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RESUMO

A hematologia consiste em uma andlise rapida écarpaira auxiliar o
diagnostico do desequilibrio homeostatico em peiXxeste estudo
determinou os intervalos de referéncia sanguinepasrgortante bagre
nativo da América do Su§orubim lima criado na regido do pantanal e
descreve as caracteristicas morfolégicas e citagagntas células. Um
total de 92 peixes de piscicultura foram examingohra determinagéo
dos intervalos de referéncia 25 - 75%, concentrag@oproteinas
plasméaticas totais, hemoglobina, nimero total di&Geitos (ERT),
hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM), congéio da
hemoglobina corpuscular média (CHCM), trombdcitostais e
leucdcitos totais (LEU). PAS com amilase salivaylale bromofenol,
sudan black B e azul de toluidina (metacromasiegnfioas coloracdes
citoquimicas empregadas para sinalizar glicogéniateinas, lipideos e
ndcleos em trombdcitos e leucocitos. Nas extens§@mgyuineas,
monacitos, linfécitos, neutrdfilos, basdfilos, eufilos, LG-PAS e
trombocitos foram observados. Resultados semelhaate outros
siluriformes foram observados nas caracteristicasfahdgicas de
neutrofilos e eusinéfilosERT, hematdcrito e VCM apresentaram
indices com as menores variacdes, em relacdo aislpimeelodideos.
Diferentemente de outros peixes siluriformes, lima apresentou
simultaneamente eosindfilos e basdfilos circulantes

Palavras-chavaeixe de agua doce, hematologia, citoquimica, @oiac






ABSTRACT

Haematology consists in a rapid and practical @amlyo assist the
diagnosis of fish homeostatic imbalance. This stddyermined the
blood reference intervals in an important nativeitS8cAmerican catfish
farmed in the brazilian pantanal wetlar®hrubim lima and describes
the morphological and cytochemical characteristitsells. A total of

92 fish reared in a fish farm were examined foerefice intervals 25 -
75% of total plasmatic protein, hemoglobin, redobl@ell count (RBC),
hematocrit, mean corpuscular volume (MCV), meanpuscular

hemoglobin concentration (MCHC) and total thromhecyand

leukocyte count (WBC). PAS with salivary amylasmrbophenol blue,
sudan black B and toluidine blue (metacromasy) wleeecytochemical
stains employed to signal glycogen, proteins, $ip@hd nuclei in
thrombocytes and leucocytes. In the blood smearsnooytes,

lymphocytes, neutrophils, basophils, eosinophilsG-RAS and

thrombocytes were observed. Siluriforms similautsswere observed
in neutrophils and eosinophils morphology. Companed other

pimelodids, RBC, hematocrit and MCV showed indexdst variation.

Differently from other siluriforms fishes,S. lima showed the
concomitant presence of circulating eosinophils lzagbphils.

Keywords:freshwater fishgluriform, haematology, cytochemistry,
hatchery
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INTRODUGCAO GERAL

A producao aquicola global continuou a crescerawmmilénio,
embora mais compassada quando comparada as dédeai@se 90. A
aquicultura evoluiu também em termos de inovac&molégica e
adaptagdo para atender aos requisitos do exigamtado consumidor e
no ano de 2010 alcancou um recorde histérico pindazum total de
60 milhdes de toneladas de organismos aquatictiséaudis, excluindo
plantas aquaticas e produtos ndo alimentares, rnafdados da “Food
and Agriculture Organization - FAO” (2012). O seterdestaca entre as
atividades de producédo de alimentos de origem araprasentando os
mais rapidos indices de crescimento, com uma @rews, na proxima
década, ultrapassar a producédo das carnes bowina,esavicola.

Zaniboni-Filho e Nufier (2008) destacam a imporgnei a
riqgueza incomparavel das espécies de peixes lrasjléncluindo as
aptas a piscicultura tanto para a producdo de gesea peixes
ornamentais (PADUA et al., 2012) como para a pesportiva. A
producdo por captura permanece estavel, enquargoagproducéao
através da criagdo intensiva continua em expans@mp pode ser
observado na Figura 1. Peixes de agua doce domiagroducao
mundial na aquicultura (56,4%), seguidos por mass¢23,6%),
crustaceos (9,6%), peixes diadromos (6,0%) e penaihos (3,1%),
além de outras espécies cultivaveis (1,4%) (FAQ2P0

Figura 1. Producdo de pescado oriunda da aquiaukuda pesca
(captura) segundo a FAO (2012).
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A ordem Siluriformes e a familia Pimelodidae

A ordem dos Siluriformes contribui com 1.648 espgci
apresentando 15 familias (REIS et al., 2003). GomdoVolpedo e
Fuchs (2010) os siluriformes usam a coluna de &guadiferentes
formas e distribuicdo o que permite diferenciatpgsiecolégicos. Esta
ordem desenvolveu estratégias de alimentacdo casbpibam utilizar
recursos alimentares de habitats distintos. Osifeilmes podem ser
predados por aves e mamiferos icti6fagos de aguao @ lontraLutra
longicaudi Olfers, 1818 e a ariranh@teronura brasiliensisGmelin,
1788, espécie em extin¢cdo (REIS et al., 2003).

