Células sangiiineas, eletrolitos séricos, relacao hepato e
esplenossomatica de carpa-comum, Cyprinus carpio (Cyprinidae) na
primeira matura¢ao gonadal

Marcos Tavares-Dias'*, Fabiana Rizzi Bozzo?, Elziane Ferreira Silva Sandrin®, Eugénio
de Campos-Filho* e Flavio Ruas de Moraes'*

"Centro de Aqdicultura da Unesp (Caunesp). Via Prof. Paulo Donato Castellane, 14884-900, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil.
2Depan‘amem‘o de Patologia Animal da FCAV-Unesp, Via Prof. Paulo Donato Castellane, 14884-900, Jaboticabal, Sdo Paulo,
Brasil. *Piscicultura S&o Geraldo, Rodovia Armando Salles Oliveira, Km 342, Caixa Postal 518, Sertdozinho, S&o Paulo, Brasil..
*L aboratério de Anélises Clinicas do Hospital Veterinario, FCAV-Unesp, Via Prof. Paulo Donato Castellane, 14884-900,
Jaboticabal, Sao Paulo, Brasil. *Autor para correspondéncia. e-mail: tavares-dias@bol.com.br

RESUMO. Foram estudados em ambos os sexos de Cyprinus carpio o fator relativo de
condi¢io (Kn), a relagio hepato (RHS) e esplenossomitica (RES), o eritrograma,
trombograma, leucograma, a localizagio de glicogénio pelo método de PAS em
trombdcitos e leucdcitos e os niveis séricos de proteina total ¢ de eletrélitos. O Kn nas
fémeas foi maior que nos machos. Os valores médios da RES nas fémeas foram
inferiores aos dos machos, enquanto que o ndmero de leucdcitos, linfécitos e
neutréfilos foram superiores; porém os niveis séricos de magnésio ¢ de cloreto nos
machos foram maiores quando comparados aos das fémeas. Os valores médios da RHS,
hematdcrito, concentragio de hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM),
concentragio da hemoglobina corpuscular média (CHCM), ndmero de eritrécitos,
trombdcitos, mondcitos, cosindfilos e leucdcitos granular PAS-positivos (LG-PAS),
niveis séricos de proteina total, sédio, potissio e cilcio nio evidenciaram diferenca
estatisticamente significativa (P>0,05), entre machos ¢ fémeas. O método de PAS
mostra grinulos de glicogénio no citoplasma de trombdcitos, eosindfilos e neutréfilos.
Entretanto, no citoplasma dos LG-PAS foram detectados grinulos de glicoproteinas
neutras. Mondcitos, linfécitos foram PAS negativos. Nos teledsteos 0 amadurecimento
das gbnadas apresenta forte relagio com o fator de condi¢io. Na fase de reproducio
nem sempre é possivel detectar os efeitos do sexo isoladamente no hemograma, pois
muitas vezes esse pode nio ser o tnico fator ocasionando dimorfismo.

Palavras-chave: peixe de dgua doce, PAS, Cyprinus carpio, leucécitos, trombdcitos, eritrécitos.

ABSTRACT. Blood cells, seric electrolyte and Cyprinus carpio (Cyprinidae)
common carp hepatosomatic and splenosomatic relation in the first gonadal
maturation. This research studied the condition (Kn) relative factor, the hepatosomatic
(HSR), the splenosomatic (SSR) relation, the erythrocytes, thrombocytes and leukocytes
number, the glicogen locality by PAS method in thrombocytes and leucocytes and the total
protein and electrolytes serices levels in both Cyprinus carpio L. sex. The female Kn showed
higher value than the males. The female HSR average values were lower than the ones
observed in males, while the leukocytes, lymphocytes and neutrophils percentage number
were the highest. However, the males magnesium and choride serices levels were higher
than the females. The HRS average values, hematocrit, haemoglobin concentration, average
corspucular volume (ACV), average corpuscular haemoglobin concentration (ACHC),
erythocytes number, trombocytes, monocytes, oesinophils, positive PAS leukocyte granular
(PAS-LG), and total protein, sodium, potassium and calcium serices levels did not show
significant statistics difference (p> 0.05) between males and females. The PAS method
showed glicogen granules into the thronbocytes, eosinophils and neutrophils cytoplasm.
Nevertheless, in the PAS-LG cytoplasm, neutral glicoprotein granules were also observed.
Monocytes and lynfocytes showed negative reaction to PAS. In the teleosts, the gonodas
matureness presents higher relation with the factor of condition. During the reprodution
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period it is unlikely to find the sexual effects isolated in the hemogram, because most of the
time that is not the only factor to cause dimorphism.

