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The aim of this study was characterized the blood cells and quantified the blood
thrombocytes and leukocytes of juveniles Salminus brasiliensis maintained in experimental
conditions of culture, since fingerling culture. Thirty-five health specimens were used for
total thrombocytes and leukocyte counts, and differential leukocytes counts. The blood
cells were identified as: erythrocytes, neutrophils, heterophils, eosinophils, monocytes,
lymphocytes, immature leukocytes and thrombocytes. The average values of leukocytes
and thrombocytes were: thrombocytes 18,820.75 + 7,067.64 .uL"!, total leucocytes
21.072,93 £7.867,62 .uL!, monocytes 509.73 = 363.01 .uL"!, lymphocytes 18,312.21 +
6,977.27 .uL!, heterophils 247.20 + 497.69 .uL"', eosinophils 450.89 + 423.89 .uL",
neutrophils 1,165.42 + 937.75 .uL"! and immature leukocytes 392.58 + 344.67 .uL".
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RESUMO. Este estudo teve por objetivo caracteri-
zar as calulas sanguineas e quantificar os tromboci-
tos e leucdcitos de juvenis de Salminus brasiliensis
mantidos em condi¢des experimentais de cultivo,
desde a alevinagem. Foram utilizados trinta e cinco
espécimes sadios para as contagens de trombdcito e
leucdcitos totais e contagens diferenciais de leuco-

citos. As células identificadas foram eritrocitos, trom-
bocitos, neutrofilos, heterofilos, eosinofilos, mono-
citos, linfocitos e leucocitos imaturos. Os valores
médios do leucograma e trombograma foram: trom-
bocitos totais 18.820,75 +7.067,64 .uL"!, leucocitos
totais 21.072,93 + 7.867,62 .uL!, monocitos 509,73
+363,01 .uL", linfocitos 18.312,21 £6.977,27 .uL',
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heteréfilos 247,20 +497,69 .uL!, eosinofilos 450,89
+423,89 .uL", neutrofilos 1.165,42 £ 937,75 .ul' e
leucocitos imaturos 392,58 + 344,67 .uL'.

PALAVRAS-CHAVE. Hematologia de peixes, células sangui-
neas, peixe de dgua doce.

INTRODUCAO

Nos peixes, os elementos figurados do sangue sao
compostos por eritrdcitos, leucocitos e trombocitos cuja
origem, desenvolvimento e fungao, principalmente dos
leucdcitos e trombocitos, ndo sdo ainda conhecidos por
completo (Tavares-Dias & Moraes, 2004). Os leucéci-
tos sdo as células responsaveis pela defesa humoral e
celular do organismo (Tavares-Dias & Moraes, 2007),
os quais utilizam a via sanguinea para realizar o moni-
toramento de possiveis infecgdes causadas por diferen-
tes patogenos. Integram diferentes linhagens celulares
nas quais podem ser diferenciados morfologicamente
pela presenca ou auséncia de granulacdo, assim como
pelas suas caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e
citoquimicas (Satake et al., 2009).

Virios autores relataram a necessidade da carac-
terizagao dos trombocitos e leucocitos sanguineos e
a determinacdo dos valores basais para os diversos
teledsteos em condicdes de higidez (Ranzani-Paiva,
1995; Tavares-Dias et al., 2000b; Tavares-Dias &
Moraes, 2003; Tavares-Dias & Mataqueiro, 2004;
Azevedo et al., 2006; Atencio-Garcia et al., 2007).
Para que as analises hematologicas de peixes sejam
empregadas rotineiramente em averiguacoes de pa-
tologias que podem acometé-los, ¢ imprescindivel
que se conheca os valores de referéncia de cada es-
pécie em boas condi¢des de saude e nos diferentes
ambientes. Assim, em dourado S. brasiliensis do Rio
Mogi-Guagu, Cachoeira das Emas (Pirassununga,
SP), linfécitos, neutrofilos tipo I e tipo 11, monocitos
e eosinofilos foram caracterizados citoquimicamente
(Veiga et al., 2000), morfologica e quantitativamente
(Ranzani-Paiva et al., 2003). Todavia, o perfil
trombocitario e leucocitario desta importante espé-
cie para a piscicultura nacional, ainda nao foram es-
tudados em condigdes de cultivo.