A familia Pimelodidae abrange importantes predaddies rios
sulamericanos que participam consideravelmenteegeapde captura no
Brasil. Entretanto, pode-se observar o incrememstag espécies na
aquicultura (CREPALDI et al.2006). Como membro da familia
Pimelodidae, o génerSorubimcompreende quatro espécies de bagres
de aguas profundaS. elongatus.ittmann, Burr, Schmidt e Isern, 2001,
S. cuspicaudusLittmann, Burr e Nass, 2000$. trigonocephalus
Miranda Ribeiro, 1920 e &. limaBloch e Schneider, 1801 que se
destaca por ser uma espécie amplamente distribefdantrado nas
bacias dos rios Amazonas, Orinoco, Parana e daibarnshikawa et
al. (2012) salientam que, geralmente, em bagreslpiideos, as
fémeas crescem mais rapido em relagdo aos mackiosedando a
heterogeneidade dos lotes em criagéo.

Peixes pimelodideos se caracterizam pela presenbartilhdes,
bexiga natatoria achatada, dentes geralmente enaspldentigeras,
corpo nu ou com placas 0sseas (auséncia de escanasjeos nas
nadadeiras dorsal e peitoral (BRITSKI et 4B99). Zaniboni-Filho et
al. (2004) citam algumas espécies desta familiamocomandi
Iheringichthys labrosusitken, 1874, piracatinghuciopimelodus pati
Valenciennes, 1836, jundid branddegalonema platanussinther,
1880, mandiParapimelodus valenciennlditken, 1874, mandi pintado
Pimelodus absconditus Azpelicueta, 1995, mandi Pimelodus
atrobrunneus Vidal e Lucena, 1999, mandi amarel@imelodus
maculatusLacépede, 1803, pintad@seudoplatystoma corruscapix
e Agassiz, 1829, surubir@teindachneridion scriptdliranda Ribeiro,
1918 e jurupensé@orubim lima
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Sobre oSorubim lima

Conhecido comumente por jurupensénlimaé um bagre Sul
Americano migratério de longa distancia que n&oreggroduz em
ambiente |éntico e apresenta fecundagdo externae Rmrnivoro,
alimenta-se principalmente de invertebrados e supgixes (ROSSI,
2001) podendo atingir 4 kg de peso e 60 cm, sepdeciado por sua
carne com poucos espinhos. Atualmente, sua repfodadificial é
dominada (SHIBATTA et al.,, 2011) permitindo a céacde forma
intensiva. Entretanto, recentes estudos relatamesepca de agentes
etioldgicos que comprometem sua producdo (PADU#A.e2013).

Espécie nativa do Brasil, Argentina, Bolivia, Coliay Equador,
Paraguai, Peru, Uruguai e Venezuela (FROESE; PAW0ON?2). Este
peixe migra rio acima para desovar durante a temolgorde verdo
chuvoso e as larvas sdo arrastadas para os amsbiénteos onde
crescem. Assim como demais peixes da familia Pilidde, o
jurupensém contribui para a manutencdo dos eocasgist aquaticos
pela predagéo de outros peixes. Apresenta longlidstimada em 9,6
anos. (PENHA; MATEUS, 2007). Constitui importantepécie da
ictiofauna do pantanal matogrossense, destacandarsBém como
recurso ornamental (PADUA et al., 2012).

O pantanal é descrito por Penha e Mateus (2007 aomea
extensa planicie de inundacao formada pelo tradab@nto sazonal do
Rio Paraguai e seus afluentes. Esta localizadentiacda América do
Sul, entre os paralelos 16° e 22° S e os meridi&@se 58° O,
localizados principalmente nos Estados de Mato $eresMato Grosso
do Sul, no centro-oeste do Brasil. Uma parcela mesitaa-se entre
sudeste da Bolivia e do Paraguai nordestino. Dei@ntneses de chuva,
uma extensa area de campos naturais, cerradosestdl® é inundada
por uma combinacdo de chuvas locais e transbordandes rios. A
amplitude média da flutuacdo dos niveis dos riosptimicie de
inundacgdo varia de 2 a 5 metros.

Em ambiente natural e na fase larval, o jurupenséralimenta
de rotiferos Polyarthra sp. Ehrenberg, 1834 richocercasp. Lamarck,
1801 e Keratella sp. Bory de St. Vincent, 1822), copépodes
(Cyclopoidea e Calanoidea) e cladocefasminopsis deiterfichard,
1895 Bosmina hagmanrstingelin, 1904 Moina micruraKurz, 1874)
(ROSSI, 2001). Outras larvas de pimelodideos, casndo surubim do
IguacuSteindachneridion melanordemat@aravello, 200% do suruvi
Steindachneridionscriptum Miranda-Ribeiro, 1918 sdo canibais em
cativeiro, havendo necessidade do aperfeicoameaso técnicas de
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manejo a fim de minimizar ou eliminar tal comporéto (SHIBATTA
etal., 2011).

A ocorréncia de canibalismo é um fator limitanteashte a fase
inicial da producdo de surubins. Como ainda naéoesisponiveis
linhagens puras com melhoramento genético, os fmesuem grande
heterogeneidade, que, somado ao habito alimentespizie, determina
a ocorréncia de uma elevada taxa de canibalisnéon Alisso, os peixes
gue praticam o canibalismo apresentam crescimenis gficiente e,
portanto, ndo se condicionam a receber alimentegfasada. Perdas
adicionais sdo observadas quando ocorrem tentafruztradas de
canibalismo, onde ambos os peixes envolvidos monpem asfixia
(ISHIKAWA et al., 2012).

