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1 INTRODUCAO

O estudo das varidveis hematolégicas em peixes proporciona informacdes
relevantes sobre o estado fisiolégico em que estes animais se encontram,
fornecendo dados importantes para o diagnostico e prognéstico de doencas
(TAVARES-DIAS et al, 2007). Este tipo de analise pode servir também como um
indicador do nivel de estresse nesses animais, levando-se em consideracdo as
alteracdes causadas pela acdo de catecolaminas e do cortisol sobre as variaveis
hematologicas, mais precisamente sobre a série leucocitaria (OBA et al, 2009).

As varidveis hematolégicas podem ser estudadas por meio de extensdes
sanguineas que proporcionam a analise das séries branca e vermelha de forma
relativamente pratica e barata (ISHIKAWA, 2010), mas para que esta analise seja
eficiente, é imprescindivel a utilizagdo de uma técnica de coloragdo que permita a
diferenciacéo entre estas células (THRALL, 2006).

As técnicas tintoriais em hematologia vém evoluindo desde o final do século
XIX, quando Romanowsky idealizou uma mistura de corantes que poderia identificar
células distintas com cores diferentes. Os corantes baseiam-se em misturas de
diferentes concentracdes de azul de metileno e eosina, dissolvidos em alcodis,
normalmente o metanol. As formulagdes, disponiveis hoje no mercado, sao
constituidas por diferentes proporcdes entre essas duas tinturas-mae e sao
conhecidas pelo nome de seus criadores: Leishman, May-Grunwald, Giemsa e
Wright (TAVARES-DIAS, 2006). A utilizacdo de misturas entre esses corantes €
bem comum, sendo mais utilizada a combinacdo de May-Grunwald com Giemsa,
chamada de Rosenfeld e uma segunda mistura que consiste na combinacdo de
May-Grunwald, Giemsa e Wright (TAVARES-DIAS et al, 2004).

Outra técnica bastante empregada na rotina laboratorial € a coloracdo por
pandtico rapido, na qual as laminas sdo submetidas a acdo de trés compostos: um
fixador e duas solugbes corantes (OLICHESKI, 2003).

Todas essas tinturas funcionam da mesma forma, demarcando estruturas de
acordo com seu pH. Estruturas acidas tem a tendéncia de se corar em tons de
vermelho (acidofilas) e estruturas basicas em tons de azul (basofilas), estruturas que
apresentam um pH neutro irdo apresentar coloracdo intermediaria entre essas duas
cores (TAVARES-DIAS et al, 2004).

Diante destas informacdes, o referente trabalho teve como objetivo testar
diferentes formulacdes para a coloracdo de extensdes sanguineas de peixes em
busca de metodologia adequada ao acompanhamento hematolégico da condi¢cédo
sanitaria durante a criacao do peixe-rei Odontesthes bonariensis em cativeiro.


http://en.wikipedia.org/wiki/Romanowsky_stain
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2 METODOLOGIA

Para a coleta de sangue, individuos juvenis de O. bonariensis (n=5) foram
capturados com anzol e linha na Estacdo de Piscicultura da Barragem do
Chasqueiro (UFPel/ALM) e prontamente anestesiados com benzocaina a 50ppm.
Apoés a anestesia, foram retiradas amostras de sangue periférico através de pungéo
da artéria caudal mediante o uso de seringa e agulha hipodérmica (13X4,5)
heparinizada (GRASSI, 2002). As extensdes sanglineas foram confeccionadas
imediatamente apds a coleta de sangue e encaminhadas para o laboratério de
fisiologia aplica a aquicultura (UFPel), onde foram expostas para secagem por 24h
em temperatura ambiente (aproximadamente 24 °C), com posterior fixacdo em
metanol P .A. por 15 min.

Os testes tintoriais foram realizados com o0s seguintes corantes: Panotico
rapido; Giemsa; mistura de Rosenfeld e mistura entre May-Grunwald, Giemsa e
Wright. Estes corantes foram diluidos a uma concentracdo de 5% em solucdo de
tampédo fosfato com pH a 6,8 e agua destilada, com exce¢do do corante pandtico
que ja vem pronto para 0 uso.

Para a realizacdo da mistura de Rosenfeld, foi utilizada a proporcao de 2,5%
de Wright e 2,5% de Giemsa, ja para a segunda mistura, foi utilizada a proporcao de
2% de May-Grunwald, 2% de Giemsa e 1% de Wright, seguindo a metodologia
apresentada por Tavares-Dias (2004).