Key words: freshwater fish, PAS, Cyprinus carpio, leukocytes, thrombocytes, erythrocytes.

Introdugao

Nos peixes o desenvolvimento das gonadas
mostra estreita relacio com o aumento do fator de
condi¢io (Zanuy e Carrilo, 1985). A relagio
hepatossomdtica em fémeas de Repromucenns
beniteguri apresentam valores superiores aos dos
machos, mas no periodo de reprodugio ocorre
decréscimo nesse indice em ambos os sexos (Zhu
et al., 1989), ocasionado pelo processo reprodutivo
e pela vitelogénese (Agostinho et al., 1990). Em
Mugil platanus a RES nio ¢ influenciada pelo sexo
(Ranzani-Paiva e Tavares-Dias, 2002). A literatura
nio faz, todavia, referéncias a outros estudos sobre
a influéncia do sexo na RES de peixes
dulciaqiiicolas ou marinhos.

A composi¢io sangiiinea nos peixes teledsteos
pode estar sujeita a fatores como o sexo e o estigio
de  desenvolvimento  gonadal.  Isto  estd
demonstrado em relagio ao eritrograma em
Cyprinus  carpio  (Sopinska, 1983) e em
Acanthopagrus latus (Al-Hassan et al., 1993) e o
leucograma  em  Coregonus  macrophthalmus
(Cavicchiolli e Zavarini, 1977), em C. carpio
(Sopinska, 1983), em Salmo salar (Pickering,1986),
em Salmo trutta (Pickering e Pottinger, 1987) e em
Pimephales promelas (Thomas et al., 1999). Estudos
referentes ao trombograma, no entando, sio
€scassos.

Em tele6steos, os niveis de eletrélitos podem
variar com a espécie e o ambiente. Assim, em
peixes de clima temperado, os valores basais
esperados para os niveis plasmaiticos de sédio sio
de aproximadamente 150,0mmol/L, cloreto
130,0 Meg/L, potdssio 3,2mmol/L e cilcio
5,0mg/dL (Stoskopf, 1993). Para peixes cultivados
em clima tropical, os niveis séricos de proteina
total variam de 2,3 a 8,2g/dL, sédio de 127,0 a
190,0mmol/L, potissio de 0,8 a 8,5mmol/L, cilcio
de 1,4 a 5,5mmol/L, magnésio de 0,5 a 2,8mmol/L
e cloreto de 58,0 a 193,0mmol/L (Tavares-Dias e
Moraes, 2003).

Os niveis plasmiticos de eletrélitos podem
estar correlacionados com os hormoénios sexuais
(esterdides e gonadotropinas), uma vez que o
cilcio estd relacionado com a vitelogénese e com
os niveis de estrégenos. Além disso, outros
eventos  endocrinolégicos  podem  também
influenciar esse fon (Zuim ef al., 1988). Assim, o
presente ensaio teve como objetivo descrever o
eritrograma, trombograma, leucograma,

localizagio de glicogénio pelo método de PAS em
trombécitos e leucédcitos, niveis séricos de
proteina total e eletrdlitos, relacio hepato e
esplenossomitica em machos ¢ fémeas de Cyprinus
carpio Linnaeus, 1758, na primeira maturagio
gonadal.

Material e métodos

Peixes e caracteristicas de criacao

Alevinos de Cyprinus carpio foram alimentados
com ragio comercial contendo os seguintes niveis
de proteina bruta: inicialmente, a farelada com
42%, a extrusada (2 mm de espessura) com 35% e
depois, passaram a receber ragio extrusada (4mm
de espessura) com 28% de proteina, em viveiro da
Piscicultura Sio Geraldo (Sertiozinho, Sio Paulo,
Brasil). Ao fim desse perfodo quando os peixes
contavam com aproximadamente 6 meses de idade
(com 174 dias), 40 espécimes saudiveis (16
machos e 24 fémeas) foram coletados e
transportados para o Laboratério de Patologia de
Organismos Aquiticos do Centro de Sanidade
Animal da FCAV-Unesp (CPPAR) e aclimatados,
sendo entio submetidos aos exames hematolégico,
bioquimico, citoquimico e biométrico.