O dourado S. brasiliensis ¢ uma espécie perten-
cente a familia Characidade, sendo um peixe
neotropical, piscivoro, nativo de rios da América
Latina, podendo alcangar mais de 20 kg (Souza et
al., 2008). Caracteriza-se por ser uma espécie espor-
tiva, além de possuir excelente qualidade
organoléptica (Weingartner & Zaniboni-Filho, 2005)
com grande potencial para a piscicultura nacional
(Braga et al., 2007). Neste sentido, ¢ de grande im-

portancia e maior conhecimento cientifico de sua fi-
siologia, reprodugdo, larvicultura, sanidade, bem
como suas exigéncias nutricionais para que sejam
desenvolvidas tecnologias apropriadas na expansao
de seu cultivo no Brasil.

Este estudo teve como objetivo caracterizar as
células sanguineas e quantificar os trombdcitos e leu-
cocitos de S. brasiliensis mantidos em condi¢des
experimentais de cultivo.

MATERIAL E METODOS

Juvenis de dourado Salminus brasiliensis (12-
15g), de uma mesma desova, foram adquiridos de
piscicultura comercial e mantidos em tanques circu-
lares de fibra de vidro (10 peixes m*) com capacida-
de de 1000 L, abastecidos com fluxo continuo de
agua originaria de pogo artesiano (10 L/min), no
Laboratoério de Piscicultura da Embrapa Agropecu-
aria Qeste, Dourados, Mato Grosso do Sul, durante
um periodo de 14 meses, quando atingiram peso
médio de 146,54 + 16,08 g.

Os peixes foram alimentados com ragdo comer-
cial para carnivoros (45% PB, 14% extrato etéreo,
6% matéria fibrosa, 14% extrato mineral, 1% fosfo-
ro e 2,5% de célcio) e granulometria de 4-6 mm,
fornecida duas vezes ao dia. A temperatura da dgua e
o teor de oxigénio foram aferidos diariamente, por
meio de oximetro digital YSI® 55. Semanalmente,
era realizada a limpeza do tanque de manutengao,
por meio de sifonagem para a retirada de eventuais
residuos organicos (fezes e sobras de ragao).

Ap0s anestesia com 0leo de cravo, de acordo com
as preconizagdes de Hisano et al. (2008), 35 peixes
foram submetidos a venopung¢ao caudal com auxilio
de seringas (3 mL) e agulhas hipodérmicas (25 x 7
mm) banhadas com EDTA (10%). Imediatamente
foram confeccionadas extensdes sanguineas em du-
plicatas, as quais foram coradas pancromicamente
com May Griinwald-Giemsa-Wright (Tavares-Dias
& Moraes, 2003) e utilizadas para contagem dife-
rencial de leucocitos, em 200 células de interesse.
Essas extensoes foram também utilizadas para a con-
tagem de trombocitos e leucdcitos totais, seguindo
as recomendacdes de Tavares-Dias & Moraes (2006),
com algumas modificacdes descritas a seguir. Como
os grandes granuldcitos e os mondcitos tendem a se
encontrar nos bordos e no final das extensdes san-
guineas, procurou-se realizar a contagem dos leuco-
citos em relagdo a 1.000 eritrdocitos nas bordas e ou-
tros 1.000 eritrocitos a partir do centro dessas exten-
soes, com o objetivo de obter maior homogeneidade
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na contagem dos leucdcitos. Para a diferenciagdo e
nomenclatura das células sanguineas foram segui-
das as recomendagdes de Tavares-Dias & Moraes
(2004), Affonso et al. (2007) e Clauss et al. (2008).
A partir dos resultados adotou-se estatistica descriti-
va, pela qual foi calculada a média aritmética, o des-
vio padrao e o coeficiente de variacao das variaveis
hematologicas estudadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As células identificadas no sangue periférico de
S. brasiliensis foram eritrocitos, neutrofilos,
heterofilos, eosindfilos, monocitos, linfocitos, leu-
cocitos imaturos e trombdcitos (Figura 1).