A hematologia na piscicultura

Estudos hematoldgicos sdo de interesse biolégimulpgico e
veterinario, podendo auxiliar no diagnéstico deesse e doencas em
peixes. As alteracdes dos parédmetros sanguine@siuimé ocorréncia
de hemoconcentragdo ou hemodiluicdo devido a djafun
osmorregulatéria (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Asriaveis
relativas a série vermelha sdo de grande valiadeatificacdo de
processos anemiantes, enquanto que o leucograne seudutil na
compreensao dos processos infecciosos e outramesta desequilibrio
homeostatico. O confinamento, transporte, capturao emanejo
inadequado séo causadores de estresse e aumesaoeptibilidade as
infeccbes. Assim, peixes estressados podem apsesaminento nos
niveis circulantes de cortisol e alteracbes hergiths que podem
colocar em risco a salde dos animais e causar @tandmicas
(MORAES; MARTINS, 2004).

O cortisol € um hormbnio anti-inflamatério que mibo
desenvolvimento da reacgdo inflamatoria quanto sisostas vasculares e
celular (Belo et al., 2005; 2012). As vitaminas € eontribuem para
uma eficiente resposta inflamatéria por reduziibarbgédo de cortisol,
favorecendo a atividade de macrofagos. A vitaminaageé como
antioxidante lipossoluvel, protegendo membranakgicas (BELO et
al., 2005), enquanto que a vitamina C, além dadati\e antioxidante,
minimiza a toxicidade de contaminantes na agua (BEtal., 2012). A
adicdo deSaccharomyces cerevisiaa ragdo também produz resultados
positivos na prevencao de infec¢des, como obsempadBalvador et al.
(2012) onde néo foi observada mortalidade em peaiessafiados com
Streptococcus agalactiagquando suplementados com esta levedura e
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vacinados. J4 Claudiano et al. (2013) estudararfeito ele farmacos
anti-inflamatérios na permeabilidade vascular e atavidade do
componente celulare inflamatério em pa®iaractus mesopotamicus
Os resultados sugerem que eicosandides e citopidaimflamatérias
participam como mediadores quimicos no controlmftemacao aguda.

Os intervalos de referéncia séo definidos por éiminferiores e
superiores (25 - 75 percentis) e abrangem a maide glos valores
obtidos para cada varidvel hematologica dos indoddanalisados
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2007). Por sua vez, a pogda de
referéncia é definida pelo conjunto de individuog @tendem certos
critérios, principalmente auséncia de doenca. feyalites espécies de
peixes apresentam variacdes no numero, tamanho lemerodos
eritrocitos, concentracdo de hemoglobina e peretmte hematécrito
gue podem estar relacionadas as diferentes cdstics como habito
alimentar (CAMARGO et al., 2005), tamanho do peixével de
estresse (MARTINS et al.,, 2011 a), estagio de dedeamento
gonadal, sexo, fotoperiodo, nivel de oxigénio dvédo, pH,
temperatura (MARTINS et al., 2011 b) e infeccOed VB et al.,
2012).

Os métodos citoquimicos permitem a identificacadirdeagens
celulares e sugerem a funcdo imunoldgica de cadapauente
leucocitario (TAVARES-DIAS, 2006). Existe grande nuamero de
coloragdes citoquimicas para sinalizar estas sutistl e a maioria
delas se baseiam na producdo de um precipitadadaorassim,
trombdcitos e leucdcitos podem ser analisados kmatificacdo de
glicogénio pelo método do PAS, proteinas pelo arilbromofenoal,
lipideos pela coloracdo sudan black B e nucleos aall de toluidina
(metacromasia). Entre as proteinas citoplasmatam€nzimas sdo as
mais importantes, enquanto que as proteinas ndmditas sdo de
menor importancia, uma vez que nao participam gacitose.

Em pimelodideos neotropicais, parametros sanguirie@sn
estudados erR. maculatusLacépéde, 1803 (JERONIMO et al., 2009),
bagre do canalctalurus punctatusRafinesque, 1818 (TAVARES-
DIAS; MORAES, 2007), jundi®hamdia quele®Quoy e Gaimard, 1824
(BARCELLOS et al., 2003; BORGES et al., 2004; FUKURA et al.,
2012), cachardseudoplatystoma reticulatufRANZANI-PAIVA et
al., 2005), pintad®. corruscansSpix e Agassiz, 1829 (BEELEN et al.,
1998) e hibrido dé>. corruscansx P. reticulatum (BEELEN et al.,
2003; ISHIKAWA et al.,2010; PADUA; ISHIKAWA, 2011; SILVA et
al., 2012). Todavia, ndo ha estudos sobre a heoggaloS. lima, até o
momento.
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JUSTIFICATIVA

As doencas infecciosas se tornaram fator limitaatgoroducao
aquicola. O desenvolvimento de estratégias de @estédsalde para o
controle dessas enfermidades e potenciais patégenosa prioridade.
Os parametros sanguineos sado indicadores rapidesaliieracdes
fisiolégicas podendo complementar o diagnéstico disequilibrio
homeostatico em peixes. Assim, a analise do pegfihatoldgico pode
ser utilizada como método auxiliar na deteccaovddaacdes produzidas
por agentes estressantes, infecciosos e parasité@stes organismos. O
estabelecimento do perfil sanguineo paraSorubim lima e o
conhecimento prévio da sua hematologia permitirfomzontrole da
criagdo, associado as técnicas adequadas de manejo.