Exame hematolégico

Por pung¢io do vaso caudal, foram colhidas
duas aliquota de 0,5mL de sangue, sendo uma
com auxilio de seringas contendo EDTA (10%) e
outra contendo EDTA fluoretado e, uma terceira
aliquota de 2mL sem anticoagulante. Nestas
amostras de sangue com EDTA, foram
determinadas a contagem de eritrdcitos, leucéeitos

e trombdcitos totais, o hematdcrito, a
hemoglobina, o volume corpuscular médio
(VCM) e a concentragio da hemoglobina

corpuscular média (CHCM) de acordo com
metodologia usual previamente descrita (Tavares-
Dias et al., 2000 a,b). Para a contagem diferencial,
contagem de leucécitos e de trombdcitos totais,
extensdes sangiiineas foram confeccionadas ¢
coradas pancromicamente com May-Griinwald-
Giemsa-Wrigth (para detalhes veja Tavares-Dias ¢
Moraes, 2003). Em 10 campos homogéneos, de
cada extensdo sangiifnea, foram quantificados o
nimero de eritrdcitos, anotando-se o nimero de
leucécitos e de trombdcitos e de posse desses
resultados e da contagem de eritrécitos (uL de
sangue) em hemocitdmetro, de cada peixe, foi
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realizado o seguinte cilculo (Tavares-Dias e
Moraes, 2003):
1. Leucécitos (uL) =
nimero de leucéeitos x contagem de

eritrécitos/pL
ndmero eritrécitos na extensio sangiifnea

2. Trombécitos (UL) =
nidmero trombdcitos x contagem de

eritrécitos/pul
ndmero eritrécitos na extensio sangiiinea

Exame bioquimico

Amostras sangiliineas foram colhidas com
seringas contendo = 0,1mL de EDTA fluoretado,
destinadas 3 determinagio da glicose plasmaitica.
Porém, tal quantidade de anticoagulante causou
grande hemolise em todas as amostras sangiiineas,
impossibilitando essa determinagio. Somente,
posteriormente chegou-se a uma metodologia
mais adequada para obtenc¢io de sangue destinado
a determinacio da glicemia, nessa espécie.

A terceira aliquota de sangue sem
anticoagulante foi deixada em repouso, na
temperatura ambiente, durante 45 minutos e
depois centrifugada por 10 minutos a 750G, para
dosagem sérica de proteina total e de eletrélitos. A
determinacio da proteina total foi realizada pelo
método do Biureto, a concentragio de sédio
(Na*) e potissio (K*) em espectofotdometro de
chama ¢ do célcio (Ca*™"), magnésio (Mg*") e
cloreto (CI') pelo método colorimétrico.

Exame citoquimico de trombdcitos e
leucécitos

Confeccionaram-se também extensdes
sangiliineas que foram fixadas com Gendre gelado
para demonstracio de glicogénio pelo método do
icido periédico de Schiff (PAS), seguindo as
recomendacdes de McManus (1946) e tratamento
com amilase salivar como controle da
especificidade (Lison, 1960).

Exame biométrico e identificacao do sexo
De cada peixe foram medidos o comprimento
e o peso total. Em seguida, os peixes foram
sacrificados por comogio cerebral para retirada e
pesagem do bago e figado e identificagio do sexo.
De posse desses dados determinou-se o fator

relativo  de  condi¢io  (Kn), a  relagio
hepatossomitica (RHS) e esplenossomitica
(RES), seguindo metodologia previamente

descrita (Tavares-Dias ef al., 2000c).
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Durante a identificagio do sexo, as observagoes
macroscépicas das gdnadas mostraram que os
todos peixes estavam sexualmente maduros. As
fémeas estavam com ovdcitos e os machos
espermiando, com leve pressio no abdome.

Anilise estatistica

Utilizou-se o inteiramente
casualizado com 2 tratamentos. Os valores médios
foram comparados por teste de Tukey a 5% de
probabilidade; para isto empregou-se o programa
Statistical Analysis System/SAS.

delineamento

Resultados

Os valores médios do eritrograma nio
evidenciaram diferenca estatisticamente
significativa (P>0,05), entre machos e fémeas de
C. carpio. Ji o peso corporal e o Kn das fémeas
foram maiores que nos machos, enquanto seus
valores médios da RES sio menores (Tabela 1).
Os niveis séricos de magnésio e cloreto dos
machos de C. carpio foram superiores aos das
fémeas. Porém os niveis séricos de proteina total,

sédio, potissio e cilcio nio evidenciaram
diferenca estatisticamente significativa (P>0,05)
(Tabela 2).