Os neutroéfilos de S. brasiliensis sao células cir-
culares, com ntcleo circular, em forma de bastao
ou segmentado, excéntrico € com cromatina de co-
loragdo purpuro-violeta predominantemente
compactada nas células mais maturas, sendo mais
frouxa em alguns neutrdfilos jovens, que ocasio-
nalmente foram identificados nas extensdes. O ci-
toplasma dessas células possui granulagdes
neutrofilicas finas (Figura 1b). Este granuldcito
corresponde ao neutrofilo tipo I descrito por Veiga
et al. (2000) e ao neutrofilo descrito por Ranzani-
Paiva et al. (2003) para S. brasilensis de vida livre.
Similarmente, o Anostomidae Leporinus macroce-
phalus (Tavares-Dias et al., 2000a) e o Characidae
Brycon amazonicus (Affonso et al., 2007) possu-
em neutrofilos com as mesmas peculiaridades mor-
fologicas e tintoriais do S. brasiliensis, do presente
estudo.

Os heterofilos de S. brasiliensis, sdo células circu-
lares, com micleo de formas variadas e excéntrico, mas
pode ser ligeiramente deslocado para a periferia da
célula, com a cromatina compacta e de coloracdao
purpuro-roxa. Possui granulagdes grosseiras de for-
mato circular e de quantidade variavel, com colora-
cdo acidofila-basofilica, mas predominantemente
aciddfila (Figura 1¢). Anomenclatura deste granulocito
em S. brasiliensis ¢ controversa. Veiga et al. (2000)
adotaram o termo neutréfilo tipo II para essa célula,
enquanto Ranzani-Paiva et al. (2003) denominaram
de célula granulocitica especial (CGE), Atencio-Garcia
et al. (2007) ndo identificaram heterodfilos e ou CGE.
em Salminus affinis, diferentemente do presente estu-
do, estes autores relataram a ocorréncia de basofilos
na circulag@o dessa espécie. Possivelmente, as diver-
géncias existentes na classificacao dos leucdcitos des-
tes peixes podem ser atribuidas aos diferentes tipos
de metodologias adotadas para a coloracao das célu-
las sanguineas (Tavares-Dias & Moraes, 2006).

No sangue de alguns peixes had neutroéfilos, em
outros ha somente heterofilos e em alguns ha tanto
neutrofilos como heterofilos (Tavares-Dias &
Barcellos, 2005; Tavares-Dias, 2006). Similarmente
ao que ocorreu em S. brasiliensis, do presente estu-
do, neutrofilos juntamente com heterdfilos foram
documentados em peixes teledsteos, como
Hoplosternum littorale (Tavares-Dias & Barcellos,
2005), Brycon orbignyanus (Tavares-Dias & Moraes,
2006) e B. amazonicus (Affonso et al., 2007), assim
como em elasmobranquio como o Rhinchodon typus
(Clauss et al., 2008).