OBJETIVO GERAL

Contribuir para a piscicultura continental brasdeatravés do
conhecimento do perfil hematoldgico do jurupen§itima.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar os intervalos de referéncia 25 - 7%#% phrametros
sanguineos;

- Descrever as caracteristicas morfologicas deotdlos e
trombdcitos;

- Descrever a citoquimica de leucdcitos e trombécit

Artigo cientifico submetido paraTropical Animal Health and
Production
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Resumo

A hematologia consiste em uma andlise rapida écarpaira auxiliar o
diagnostico do desequilibrio homeostatico em peixeste estudo
determinou os intervalos de referéncia sanguineoasrportante bagre
nativo da América do Su§orubim lima criado na regido do pantanal e
descreve as caracteristicas morfolégicas e citagagntas células. Um
total de 92 peixes de piscicultura foram examingohra determinagéo
dos intervalos de referéncia 25 - 75%, concentrag@oproteinas
plasmaticas totais, hemoglobina, nimero total di&deitos (ERT),
hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM), congéio da
hemoglobina corpuscular média (CHCM), trombdcitostais e
leucdcitos totais (LEU). PAS com amilase salivaylale bromofenol,
sudan black B e azul de toluidina (metacromasiegnfioas coloracdes
citoquimicas empregadas para sinalizar glicogénmiateinas, lipideos e
ndcleos em trombdcitos e leucocitos. Nas extens§mgyuineas,
monacitos, linfécitos, neutréfilos, basdfilos, eufilos, LG-PAS e
trombocitos foram observados. Resultados semelhaate outros
siluriformes foram observados nas caracteristicasfahdgicas de
neutrofilos e eusinéfilosERT, hematdcrito e VCM apresentaram
indices com as menores variacdes, em relacdo aislpimeelodideos.
Diferentemente de outros peixes siluriformes, lima apresentou
simultaneamente eosindfilos e basdfilos circulantes

Palavras-chavaeixe de agua doce, hematologia, citoquimica, &oiac
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Abstract

Haematology consists in a rapid and practical @amlyo assist the
diagnosis of fish homeostatic imbalance. This stddyermined the
blood reference intervals in an important nativeitS8cAmerican catfish
farmed in the brazilian pantanal wetlar®hrubim lima and describes
the morphological and cytochemical characteristitsells. A total of

92 fish reared in a fish farm were examined foerefice intervals 25 -
75% of total plasmatic protein, hemoglobin, redool@ell count (RBC),
hematocrit, mean corpuscular volume (MCV), meanpuascular

hemoglobin concentration (MCHC) and total thromhecyand

leukocyte count (WBC). PAS with salivary amylasmrbophenol blue,
sudan black B and toluidine blue (metacromasy) wleeecytochemical
stains employed to signal glycogen, proteins, $fip@ahd nuclei in
thrombocytes and leucocytes. In the blood smearsnonytes,

lymphocytes, neutrophils, basophils, eosinophilsG-RAS and

thrombocytes were observed. Siluriforms similautsswere observed
in neutrophils and eosinophils morphology. Companed other

pimelodids, RBC, hematocrit and MCV showed indexdst variation.

Differently from other siluriforms fishes,S. lima showed the
concomitant presence of circulating eosinophils lzabphils.

Keywords: freshwater fish, sluriform, haematology, cytochemistry,
hatchery
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Introdugéo

Sorubim limaconhecido comumente por jurupensém, é um bagre
Sul Americano migratério de longa distancia que sé@aeproduz em
ambiente [éntico e apresenta fecundacdo exterrige Rarnivoro se
alimenta principalmente de invertebrados e outeizes (Rossi 2001)
podendo atingir 4 kg de peso e 60 cm, sendo apleg@ar sua carne
com poucos espinhos (Shibatta et al. 2011). Estre peonstitui
importante espécie da ictiofauna do pantanal massgnse,
destacando-se também como recurso ornamental (Rddala 2012).
Atualmente, sua reproducédo artificial j& é doming8hibatta et al.
2011) permitindo a criacdo de forma intensiva. Rexsestudos relatam
a presenca de agentes etioldgicos que comprometempr®ducao
(Padua et al. 2013).

Estudos hematologicos sdo de interesse biologmapgico e
veterinario, podendo auxiliar no diagnéstico deesse e doencas em
peixes. As alteracdes dos parametros sanguinemsuimaé ocorréncia
de hemoconcentragdo ou hemodiluicho devido a djdfun
osmorregulatéria  (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). O
confinamento, transporte, captura e 0 manejo ingtdgsdo causadores
de estresse e aumentam a susceptibilidade as defecdssim, peixes
estressados podem apresentar aumento nos niveikctes de cortisol
e alteragbes hematoldgicas que podem colocar em assalde dos
animais e causar perdas econémicas (MORAES; MARTRQ84).

Os intervalos de referéncia séo definidos por émihferiores e
superiores (25 - 75 percentis) e abrangem a maide glos valores
obtidos para cada varidvel hematoldgica dos indoddanalisados
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2007). Por sua vez, a pogda de
referéncia é definida pelo conjunto de individuog @tendem certos
critérios, principalmente auséncia de doenca. Aaratites espécies de
peixes apresentam variacdes no numero, tamanho llemerodos
eritrocitos, concentracdo de hemoglobina e peretmte hematécrito
gue podem estar relacionadas as diferentes cdstics como habito
alimentar (CAMARGO et al., 2005), tamanho do peixével de
estresse (MARTINS et al., 2011 a), estadgio de dedemento
gonadal, sexo, fotoperiodo, nivel de oxigénio dvédo, pH,
temperatura (MARTINS et al., 2011 b) e infeccOd& V3 et al., 2012
a). Os métodos citoquimicos, além de permitir antileacdo de
linhagens celulares, sugerem a funcéo imunolégiceada componente
leucocitario(Tavares-Dias 2006 a).
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Em pimelodideos neotropicais, parametros sanguiriexsn
estudados em manBimelodus maculatu@erénimo et al. 2009), bagre
do canallctalurus punctatugTavares-Dias e Moraes 2007 a), jundia
Rhamdia quelefBarcellos et al. 2003; Borges et al. 2004; Fukuatet
al. 2012), cachar@seudoplatystoma fasciatufRanzani-Paiva et al.
2005), pintadoPseudoplatystoma corruscaiiBeelen et al. 1998) e
hibrido de P. corruscanx P. fasciatum(Beelen et al. 2003; Ishikawa et
al. 2010; Padua e Ishikawa 2011; Silva et al. 2012faVia, ndo ha
estudos sobre a hematologia 8o lima Este trabalho investigou as
caracteristicas sanguineas $e lima oriundo da criacdo intensiva e
descreveu os intervalos de referéncia e aspectosnatéologia e
propriedades citoquimicas de leucocitos e trombscit