O ntmero de trombdcitos, mondcitos,

eosindfilos e células granulociticas especiais nio
foi influenciado pelo sexo, em C. carpio.
Entretanto o nudmero de leucécitos totais,
linfécitos e neutréfilos das fémeas foi maior
quando comparado aos machos (Tabela 3).

Tabela 1. Valores médios + desvio padrio do fator relativo de
condigio (Kn), dados biométricos e eritrograma em Cyprinus
carpio. A amplitude de variagio é mostrada entre parénteses. Os
valores médios seguidos da mesma letra nio diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).

Parimetros Machos Fémeas
Peso corporal (g) 327,1+462° 3683 +61,9"
(264,5-431,5) (258,5-509,0)
Comprimento (cm) 26,1 +1,1* 26,9+ 1,7
(24,5-29,0) (25,0-31,0)
Kn 0,99 +0,02° 1,00 + 0,02
(0,97-1,02) (0,98-1,05)
RHS (%) 1,72 £ 029" 1,85+ 0,22
(1,20-2,30) (135-2,28)
RES (%) 0,178 £ 0,074* 0,132 £0,022°
(0,114-0,409) (0,091-0,166)
Eritrécitos (x 10%uL) 3,852 +0,61" 3,580 +0,62"
(2,700-5,130) (2,510-5,360)
Hemoglobina (g/dL) 11,0 £32* 10,1 +£3,4*
(7.7-16,6) (6,8-20,2)
Hematdcrito (%) 35,0 + 4,8" 33,7+38"
(30,0-42,0) (22,0-38,0)
VCM (fL) 91,9+ 12,2 96,9 +21,0*
(62,7-117,3) (56,0-139,4)
CHCM (g/dL) 31,6+9,1% 30,3 +9,9*
(20,5-48,4) (20,6-55,5)
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Tabela 2. Valores médios + desvio padrio das varidveis
bioquimicas no soro de Cyprinus carpio. A amplitude de variagio é
mostrada entre parénteses. Os valores médios seguidos da mesma
letra nio diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).

Tavares-Dias et al.

Tabela 4. Principais caracteristicas morfoldgicas e citoquimicas
dos trombdcitos e leucécitos de C. carpio. LG-PAS= leucdcito
granular PAS positivo; — =Reagio negativa; += Reagio fraca;
++= Reagio positiva; +++= Reagio intensa.

Parimetros Machos Fémeas
Proteina total (g/dL) 2,7+0.2" 2,7+02%
(2,4-3,0) (2,4-3,0)
Sédio (mmol/L) 136,3 + 4,24 1353 +4,3*
(130,0-145,0) (127,0-142,0)
Potissio (mmol/L) 1,1£0,5" 12+0,7*
(0,6-2,3) (0,6-2,9)
Cilcio (mmol/L) 23+0,1% 22+0,1*
(2,0-2,5) (2,1-2,5)
Magnésio (mmol/L) 1,4+0,2% 1,3+£03"
(12-1,9) (0,9-1,7)
Cloreto (mmol/L) 106,8 £ 8,4* 103,1 +4,9°
(99,0-130,0) (95,0-113,0)

Tabela 3. Valores médios + desvio padrio do trombograma e
leucograma em Cyprinus carpio. A amplitude de variagio ¢
mostrada entre parénteses. LG-PAS= leucdcito granular PAS
positivo. Os valores médios seguidos da mesma letra nio diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey (P>0,05).