Figura 1. Células sanguineas de Sa/minus brasiliensis. Eritrocitos (a), neutrofilo (b), heterdfilo (c), eosindfilo
(d), mondcito (e), leucocito imaturo (f), linfocito (g) e trombocitos (h). Coloragdo May Griinwald-Giemsa-
Wright. Barra =10 pm.
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Os eosinofilos de S. brasiliensis apresentaram-se
predominantemente pequenos quando comparados
aos demais granuldcitos e monocitos. A cromatina
nuclear possui coloragdo purpuro-violeta, sendo com-
pacta, localizando-se na periferia da célula e acumu-
lando a granulacao no podlo oposto. Estas células
possuem ampla variagdo no formato, sendo geral-
mente circulares a ovdides, podendo apresentar pe-
quenos pseudopodes. O citoplasma possui granulos
de coloracao eosinofilica com consideravel variagao
da quantidade e formato, em sua maior parte em for-
ma de bastdes e ocasionalmente arredondados (Fi-
gura 1d). Veiga et al. (2000) e Ranzani-Paiva et al.
(2003), também relatam a ocorréncia de eosinofilos
em dourados do ambiente natural, com caracteristi-
cas similares aos do presente estudos, assim como
Atencio-Garcia et al. (2007) em dourado S. affinis.
Veiga et al. (2000) relataram que este granulocito
possui forte reagdo citoquimica para proteinas, indi-
cado por coloracdo com azul de bromofenol.

Entre os leucodcitos, os mondcitos sdo as maiores
células identificadas no sangue circulante de S. brasi-
liensis possuem ampla variagao do formato do nucleo,
podendo ser arredondados, reniformes ou em forma
de ferradura, localizados na periferia da célula com
cromatina purpura de frouxa a compactada de acordo
com a ontogénese da célula. Este agranulocito possui
o citoplasma basofilico com variada quantidade de
vacuolos e ocasionalmente apresentam pseudopodes
(Figura le). Células semelhantes a essa foram descri-
tas em S. brasiliensis (Veiga et al., 2000; Ranzani-
Paiva et al., 2003), S. affins (Atencio-Garcia et al.,
2007) e em varios outros teledsteos (Anderson et al.,
1996; Tavares-Dias et al., 2000a; Tavares-Dias et al.,
2000b; Tavares-Dias & Moraes, 2004; Tavares-Dias
& Moraes, 2006) e em elasmobranquios (Valenzuela
et al., 2003; Clauss et al., 2008).

Os linfocitos de S. brasiliensis sao os menores leu-
cocitos. Possuem alta relagdo nucleo: citoplasma, com
nucleo central e cromatina de coloragao ptrpuro-viole-
ta, de frouxa a compacta; o citoplasma ¢é basofilico,
desprovido de granulagdo, podendo apresentar peque-
nas projecoes (Figura 1g). Sdo células de tamanhos
variados, sendo que os grandes linfocitos apresentam a
cromatina nuclear mais frouxa em relacdo aos peque-
nos linfocitos, possivelmente por se tratar de células
mais jovens ou de diferentes populagdes linfocitarias.

De forma semelhante, os peixes marinhos Sarpa
salpa, Dicentrarchus labrax, Diplodus sargus, Dentex
dentex, Sparus aurata e Pagrus pagrus (Pavlidis et al.,
2007), assim como o peixe de agua doce Brycon sp.

(Ranzani-Paiva, 1996) apresentam grandes e pequenos
linfocitos. Ja em Lates calcarifer (Anderson et al., 1996)
foi observado apenas pequenos linfocitos, mas com as
mesmas projec¢des citoplasmaticas descritas para S. bra-
siliensis. Linfocitos com as mesmas propriedades mor-
fologicas e tintoriais aqui encontradas foram relatados
para S. brasiliensis de ambiente natural (Veiga et al.,
2000; Ranzani-Paiva et al., 2003), em S. affins (Atencio-
Garcia et al., 2007), bem como em varias outras espé-
cies de peixes teleosteos (Ranzani-Paiva, 1995; Tavares-
Dias et al., 2000a; Tavares-Dias et al., 2000b; Tavares-
Dias & Moraes, 2004; Tavares-Dias & Moraes, 2006)
e elasmobranquio (Valenzuela et al., 2003; Clauss et
al., 2008).