Material e Métodos

Peixes e condi¢des de criagdo

Um total de 92 juvenis foram obtidos de pisciaataomercial
do municipio de Terenos (20° 25’ 57,7" S; 55° 18,90 O), Mato
Grosso do Sul, Brasil. Os animais foram mantidod_aboratério de
Piscicultura da Embrapa, Dourados, Mato GrossoutioBasil, durante
8 meses em sistema intensivo. Os peixes foram mbonados em
tanques de fibra de vidro com capacidade de 1.00@o fluxo
continuo de 4gua e racdo comercial para peixesdvoans (45% de
proteina bruta) foi ofertada trés vezes ao dia.

Os tanques foram limpos diariamente e o0s parameds
gualidade de agua monitorados: oxigénio dissolBido+ 0,7 mg/L (
desvio padréo), temperatura 25,0 + X7 pH 7,4 + 0,1 mensurados
com multipardmetro Hanna e amoénia total 0,33 0 Onb/L analisada
pelo método colorimétrico. Ao final do periodo ledtorial, os peixes
apresentaram 22,53 + 1,65 cm de comprimento toéion 54,06 +
15,10 g de peso médio e ndo exibiram desenvolvimgohadal, o que
justifica a ndo padronizacdo do sexo para as asdliematoldgicas e
citoquimicas.

Andlises hematologicas

Apbs a anestesia com 6leo de cravo 75 gSilva et al. 2012
b), o sangue dos peixes foi coletado do vaso cautizendo seringas
descartaveis de 3 mL contendo EDTA 3% para o ptrakrde
hematdcrito pelo método do microhematdcrito (Gdiadnet al. 1971),
concentracdo de hemoglobina pelo método da ciaabemioglobina
(Collier 1944) e o numero total de eritrécitos (BRImM camara de
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Neubauer. A partir destes dados, os indices hemigiims de Wintrobe
(1934) foram calculados: volume corpuscular médwCNl) e
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM
concentracdo de proteina total plasmatica foi détexda com um
refratbmetro portatil. As contagens totais de leito8 (LEU) e
trombdcitos foram calculadas pelo método indiretopatir das
extensbes sanguineas coradas com May Griinwald-&¥Mmght
(MGGW) (Tavares-Dias e Moraes 2006).

Analises citoquimicas

Dez peixes foram utilizados para o estudo citoqudmApods a
coleta de sangue, as extensdes sanguineas foranetglds a reacdes
citoquimicas para demonstrar o glicogénio pelo AcReriodico de
Schiff (PAS) (McManus 1946) utilizando o controle dspecificidade
pela amilase salivar (Lison 1960), proteinas totagdo azul de
bromofenol (Mazia et al. 1953), nlcleos (metacraa)agelo azul de
toluidina (Tavares-Dias 2006 b) e lipidios por suddack B 0,3%
(Lison 1960).0s resultados obtidos foram expressos em funcdo da
intensidade das reacgdes citoquimicas: reacdo weg#ét), reacdo
fracamente positiva (+), reacdo positiva (++) etefmente positiva
(++4).

Andlise estatistica

Os dados do hemograma foram submetidos ao teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov e como a maiddgge uma
distribuicdo n&o-Gaussiana, foram determinados rasrvalos de
referéncia usando o 25 - 75 percentis. O fataromelicdo relativo (Kn)
(Le Cren 1951) foi calculado através da relacdoeentpeso (g) e o
comprimento total (cm) dos 92 peixes.
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Resultados

O fator de condicéo relativo (Kn) correspondeu@Gd4,+ 0,046
(média + desvio padrdo) e a correlacdo (R?) entrpeso e o
comprimento foi igual a 0,597. A Figura 1 apresemt@escimento do
Sorubim limaem cativeiro, onde y = 0,008%° (y = peso, x =
comprimento).

Figura 1. Crescimento deorubim lima(n = 92) demonstrado pelo fator
de condicéo relativo (Kn = 1,004), relacionandmpegomprimento.
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Os valores de hemoglobina, hematdcrito, VCM, CHCM,
trombdcitos, mondcitos, baséfilos, neutrdfilos, irdlos e LG-PAS
apresentaram distribuicdo ndo normal, enquantoagdistribuicdo dos
valores normais foram observadas em ERT, prot@laamaticas totais,
LEU e linfécitos. Para cada parametro sanguinesmiateterminados os
intervalos de referéncia 25 - 75%, valores médiaesvio padrao (dp)
seguido pela mediana entre parénteses e valorasmanin maximo,
considerando os indices inferiores (Kn < 1,004)upegores (Kn >
1,004) (peixes com os melhores indices zootécniems)fator de
condicéo relativo encontrado (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Intervalos de referéncia 25 - 75%, valongdios + desvio
padrdo (dp) seguido pela mediana entre paréntega®res minimo -
méaximo para a série vermelha 8orubim lima(n = 92) do pantanal
matogrossense, Brasil, criado em cativeiro.