Machos

25492,1 £ 19981,0°
(1764,7-82782,7)
26500,0 + 18334,6°
(8823,5-77350,1)
188735 + 16977,9°
(6000,0-73482,6)

Fémeas

30940,0 + 28461,3*
(1259,8-110594,1)
51794,1 £ 43704,1*
(10083,6-218913,3)
39878,1 + 37314,5"
(7461,8-188265,4)

Parimetros

Tromboécitos (nL)
Leucdcitos (uL)

Linfécitos (1L)

Neutréfilos (uL) 5652,4 % 3576,3" 97657 % 7131,0°
(2320,5-14636,0) (2218,4-30647.9)
Monécitos (uL) 502,7 + 454,6" 456,0 +735,3"
(0,0-1608,6) (0,0-3289,4)
LG-PAS (uL) 14353 + 1246,5" 15403 + 1731,5"
(0.0-3217.2) (0,0-6437,9)
Eosinéfilos (uL) 36,2+ 107,1° 191,3 +368,2"
(0,0-402,1) (0,0-14307)
As principais  caracteristicas morfoldgicas

observadas em trombdcitos e leucéeitos em C.
carpio, ap6s coloragio com May-Griinwald-
Giemsa-Wrigth e aplicagio do método de PAS
com controle de especificidade pela amilase
salivar, estio descritas na Tabela 4 ¢ Figuras 1-6.
Nos trombdcitos, elipticos ou arredondados, a
concentragio dos grinulos de glicogénio ¢é
varidvel, sendo que estes se localizam
principalmente na periferia da célula, seguindo o
contorno ou concentram-se nos pélos da célula
(Figura 1b). Os grinulos de glicogénio dos
neutréfilos  sio  finos e  distribuem-se
homogeneamente por todo o citoplasma (Figura
2b). Nos LG-PAS os grinulos formam uma
massa uniforme e intensamente corada pelo PAS,
mesmo apds digestio com amilase salivar,
sugerindo a presenca de glicoproteinas neutras
ligadas 2 um componente protéico (Figura 4b). Os
grinulos de glicogénio dos ecosindfilos sio maiores
que dos neutréfilos e distribuem-se  pelo
citoplasma (Figura 5b). Mondcitos e linfdcitos
mostraram reagao negativa ao PAS.

Coloragio com May-Griinwald-Giemsa-Wrigth
(MGGW)
Formato fusiforme, ocasionalmente arredondado,
Trombdcitos de citoplasma hialino sem granulagdes e nticleo  ++
fusiforme.
Formato arredondado, tamanho variado e
citoplasma basofilico. O nticleo é arredondado,
sendo elevada a sua relagio com o citoplasma.
Formato arredondado, de citoplasma com
granulagio fina e neutrofilicas. O ntdcleo em
forma de bastonete e  ocasionalmente
segmentado.
Formato arredondado e citoplasma basofilico. O
ntcleo é geralmente excéntrico e ocasionalmente
pode ser chanfrado.
Formato arredondado, citoplasma com granulos
eosinofilicos. O nticleo é geralmente excéntrico.
Formato arredondado, o citoplasma nio se cora
com corantes do tipo dcido ou bisico e o niicleo ¢ +++
pequeno e geralmente excéntrico.

Células PAS

Linfécitos

Neutréfilos T+

Monécitos
Eosinoéfilos

++

LG-PAS

3 -
Figuras 1-6. Células sangiiineas de C. carpio. Trombdcitos
corados com MGGW (1a) ¢ PAS (1b). Neutréfilos corados com
MGGW (2a) ¢ PAS (2b). Linfécito corado com MGGW (3).
LG-PAS corados com MGGW (4a) ¢ PAS (4b). Eosindfilos
corados com MGGW (5a) ¢ PAS (5b). Mondcito corado com
MGGW (6). Aumento: 1050x.

Discussao

Fator relativo de condicdo, relacao hepato
(RHS) e esplenossomatica (RES)

O peso corporal e o Kn das fémeas de C. carpio
foram maiores que nos machos e, nas observacoes
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macroscépicas das gdnadas, as fémeas estavam com
ovécitos. Assim, o peso dos ovirios das fémeas pode
ter aumentado seu peso corporal, ocasionando o
aumento observado no seu fator de condigio,
semelhante ao que ocorre em Repromucenns beniteguri
(Zhu et al., 1989). Em Dicentrarchus labrax, o
desenvolvimento  gonadal  esti  estreitamente
relacionado com o aumento do fator de condigio,
sendo que, inicialmente, ocorre elevagio deste indice
quando o peixe estoca reserva para posterior
crescimento gonadal, mas, quando ocorre a desova,
esse diminui progressivamente (Zanuy e Carrilo,
1985). Por outro lado, em Rhinelepis aspera, também
oriundos de ambiente I6tico, o peso das gbnadas nio
influenciou o fator de condic¢io (Agostinho et al.,
1990).

