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1 INTRODUCAO

O Peixe-rei Odontesthes bonariensis € uma espécie de Aterinidio da América do
Sul introduzida em varios paises, inclusive no Japdo, como um promissor candidato
a aquicultura continental. Durante o confinamento, as técnicas de manejo
freqUentes na piscicultura tais como elevadas densidades de estocagem, limpeza
dos tanques, transporte dos peixes e deterioracdo da qualidade da 4gua, geralmente
determinam uma resposta de estresse nos individuos confinados (BARCELLOS et
al., 2006).

A condicdo de estresse induz ao disturbio homeostasico, seguido de resposta
compensatodria fisiolégica chamada de resposta integrada ao estresse, coordenada
basicamente pela rota neuroenddécrina do hipotalamo — hipéfise - sistema nervoso
simpatico — células interrenais e células cromafins do rim cefalico produzindo
respectivamente o cortisol e as catecolaminas. Assim, este tipo de disturbio
compensatério induz a uma gama de respostas que podem ser analisadas direta e
indiretamente pelas variaveis hematoldgicas, mais precisamente pela série
leucocitaria (WEDEMEVYER, 1996; BONGA, 1997).

Estas variaveis podem ser mensuradas via esfregacos sanguineos, onde séo
analisadas as séries sanguineas branca e vermelha (leucograma e hemograma), de
maneira rapida, pratica e com baixo custo (ISHIKAWA, 2010), fornecendo assim,
subsidios para o auxilio diagnostico e prognoéstico de condicbes morbidas em
populacdes de peixes (MODRA, et al., 1998 apud TAVARES-DIAS, 2004).

No entanto, para o exame hematoldégico em pequenos peixes ou em alevinos, a
coleta de sangue periférico, visando a obtencdo de um volume relativamente
apropriado para confeccdo de extensdes sanguineas, torna-se uma das principais
probleméticas devido aos individuos serem relativamente pequenos para utilizacao

de seringas hipodérmicas. Partindo deste contexto, tivemos como objetivo, neste
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trabalho, descrever um método de coleta de sangue periférico em alevinos de peixe-

rei para confeccdo de extensdes sanguineas.

2 METODOLOGIA

Para a determinacdo de um padrdo de coleta de sangue periférico em
alevinos, individuos da espécie Odontesthes bonariensis (n=10), com 10 dias ap6s
eclosdo, foram aclimatados em aquario de 30L e mantidos sob condicdes
controladas (temperatura - 20°C, oxigénio dissolvido — 6-8mg/L, pH 6-7,
nitrogenados - <0,1mg/L).

Para o ensaio de coleta, cada individuo foi submetido a captura e submerso em
solucdo fisiolégica resfriada por alguns segundos para crioanestesia. Apos isto,
estes foram submetidos a uma secagem com papel absorvente para retirada do
excesso de soro fisioldgico e muco presente na superficie do corpo.

Posteriormente, com o animal em decubito lateral sobre uma lamina de vidro, foi
realizada uma incisdo, com auxilio de um bisturi, transeccionando o pedunculo
caudal com rompimento da veia e artéria caudal, ocorrendo assim, por diferenca de
pressao, o extravasamento do sangue para o meio.

Visando a obtencdo de volume de sangue periférico suficiente para realizacdo de
uma extensado sanguinea foram utilizados 0,5 microlitros de plasma sobre o local da
transecgdo. O plasma foi obtido através de centrifugagcdo de sangue periférico
extraido de outra espécie de peixe, 0 jundia Rhamdia quelen. Para a coleta e
extracdo do plasma destes peixes foi empregada a técnica de anestesia e coleta de
sangue descrita por Thrall (2006).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos no uso da técnica mostraram-se positivos, sendo
indicativo da viabilidade de coleta de sangue em alevinos, visando a obtencdo de
extensbes sanguineas (Fig. 1). Segundo Tavares-Dias (2004), também se
recomenda como metodologia em espécimes de tamanho pequeno a puncao
intracardiaca com exposi¢ao do cora¢do ou ainda decapitacdo do animal. Todavia, o
volume de sangue obtido € variavel e ainda os padrfes celulares encontrados

podem diferir quando coletados de tecidos mieldides e linféides, podendo estes ser
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acometidos via metodologia de decapitacdo, devido a proximidade anatdmica ao rim

cefalico.
- &
‘o o Yoo og ‘
""" jen -
e [
*e &
o B
LY
M
[ )

B ' -
Figura 1. Esfregaco sanguineo de alevino de Peixe-rei (Odontesthes bonariensis)
corado com Giemsa 5%, observacdo em miscroscopia Optica aumento de 100X.
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Com relagdo a metodologia descrita no presente trabalho, a utilizacdo do
plasma também se tornou relevante no processo de obtencdo de um volume
consideravel para confeccdo da lamina, pois além de aumentar o volume e fluidez
ainda serviu como meio para o extravasamento do sangue. Contudo, a distribuicao
celular na lamina torna-se mais heterogenia devido a hemodiluic&o.

Todavia, salientamos que a utilizacdo de plasma de outras espécies na
confeccdo das extensdes sanguineas pode ocasionar alteracdes nos padroes
celulares e/ou de coloracdo, devido as concentragbes plasmaticas interespecificas
diferirem (FREIRE et al., 2008). Corroboramos que seja mais indicado o uso de
plasma ou soro de mesma espécie.

Ainda com relacédo a alteracbes de coloragdo, no que tange a obtencdo do
plasma, o uso de anticoagulantes para esse fim, o uso de EDTA e de heparina
também podem causar alteragdes nos padrdoes de normalidade da morfologia celular
e coloracéo, influenciando assim a contagem diferencial de leucécitos. Dentre as
desvantagens do uso da heparina estdo a tendéncia a agregacdo de leucécitos e
trombdcitos. Ja o uso de EDTA possui como desvantagem a possivel ocorréncia de
hemdlise como descrito para algumas espécies de agua-doce. (NOGA, EJ., 1996
apud THRALL, 2006).

Segundo Ishikawa (2010), o sangue de peixes também pode ser coletado
utilizando-se capilares para microhematdcrito, entretanto, esta técnica para 0s

juvenis de peixe-rei ndo se mostrou eficiente, devido ao fato que os capilares
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requerem um volume de sangue maior do que o volume total disponivel no corpo
dos alevinos o que leva ao ndo preenchimento do capilar, logo dificultando a

extensao do material na lamina.

4 CONCLUSAO

Concluimos que técnica de coleta de sangue periférico de alevinos de
Odontesthes bonariensis através da secc¢ao dos grandes vasos no pedunculo caudal
quando imerso em plasma de peixe € vidvel para a confeccdo de extensdes

sanguineas e posterior estudos hematolégicos.
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