Na diferenciac@o entre os grandes linfocitos e os
leucocitos imaturos (LI) de S. brasiliensis, levou-se
em consideragdo o tamanho da célula, a quantidade
de citoplasma, o aspecto da cromatina nuclear e as
propriedades tintoriais do citoplasma. A partir desses
critérios, observou-se que os LI apresentam tamanho
intermediario aos grandes linfocitos e aos monocitos,
possuem cromatina nuclear frouxa, maior quantidade
de citoplasma que os linfécitos, intensa basofilia cito-
plasmatica e auséncia de vacuolizagao citoplasmatica
(Figura 1f). A morfologia dos LI ¢ amplamente varia-
vel e sua identificacdo no sangue periférico pode ser
dificultada pela presenca de eritrocitos jovens e ou
eritroblastos basofilicos, dada sua intima semelhan-
ca. Ocasionalmente foi observada a presencga de pou-
cos granulos de formato e tamanho variado e de colo-
racdo purpura em alguns LI. Ranzani-Paiva (1995),
cita que a classifica¢do dos leucocitos em peixes nao
¢ uniforme devido ao grande nimero de leucocitos
imaturos na circulagdo periférica.

Os trombocitos de S. brasiliensis sao células pre-
dominantemente elipticas e ocasionalmente ovais,
sendo que o nucleo de coloragdo roxo-purpura e cen-
tral, acompanhando o formato da célula. Possui cito-
plasma escasso de coloracdo hialina, sendo ocasio-
nalmente identificada fina granulacdo acidoéfila (Fi-
gura lh). Similarmente, células com tais caracteristi-
cas foram relatadas em S. brasiliensis de ambiente
natural (Veiga et al., 2000; Ranzani-Paiva et al., 2003),
em S. affins (Atencio-Garcia et al., 2007) e também
em varias outras espécies de peixes teledsteos
(Ranzani-Paiva, 1995; Ranzani-Paiva, 1996; Tavares-
Dias et al., 2000a; Tavares-Dias et al., 2000b; Tavares-
Dias & Moraes, 2004; Tavares-Dias & Moraes, 2006;
Clauss et al., 2008). Em S. brasiliensis, os granulos
citoplasmaticos de trombocitos possuem glicogénio
(Veiga et al., 2000), substancia importante no proces-

Rev. Bras. Med. Vet., 31(4):282-287, out/dez 2009

285



Santiago Benites de Padua et al.

so de fagocitose nos peixes (Tavares-Dias 2006;
Tavares-Dias & Moraes, 2007).

Os valores médios, assim como 0 minimo € maxi-
mo e coeficiente de variagdo das contagens de trom-
bocitos e leucocitos de S. brasiliensis em condigdes
experimentais de cultivo estdo relacionados na Tabe-
la 1. Observa-se se que os valores da contagem de
trombdcitos foram inferiores aos de S. affinis (Atencio-
Garcia et al., 2007), P mesopotamicus (Mataqueiro
& Tavares-Dias, 2004) e B. orbignyanus (Tavares-Dias
& Moraes, 2006). Possivelmente, estas deferencas sao
espécie-especificas, uma vez que o método de conta-
gem usado para S. brasiliensis foi também o mesmo

Tabela 1. Valores médios + desvio padrao (DP), variagdo e coeficiente de
variacdo (CV) dos pardmetros trombométricos e leucométricos de ju-
venis de Salminus brasiliensis em condi¢des experimentais de cultivo.

Parametros Valores médios + DP Variag¢do CV (%)

Trombocitos (UL™") 18.820,75+7.067,64 5.662,50-38.745,00 37,55

Leucocitos totais (L")  21.072,93+7.867,62 3.352,50 45.920,00 37,34
Mondcitos (%) 2,34+1,28 0-6 54,48
Monécitos (UL™) 509,73+363,01 0-1358,44 71,21

Linfocitos (%) 86,39+5,22 72-95 6,06

Linfocitos (UL™) 18.312,21+£6.977,27 2.413,80-40.868,80 38,11

Heterofilos (%) 1,27+£2,45 0-11,5 192,74
Heterofilos (W) 247,20+497,69 0-2212,65 201,33
Eosinofilos (%) 2,04+1,53 0-5,5 74,70
Eosindfilos (uL™") 450,89+423,89 0-1560,00 93,95
Neutrofilos (%) 5,84+4,17 0-18 70,35
Neutrofilos (WL™) 1.165,42+937,75 164,81-4.559,40 80,46
Leucocito Imaturo (L) 2,11£1,75 0-6,5 82,74
Leucocito Imaturo (uL')  392,58+344,67 0-1639,54 87,79

usado para estes dois ultimos caracideos, porém para
S. affinis o método foi distinto.