A Intervalos de Média + dp - o
Parametros . . Minimo — maxima
referéncia (mediana)
Kn < Kn > Kn < Kn > Kn < Kn >
1,004 | 1,004 | 1,004 | 1,004 | 1,004 | 1,004
Proteinas totail 4,20 - | 4,20 - 467é}4i 4665‘)‘; 3,80 - | 3,00 -
(g dLY) 500 | 500 | o0 | g0y | 6:00 | 560
Hematocrito | 27,00 - | 26,75 - 23’%%* 22'321* 13,00 - 17,00 -
0 b b
(%) 31,00 | 30,00 | 50 5| 26,00 3400 | 33.00
ERT | 213-|214- 263;61 2633%91 1,69 - | 1,45 -
(x 1 uLh 2,64 | 2,50 (2.38) | (2.25) 3,17 | 3,54
Hemoglobina | 4,90 - | 4,96 - 7é0729¢ 6i3§’7i 3,50 - | 2,14 -
(g dUY) 932 | 721 | gve) | (504 | 1382 | 1214
VCM 112,76 {116.86 13%%21 }21‘3% 45,30 - | 76,92 -
(fL) 135,20 | 134,53| 1 1¢ o |1 0" | 171,60 | 178,57
CHCM 18,54 - | 17,37 - Zg’i‘éi 2%’1‘21 12.88-|11,61 -
(g dLY) 3114 | 2546 | ,0's) | (26,76 4458 | 4856

ERT: ndmero total de eritrécitos, VCM: volume caspular médio, CHCM:
concentracdo de hemoglobina corpuscular média.
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Tabela 2. Intervalos de referéncia 25 - 75%, valongdios + desvio
padrdo (dp) seguido pela mediana entre paréntega®res minimo -
maximo para trombdcitos e série brancaStoubim lima(n = 92) do
pantanal matogrossense, Brasil, criado em cativeiro

A Intervalos de Média + dp - o
Parametros s . Minimo - maximo
referéncia (mediana)
Kn < Kn > Kn < Kn > Kn < Kn >
1,004 | 1,004 | 1,004 | 1,004 | 1,004 | 1,004
Trombocitos | 8,02 - |11,29 - M8 348 | 475-
x 10uLY) | 19,15 | 19,95 (12.00)| (15.20) | 3146 | 90.04
LEU |3624-|30.21- AT T8 214338 %1 24,60 - 17,25 -
(x 10°uLY 56,77 | 52,47 (45.51) | (41.42) 101,46 | 95,20
Mongcitos | 0,00 | 0,00- °i9§5i 066;341' 0,00- | 0,00 -
(x 10°uLY 1,49 | 0,96 ©067) | (0.50) 502 | 3,11
Linfocitos | 29,62 -| 24,05 - Sfi%esi 316é27251 16,72 -|14,36 -
(x 10°uLY) | 45,70 | 42,12 (38.92)| (34 13)| 6893 | 8282
Basdfilos 0,00-|017- oisg; 066391 0,00- | 0,00 -
(x 10°uLY 1,13 | 1,01 ©056) | (053) 592 | 3,11
Eosindfilos | 000- | 000- | 981%10.35% 1 505 | 900-
) 491 | 0,95
(x 10°uLY | 70,00 | 0,31 ©.00) | ©.00) | 3551 | 571
Neutréfilos | 1,52- | 1,02- | 213|368+ 1,4, 1000-
) 520 | 3.85
(x 10 uL™Y) 639 | 523 | 30g | 2ag) | 2362 | 1865
LG-PAS | 046- | 047- 137 1109 1 0,00 | 0,00-
(x 10°uLY 1,86 | 2,13 (080) | (133) 11,16 | 6,53

LEU: nGmero total de leucdcitos, LG-PAS: leucégtanular PAS positivo.
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A citoquimica mostrou trombdcitos corados pelo PB&ofilos
corados por azul de bromofenol, sudan black B ¢ deutoluidina,
eosindfilos corados por azul de bromofenol e sudack B, neutréfilos
corados pelo azul de bromofenol, PAS e sudan biaak LG-PAS
corados somente por PAS. Mondcitos e linfocitos lu{ag
mononucleares agranulares) ndo foram corados @ &hpel

Tabela 3. Coloracgbes citoquimicas das células $aegs doSorubim
lima (n = 10). Coloracdo azul de bromofenol (BB), cat@do acido
periédico de Schiff (PAS), coloragdo sudan blaciSBB) e coloragéo
de azul de toluidina (TB).

Células BB PAS SBB TB
Trombdcitos - ++ - -
Mondcitos - - - -
Linfécitos - - - -
Basdfilos ++ - ++ +++
Eosindfilos ++ - +++ -
Neutrofilos ++ ++ ++ -
LG-PAS - +++ - -

Negativo (-), fracamente positivo (+), positivo {#fortemente positivo (+++).

As extensbes sanguineas coradas pelo MGGW mostraram
presenca de eritrécitos, trombdcitos, mondécitagpditos, neutréfilos,
leucdcito granular-PAS positivo (LG-PAS), eosinddil e basdfilos
(Figura 2).