Em C. carpio, dessas observacoes, a RHS nio foi
influenciada pelo sexo durante o periodo de
reproducio, mas os valores médios da RES dos
machos foram superiores aos das fémeas. Ranzani-
Paiva e Tavares-Dias (2002) descreveram que em
Mugil platanus, 2 RHS e a RES nio apresentaram
dimorfismo sexual. Porém estudo sazonal mostra
que em fémeas de Repromucenns beniteguri os valores
de RHS foram superiores aos dos machos, mas, no
periodo de reprodugio, ocorre decréscimo nesse
indice em ambos os sexos (Zhu ef al., 1989). Essa
redugio nos valores de RHS estd relacionada ao
processo reprodutivo e 2 vitelogénese (Agostinho et
al., 1990). A escassez de estudos sobre os efeitos do
sexo na RES em peixes dulciaqgiiicolas, todavia,
impossibilitou maiores discussdes dos dados aqui
obtidos.

Glicemia, proteina total e eletrélitos

O uso de aproximadamente 0,1mL de EDTA
fluoretado, nas seringas, momentos antes da
obtengio de 0,5mL de sangue, ocasionou alto grau
de hemdlise em C. carpio. Porém resultados deste
laboratério demonstram que isso nio ocorre com

outras espécies dulciaqiiicolas como  Piaractus
mesopotamicus,  Oreochromis  niloticus, — Colossoma
macropomum, Brycon cephalus, hibrido tambacu,

Leporinus macrocephalus, hibrido de tilipia vermelha ¢
Prochilodus  lineatus. Assim, para amostragem de
pequena quantidade de sangue para dosagem da
glicemia, nessa espécie de carpa, a melhor maneira
de obter plasma nio-hemolisado é umedecer as
seringas com o EDTA fluoretado no minimo com
16 horas de antecedéncia da colheita sangfiinea.
Possivelmente, tais resultados estejam relacionados a
diferenga  interespecifica na  fragilidade dos
eritrécitos quando em presenca da substincia
anticoagulante. Field ef al. (1943), relatam que o
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sangue de Salvelinus fontinalis, quando colhido com
oxalato de sddio, é mais resistente 3 hemdlise que o
de C. carpio. Similarmente, estudos sugerem que o
anticoagulante  EDTA causa mais hemdlise nas
amostras sangiiineas de C. carpio que em Oreochromis
mossambicus (Smit e Hattingh, 1980).

Nessas observagdes, os niveis séricos de proteina
total, sédio, potissio ¢ cilcio em machos e fémeas de
C. carpio foram similares mas as concentracdes de
magnésio e de cloreto nos machos foram superiores.
Diferengas fisioldgicas entre sexos em individuos de
uma mesma espécie estio geralmente relacionadas as
caracteristicas sexuais primdrias e secundirias ou as
adaptagdes resultantes das diferentes estratégias
empregadas para a reprodugio (McCormick e
Naiman, 1985; Zuim et al., 1988). Assim estudos
sazonais em Esox lucius relatam baixos niveis de
proteina sérica em machos e fémeas, no periodo de
desova (Lenhardt,1992) e em Dicentrarchus labrax
aumento transitério de proteina plasmética na pré-
desova, seguido de declinio na desova (Ozretic et al.,
2001). Isso sugere possivelmente uma redistribuigio
das protefnas essenciais necessirias i formagio dos
gametas no periodo que antecede a reprodugio.
Zuim et al. (1988) estudando sazonalmente os niveis
plasmiticos de eletrdlitos, em P. mesopotamicus,
observaram que durante a maturagio avancada
ocorre aumento de sédio, cilcio, potdssio e magnésio
em machos e fémeas, sendo os niveis de potissio
mais elevados nos machos e os de cilcio, nas fémeas.