Os valores de leucdcitos totais de S. brasiliensis fo-
ram superiores aos descritos por Tavares-Dias &
Mataqueiro (2004) para P. mesopotamicus ¢ inferiores
aos descritos por Tavares-Dias & Moraes (2006) para
B. orbignyanus. Da mesma forma, os valores absolu-
tos de linfocitos do dourado foram maiores que os de P,
mesopotamicus (Tavares-Dias & Mataqueiro, 2004) e
B. orbignyanus (Tavares-Dias & Moraes, 2006).

O percentual de neutrofilo (33,3 %) de dourados
oriundos do ambiente natural (Ranzani-Paiva et al.,
2003) foi maior que o do presente estudo, consequen-
temente os valores de linfocitos (53,1%) foram me-
nores. Similarmente, Atencio-Garcia et al. (2007),
também relataram valores de neutrofilos (28,4%)
superiores e de linfocitos (68,8%) inferiores para em
S. affinis de vida livre, quando comparados aos do
presente estudo. Essas diferencas podem ser atribui-
das as condi¢des estressantes de captura, transporte
e cativeiro pelo quais os peixes de vida livre sdo ine-
vitavelmente expostos. Varios autores tém relatado

o aumento do percentual de neutréfilos e diminui-
c¢do do percentual de linfocitos em peixes submeti-
dos as mais variadas condicdes estressantes (Carneiro
etal., 2002; Martins et al., 2002; Martins et al., 2004;
Falcon et al., 2008). Porém, outros fatores tais como
diferenga de ambiente e variagdo interespecifica tam-
bém devem ser considerados (Tavares-Dias &
Moraes 2004; Tavares-Dias & Mataqueiro, 2004).
Os valores do percentual de heterdfilos, leucoci-
tos imaturos, eosinofilos e monocitos do dourado de
ambiente natural (Ranzani-Paiva et al., 2003) sdo
proximos aos encontrados no presente estudo com a
mesma espécie, em condi¢des experimentais de cul-
tivo. Da mesma forma, o percentual de monocitos
de S. brasiliensis foi similar aos de Mugil platanus
(Ranzani-Paiva, 1995), tambacu (Tavares-Dias et al.,
2000b) e S. affinis (Atencio-Garcia et al., 2007). Por
outro lado, o percentual de linfocitos, os valores ab-
solutos de eosinofilos, neutréfilos e leucocitos ima-
turos foram inferiores aos de P. mesopotamicus oriun-
dos do cultivo intensivo (Tavares-Dias & Mataqueiro,
2004), e também quando comparados os valores ab-
solutos de neutrofilos e heterofilos de S. brasiliensis
foram menores que os de B. orbignyanus (Tavares-
Dias & Moraes, 2006) e B. amazonicus Affonso et
al., 2007), contudo estes dois autores quantificaram
juntos neutrofilos/heterdfilos, por considera-los
granuldcitos com mesma similaridade de funcdo.

CONCLUSAO

O presente estudo descreve as propriedades mor-
foldgicas e classificagdo das células sanguineas, além
da quantificacdo das variedades celulares responsa-
veis pela defesa organica de S. brasiliensis. Com isso,
estes resultados podem ser utilizados como prévio
padrdo para comparacdo dessa espécie quando em
outras condigdes de cultivo, assim como sob desafi-
os experimentais. No entanto, estudos adicionais
devem ser conduzidos com esta espécie cultivada em
pisciculturas comerciais, estabelecendo os valores de
referéncia apropriados.
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