Os neutrofilos (Figura 2 b-c) s&@o células circidareom
citoplasma de coloracdo neutrofilica que ocasioeaten exibem
pequenos vacuolos; 0 nlcleo apresenta varias forpmasvezes sao
verificadas poucas segmentacdes, localizando-séngarte na periferia
da célula. Este granulécito apresentou reacaoiymsiifusa para PAS
(Figura 3 a), sudanofilia (Figura 3 d) e reacaotpaspara o azul de
bromofenol (Figura 3 g). O leucécito granular PASifivo (Figura 2 d)
possui forma circular, ndcleo excéntrico e grarddacitoplasmatica
neutra, sem afinidade pelo corante acido ou basmas apresentou
reacao intensamente positiva ao PAS (Figura 3 drsigiindo apds o
tratamento com amilase salivar revelando a presdagglicoproteinas
neutras.
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Eosindfilos (Figura 2 e) apresentam citoplasma a&ngacdo
circular de coloragéo eosinofilica, com intensaaswdilia (Figura 3 €) e
reacdo positiva para azul de bromofenol (Figurd. Basofilos (Figura
2f) foram os menores leucécitos granulares, exdiimh granulacao e
ocasionalmente pequenos vacuUolos citoplasmaticesls Syranulos
apresentaram sudanofilia (Figura 3 f), reacdo ipasipara azul de
bromofenol (Figura 3 i) e reacdo positiva para a de toluidina, com
metacromasia.

Mondcitos (Figura 2 g) sédo células pleomorficasbiexio
projecBes citoplasmaticas e poucos vacuolos. @lins (Figura 2 h)
sdo os menores leucocitos agranulares apresentaltdo relacdo
ndcleo/citoplasma e podem exibir pequenas projeciieglasmaticas.
Mondcitos e linfécitos ndo mostraram reacdo pasifigra nenhum dos
métodos citoquimicos utilizados. Os trombdcitos s&élulas
predominantemente elipticas e ocasionalmente anesil(Figura 2 i),
com fina granulacdo acidofilica em seu citoplasraasim como
pequenos vacuolos mostrando reacao positiva pag (Figura 3 c);
granulos de glicogénio localizados predominanteenans pélos ou no
centro da célula, com reacdo difusa em algumaslaséltoram
observados.
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Figura 2. Células sanguineas @orubim lima Eritrécitos (a),
neutrofilos (b-c), LG-PAS (d), eosindfilo (e), békbd(f), mondcito (g),
Imfoutos (h) e trombdcito (i). Coloracdo MGGW. Ba=5 um
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Figura 3. Coloragdes citoquimicas das células $apga deSorubim
lima. Coloracdo PAS positiva em granulos de neutrd@lp LG-PAS
(b) e trombdcitos (c). Reacdo sudanofilica em bélds (d),
eosindfilos (e) e basofilos (f). Coloracdo positicem azul de
bromofenol em granulos de neutréfilo (g - seta ifftadda) com reacao
negativa em LG-PAS (g - seta continua), positivia gesinoéfilo (h) e
basofilo (i). Barra=5 um.
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Discussao

Este estudo quantificou as células das séries Ylesingebranca,
bem como determinou a concentracao de proteings s#tnguineas do
S. Limapor meios morfolégicos e citoquimicos, além denécer os
intervalos de referéncia dos valores das célutaslantes. Em contraste
com o encontrado neste estudo, apenas neutréfibasiadfilos foram
registrados em surubim hibrid@seudoplatystomaorruscans X P.
reticulatum (Beelen et al. 2003), neutréfilos e basdfilos regre do
canal (Tavares-Dias e Moraes 2007 b) e neutréfimsindfilos e
heterdéfilos em atipadoplosternum littorale(Callichthyidae) (Tavares-
Dias e Barcellos 2005). Por outro lado, as caristieas morfoldgicas
dos neutrdfilos e eosindfilos foram semelhantessatiglos anteriores.

Sudandfilia observada nos granulos de eosinéfhasofilos e
neutréfilos deS. lima foi também relatada em douradgalminus
brasilisenis(Veiga et al. 2000), surubim hibrido (Beelen et24l03),
tilapia azulOreochromis aureugSilveira-Coffigny et al2005), tilapia
do Nilo Oreochromis niloticus (Ueda et al.2001), atumThunnus
maccoyii(Rough et al2005) e piraructAraipama gigagAraujo et al.
2009), indicando presenca de lipideos. Estes coemes lipidicos
atuam como reservas de energia das células onddeg@iadados por
enzimas lisossomais (Araujo et 2009).

Neutréfilos, eosindfilos e basofilos d&. lima mostraram
coloracdo positiva para azul de bromofenol, a demnegla dos
eosinodfilos de dourado (Veiga et al. 2000) e tdago Nilo (Ueda et al.
2001), bem como mondcitos, neutréfilos e eosingfilte pirarucu
(Aradjo et al. 2009). Este método citoquimico maprateinas em
leucdcitos granulares, moléculas organicas enwadvida morte de
microorganismos (Araujo et al. 2009).

Caracteristicas morfolégicas e citoquimicas doaugéitos LG-
PAS emS. limaforam semelhantes as descritas para a carpa comum
Cyprinus carpio(Tavares-Dias e Morag®)04) e carpa cabeca grande
Aristichthys nobilis (Tavares-Dias 2006 b). Esses granulécitos
apresentaram reacao fortemente positiva para PAS apligestao pela
amilase salivar indicando a presenca de glicoprasei{Tavares-Dias
2006 b) corroborando a nomenclatura LG-PAS dada Baxber e
Westermann (1975) e indicando o método de PAS coarcador para
tal célula.
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O glicogénio, fonte de energia para as células cfitigas,
acumula-se com a maturagdo das células (Veiga 20@0; Ueda et al.
2001). Os trombdcitos e neutréfilos @& Lima mostraram reacao
positiva ao PAS, semelhante ao descrito para oaspécies de peixes
de agua doce (Veiga et @D00; Ueda et aR001; Tavares-Dias 2006 b;
Tavares-Dias e Moraes 2006) e marinha (Rough €085b). Por outro
lado, também foi descrita reacdo PAS-positiva pawadcitos de tilapia
azul (Silveira-Coffigny et al2005), mondcitos e linfécitos de tilapia do
Nilo (Ueda et al.2001), eosindfilos de atum (Rough et aD05),
mondcitos e eosindfilos de pirarucu (Aradjo et2l09), heterofilos de
piracanjuba Brycon orbignyanus(Tavares-Dias e Moraes 2006) e
heterdfilos, basdfilos, trombdcitos e linfocitos denurray cod”
Maccullochella peelii peeli{Shigdar et al2009).