Eritrograma, trombograma e leucograma

Em tele6steos, o dimorfismo sexual que ocorre
em relagdio 3s caracteristicas hematolégicas pode
estar associado 2 presenca de andrégenos (Slicher,
1961) e a espermiacio nos machos (McCormick ¢
Naiman, 1985). Durante o periodo de desova em C.
carpio de cativeiro, do presente trabalho, nio houve,
contudo, influéncia do sexo na contagem de
eritrécitos, hematdcrito, hemoglobina, VCM ¢
CHCM i semelhanga do que ocorre em Oreochromis
niloticus oriundos também de cultivo (Tavares-Dias ¢
Faustino, 1998). Porém, em M. platanus de estuarino
somente o hematdcrito dos machos é maior que das
fémeas (Ranzani-Paiva e Tavares-Dias, 2002). Em
Schizodon borelli ¢ P. lineatus de ambiente natural,
também ocorre dimorfismo sexual no eritrograma,
sendo que em S. borelli o hematécrito e o VCM
sofrem influéncia do estigio de desenvolvimento
gonadal (Ranzani-Paiva ef al., 2000). Sopinska (1983)
relatou que em machos de C. carpio cultivados,
durante todos os estigios gonadais o ndmero de
eritrécitos, de concentragio de hemoglobina e de
hematdcerito foram superior ao das fémeas mas os
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valores de VCM ¢ CHCM destas foram maiores que
nos machos.

Embora a desova seja um processo fisioldgico
natural ela imp&e aos peixes forte estresse, podendo
levi-los 2 morte. Neste perfodo, as caracteristicas
sangiiineas sio afetadas mas podem responder com
algum atraso, pois o efeito da desova é usualmente
mascarado por outros fatores, tais como a
sazonalidade e a dinimica da hematopoiese. Assim,
esse  processo  natural  nio  pode  ser
inequivocadamente tomado como via de regra
(Luskovd, 1998). Portanto, quando se avalia o
quadro hematoldgico de peixes adultos, nem sempre
é possivel determinar a influéncia desse ou daquele
fator isoladamente (Tavares-Dias e Moraes, 2004).

Em C. carpio deste ensaio, o ntmero de
trombdcitos nio mostrou diferenca entre os sexos,
mas houve aumento no ntimero de leucdcitos totais
nas fémeas causado pelo aumento do ntimero de
linfocitos e de neutréfilos. Similarmente, estudos
com essa mesma carpa demonstrou aumento de
leucécitos em fémeas quando comparadas aos
machos, sendo que esses dltimos apresentaram os
maiores percentuais de neutrdfilos. Jd o percentual
de linf4citos em ambos os sexos dependeu do estigio
de maturacio das gonadas (Sopinska, 1983). Hi,
contudo, diferenga entre machos e fémeas de tildpias
Sarotherodon  melanotheron, O. mossambicus x O.
macrochir (Lea Master et al., 1990) e O. niloticus
(Tavares-Dias e Faustino, 1998) quando se compara
o percentual de leucéeitos. Na avaliagio do
leucograma durante a reprodugio, nem sempre é
possivel observar o efeito do sexo isoladamente, pois
este por si s6 pode nio ser o responsivel por
alteragdes quantitativas dos leucdcitos (Tavares-Dias
¢ Moraes, 2004).

Aspectos citoquimico de trombécitos e
leucdcitos

Em  machos e fémeas de C. carpio, os
trombdcitos neutréfilos e eosindfilos apresentaram
reacio positiva a0 método de PAS para identificagio
de glicogénio no citoplasma, enquanto mondcitos e
linfécitos foram negativos a semelhanga do que
ocorreu em Salminus maxilosus (Veiga et al., 2000) e
em Piaractus mesopotamicus (Tavares-Dias, 2003). Nos
trombdcitos  elipticos ou arredondados, deste
trabalho, a concentracio dos grinulos de glicogénio
¢ varidvel, sendo que eles se localizam
principalmente na periferia da célula, seguindo o
contorno ou concentrando-se nos pdlos da célula.
Todas estas caracteristicas foram descritas em
trombdcitos de Pseudoplatystoma fasciatum (Carvalho
et al., 2000), Hoplias malabaricus, Aristichthys nobilis ¢

Tavares-Dias et al.

Astronotus ocellatus (Tavares-Dias e Moraes, 2004)
quando submetidos a0 método de PAS. Porém
reacio PAS negativa estd relatada em trombdcitos de
Oncorhynchus mykiss, O. kisutch ¢ Morone saxatilis ¢
reagio fracamente positiva em trombdcitos de
Ictalurus punctatus (Zinkil et al., 1991; Tavares-Dias,
2003), Carassius auratus (Zinkil et al., 1991) e
Leporinus macrocephalus (Tavares-Dias e Moraes,
2003).