Para a coloracdo com o panético rapido, as laminas ficaram imersas em cada
solucdo durante 5 segundos e aquelas coradas com as solugbes diluidas
permaneceram imersas durante 20 minutos. Apés a coloracdo, as laminas foram
secas a temperatura ambiente (aproximadamente 24 ©°C) e posteriormente
analisadas em microscépio Optico binocular, com objetiva de 100X e oculares de
10X.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os corantes testados proporcionaram varios padrdes de coloragéo,
possibilitando em diferentes graus, a distingdo entre os tipos celulares encontrados
no sangue periférico de Odontesthes bonariensis. A técnica de coloracdo com
Giemsa 5% (Fig. 1.1) resultou em eritrocitos bem diferencidveis com nucleo corado
em roxo claro e o citoplasma em vermelho. O mesmo ocorreu com os trombdcitos,
mas nestes, 0 nlcleo ocupa quase toda a célula, corando-se praticamente toda em
roxo escuro. Tavares-Dias (2004) corrobora que os trombécitos podem possuir
citoplasma com pouca afinidade por corantes &acido-béasico, talvez as técnicas
utilizadas ndo possibilitem a observacdo do citoplasma neste tipo celular. A
coloracédo por pandtico rapido (Fig. 1.2) resultou em células coradas em diferentes
tons de azul, os eritrocitos apresentaram citoplasma azul claro e nudcleo azul escuro,
j& os trombdcitos foram corados totalmente em azul. Na metodologia de Rosenfeld
5% (Fig. 1.3), os eritrocitos apresentaram citoplasma levemente acinzentado e
ndcleo roxo ja os trombdcitos tiveram seu nucleo corado em roxo claro e ndo foi
possivel a observacdo de citoplasma. Na solugdo em que houve a combinacdo das
trés formulagbes, as hemacias apresentaram nucleo corado em tons de roxo e
citoplasma levemente avermelhado, ja os trombdcitos apresentaram nudcleo roxo
claro sem distingdo com o citoplasma.
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Figura 1 - Teste de corantes em sangue periférico de Odontesthes bonariensis. 1 - Células coradas

com Giemsa 5%; 2 - Células coradas com panético rapido; 3 - Células coradas com Rosenfeld 5%.

L= Linfécito, T= Trombdcito e E= Eritrécito. Barra= 10 y m. Observagdo em microscopia 6ptica com
aumento de 100X.

A forma como os leucécitos foram corados foi semelhante nas diferentes
metodologias testadas e todas proporcionaram a distincdo entre estas células e a
serie vermelha. Os leucocitos apresentaram nucleo bem azulado ocupando a
maioria da célula e seu citoplasma foi corado em tons de azul mais claro. Essa
diferenca de tons na coloracdo entre o nucleo e o citoplasma é importante na
caracterizacdo dos leucécitos, o kit panético nao proporcionou a identificacdo entre
os diferentes tipos destas células exatamente por cora-las demais, dificultando a
distingdo entre ndcleo e citoplasma.
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Figura 2 — M= Mondcito em sangue periférico de Odontesthes bonariensis. Laminas
coradas com Giemsa 5%. Barra= 10 y m. Observagao em microscopia éptica com aumento de 100X

Os corantes diluidos proporcionaram claramente a identificacéo de linfocitos e
raramente mondcitos (Fig. 2), apesar de classicamente se identificar também a
presenca de outros leucocitos na circulacéo periférica de peixes como neutréfilos,
baséfilos, célula granulocitica especial e eosinofilos, considerando a variedade de
nomenclatura de acordo com o autor. (TAVARES-DIAS et al, 2004)

A falta de uma classificacdo geral de leucécitos, dentro do grupo dos
teleGsteos, relaciona-se com a grande variedade leucocitaria encontrada nas
diferentes espécies de peixes analisados (ISHIKAWA et al, 2008). Esta variagdo
pode estar vinculada a presenca de células em diferentes graus de ontogenia,
aumentando dessa forma a variedade morfologica e até mesmo a variedade nos
padrdes de coloracdo das células encontradas na circulacdo periférica de peixes
(Thrall, 2006).

Outro fator que também pode influenciar a classificacao e identificacdo entre os
diferentes tipos de leucdcitos, € a utilizacdo de anticoagulantes na coleta do sangue.
Anticoagulantes podem alterar tanto a morfologia celular como a afinidade dos
corantes pelas células, dificultando desta forma, a comparacdo com a bibliografia ja
existente. Mais especificamente, o uso de EDTA pode estar vinculado a hemolise
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em algumas células de peixes dulceaquicolas assim como o uso de heparina pode
estimular a agregacéo dos leucdcitos, dificultado sua andlise (THRALL, 2006).

4 CONCLUSAO

De todas as metodologias testadas, o corante pandtico proporcionou a
distincdo satisfatoria entre eritrécitos, trombdocitos e leucécitos de forma rapida e
pratica, portanto, recomenda-se a utilizacdo desta técnica em trabalhos que nao
envolvam a contagem diferencial entre leucécitos. Para tal, as técnicas que utilizam
os corantes diluidos apresentaram os melhores resultados, apesar da
impossibilidade em se diferenciar satisfatoriamente estas células em Odontesthes
bonariensis devido a auséncia de trabalhos publicados na area para esta espécie.
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