O perfil hematoldgico em peixes esta diretamergei@ado ao
género, desenvolvimento gonadal, o estado nutati@nsazonalidade,
0 ambiente e suplementagcdo dietética (Tavares-Diddoraes 2004,
Babalola et al. 2009). Dentre as proteinas citopdgisas, as enzimas
sdo as mais importantes por participarem da faggei{Tavares-Dias
2006 a; Tavares-Dias et al. 2007 b). Valores déepras totais d&.
lima foram semelhantes ao encontrado em bagre do @analres-Dias
e Moraes 2007 a) e "Gunther's catfishlorabagrus brachysoma
(Prasad e Charles 2010) e foi menor do que a do#rem pintado
(Beelen et al. 1998). A concentragdo de proteifasnfiticas pode
variar de acordo com a condicdo imune e deve sesiderada a
diferenca interespecifica em peixes.

Variacbes no ERT de peixes podem indicar resp@stasiveis
de oxigénio dissolvido na agua de tanques, vivedrasbiente natural.
Por conseguinte, as concentracdes de hemoglob®id, & CHCM sédo
Uteis para identificar e classificar o tipo de aiemue ocorre nos
peixes. Por exemplo, a redugdo do CHCM pode indicarquadro
anémico, enquanto que o aumento pode estar red@tiaom hemolises
na amostra sanguinea (Labarréere et al. 2012).

Valores do eritrograma par&. lima foram relativamente
préximos aos descritos para os pimelodideos juRd@uelen(Barcellos
et al. 2003; Borges et al. 2004), bagre do caradfies-Dias e Moraes
2007 a), cachara (Ranzani-Paiva et al. 2005) Sgnodontes
membranacegOwolabi 2011). Em contraste, o0 VCM & lima foi
maior do que o encontrado e/’ quelen (Borges et al. 2004) 8.
membranaceaOwolabi 2011). Maior tamanho de eritrécitos iradic
maior area de membrana para efetuar trocas gastisaigando a
respiracdo (Carvalho et al. 2009). Assim, peixes @itrocitos de
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maior tamanho podem apresentar menor quantida@eitdi&citos para
carrear hemoglobina (Tavares-Dias e Moraes, 2004) ttoca gasosa
eficiente (Carvalho et al. 2009).

O sangue circulante d®. limaé composto por grande variedade
de tipos celulares como mondcitos, linfocitos (prathantes),
baséfilos, eosindfilos, neutréfilos e as células-R&S, além de
trombdcitos, os quais apresentam func¢des de defeszgulacdo do
sangue (Tavares-Dias et al. 2007 a). Este estudtronointervalos de
referéncia maiores em trombadcitos, monocitos, lilasé neutroéfilos, e
intervalos 25 - 75% menores nos linfécitos quarmlogarados aos de
punctatus(Tavares-Dias e Moraes 2007 b). Entre os grartocbs
neutréfilos foram as células mais abundantes esaptaram coloracéo
positiva para proteinas, glicogénio e lipideos.

Diferencas nos intervalos de referéncia entre dsepeestdo
relacionadas as variacdes interespecifica e arahieAs variaveis
relativas a série vermelha sdo de grande valiadeatificacdo de
processos anemiantes, enquanto que o leucograne sevdutil na
compreensao dos processos infecciosos e outramesta desequilibrio
homeostatico. O perfil hematolégico 8olimaem condi¢gées adequadas
de criagdo, como aqui estudado, é util para o d&t@o na piscicultura
e permite comparacdo entre peixes da mesma espacidia e/ou
ordem.
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a7

CONSIDERACOES FINAIS

O estabelecimento do quadro hematoldgico Stwubim lima
contribui para auxiliar o diagndstico do deseqtidithomeostatico em
peixes criados. Este recurso estd fundamentadoetesimdnacdo dos
intervalos de referéncia da populacdo saudaveh dit descricdo das
caracteristicas morfoldgicas e citoquimicas dada®l Diferencas entre
os valores dos parédmetros do sangue estdo relde®ries variacdes
interespecifica e ambiental. As varidveis relatizastrie vermelha sao
de grande valia na identificagdo de processos améesi, enquanto que
o leucograma pode ser (til na compreenséo dosgaosinfecciosos.

Este trabalho apresenta a primeira investigacaatodbgica em
jurupensém e pode auxiliar na comparacéo de opeds sanguineos
de peixes. Resultados semelhantes a outros silmgi foram
observados nas caracteristicas morfologicas dedfiéag e eusinofilos.
ERT, hematdcrito e VCM apresentaram indices commasores
variagbes, em relagéo a demais pimelodideos. Difarente de outros
peixes siluriformesS. limaapresentou simultaneamente eosindfilos e
basofilos circulantes. O perfil sanguineo destedagrve como método
complementar na deteccdo das variagbes produzidasagentes
estressantes, infecciosos e parasitarios em giscegontinental.
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