,
2007; ISHIKAWA et al., 2010).

A hemodlise eritrocitaria com EDTA foi observado por
Van Vliet et al. (1985) em tilapia, e por Walencik e Witeska
(2007) em carpa comum, porém o papel preciso deste
anticoagulante no aumento da fragilidade necessita de mais
investigacdo.Esse fato possivelmente ocorre devido a quelacéo
dos fons Ca®* que determina distirbios na permeabilidade e
estabilidade da membrana dos eritrécitos (WALENCIK e
WITESKA, 2007).

Por outro lado, a hemdlise foi menor nas amostras
acondicionadas com heparina e esta ndo influenciou
significativamente, apresentando resultados similares no teste de
FOE. Este resultado corrobora com os descritos em carpa
comum (WALENCIK e WITESKA, 2007). Efeito semelhante
foi observado em surubim hibrido quando utilizado a heparina
100 Ul, o que faz deste anticoagulante ideal para realizacéo do
teste de fragilidade osmotica dos eritrocitos em peixes
(ISHIKAWA et al., 2010).

Exclui-se a possibilidade da diferenca estatistica para 0s
valores de proteina plasmatica total ter ocorrido devido ao uso
de anestesicos, pois no grupo controle também houve diferenga.
No trabalho de Ishikawa et al (2010), ndo ocorreu diferenca
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estatistica (P>0,05) na proteina plasmatica com o uso diferentes
anticoagulantes, contudo, houve tendéncia de aumento desses
valores quanto maior a concentragdo de Na,EDTA. Portanto, sdo
necessarios outros estudos para averiguar o aumento de proteina
plasmética com o decorrer do tempo, para conhecer as variagdes
que podem ocorrer nas diferentes espéecies de peixes estudadas.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que as alteragdes foram escassas na avaliagdo
das células sanguineas da espécie Oreochromis niloticus com as
doses dos anestésicos utilizados. Ocorreu diminuicdo da
contagem total e percentual dos tipos de leucdcitos, devido a
aglomeragdo celular quando utilizou-se o anticoagulante
heparina nas amostras de sangue, porém foi o anticoagulante que
causou menos hemolise, desde as primeiras horas e durante o
armazenamento de 7 horas das amostras, quando comparado
com o Na,EDTA. Desta forma é necessario considerar estas
informacdes nas avaliagdes hematoldgicas de Oreochromis
niloticus.

Estudos adicionais sdo recomendados para investigar o
efeito do EDTA e do célcio nos sistemas de transporte de
membrana de eritrécitos de peixes, assim como a composi¢do da
membrana celular, a funcdo do nicleo e a manutencdo de
fragilidade osmotica e a influéncia de fatores ambientais sobre
esta espécie, a fim de compreender 0s seus mecanismos
adaptativos e fisiologicos.
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