Os trombécitos de peixes, sio geralmente
elipticos, eventualmente as formas arredondados
também ocorrem. Assim, durante a contagem
diferencial de leucdcitos, alguns pesquisadores
(Cavicchiolli e Zavarini, 1977; Thomas et al., 1999)
relatam dificuldades na distingdo morfoldgica entre
linfocitos e trombdcitos redondos. Neste caso, o
método de PAS pode ser importante na
diferenciacio entre essas duas populacoes celulares,
uma vez que trombdcitos sio PAS positivos e os
linfécitos, negativos, como mostram os resultados
em C. carpio deste ensaio.

A identificagio de glicogénio nas
sangiiineas ¢é relevante ¢ tem valor diagndstico, uma
vez que em certas alteragdes patolégicas as células
modificadas, quando submetidas a0 método de PAS,
diferem das células normais (Dacie e Lewis, 1991).
Além disso, a presenca de glicogénio estd
intimamente associada ao fornecimento de energia
para a realizagio da fagocitose (Veiga et al., 2000;
Ueda et al., 2001). No presente estudo, eosindfilos e
neutréfilos apresentaram grinulos de glicogénio no
citoplasma assim como estd descrito em Acipenser
transmontanus (Zinkl et al., 1991) e em Astronotus
ocellatus (Tavares-Dias ¢ Moraes, 2004).

Neutréfilos de O. mykiss fagocitam Vibrium
anguillarum e mostram forte reagio positiva ao PAS
(Lamas et al., 1994). Similarmente, trombdcitos de
C. carpio fagocitam particulas de carbono (Imagawa
et al., 1989) e fragmentos de células, células inteiras e
bactérias em O. mykiss (Hill e Rowley, 1996). Estes
resultados da literatura ¢ a grande quantidade de
glicogénio em trombdcitos de C. carpio sugerem a
participagio dos trombdcitos na fagocitose. Assim, a
funcio dos trombdcitos como células sangiiineas de
defesa orginica como vem sendo proposto (Tavares-
Dias et al., 2000a,b; Tavares-Dias, 2002; Tavares-
Dias ¢ Moraes, 2004), particularmente quando a
abordagem enfoca o ponto de vista da patologia estd
certamente justificado.

Em Colossoma macropomum (Tavares-Dias et al.,
1999; Tavares-Dias, 2003), Piaractus mesopotamicus
(Tavares-Dias et al., 2000b), hibrido tambacu
(Tavares-Dias et al., 2000c; Tavares-Dias, 2003),
Rhamdia  quelen (Tavares-Dias et al., 2000d) e

células
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Células sangiiineas de Cyprinus carpio

Aristichthys nobilis (Tavares-Dias e Moraes, 2004) est4
descrito um granuldcito cujos grinulos nio se coram
com corantes do tipo dcido ou bisico. No presente
ensaio, com C. carpio, os grinulos citoplasmaticos
dessa célula nio se coram com tais corantes. Porém
estes grinulos sio fortemente PAS positivos, mesmo
apés digestio com amilase salivar, sugerindo a
presenca de glicoproteinas neutras 3 semelhanca do
que ocorre em Aristichthys nobilis (Tavares-Dias e
Moraes, 2004). Célula, com tais caracteristicas
citoquimicas, também foi inicialmente descritas em
Catostomus commerssoni e, por isso, chamada de
leucécito granular PAS-positivo (GL-PAS) (Barber e
Westerman, 1975), assim foi a terminologia aqui
adotada. Estudos citoqiiimicos em P. maculatus
demonstraram que tal célula difere morfolégica e
citoquimicamente  dos  demais  granuldcitos
conhecidos nos peixes (neutréfilo, eosindfilo e

baséfilo), entio considerou-se um  quarto
granulécito, o qual foi denominado célula
granulocitica  especial ~ (Ribeiro, 1991). Esse
granulécito, todavia, pode ser encontrado na

literatura com outras denominagdes (Tavares-Dias e
Moraes, 2004).

Enfim, a metodologia de colheita sangiiinea
adequada ¢ de extrema importincia na determinagio
da  composicio sangiiinea em  peixes. O
amadurecimento das gdnadas possui forte relagio
com o fator de condi¢io. Na fase de reproducio
nem sempre é possivel detectar os efeitos do sexo
isoladamente no hemograma dos peixes, pois muitas
vezes este pode nio ser o tnico fator ocasionando
dimorfismo. O método de PAS, empregado na
localizagio de carboidratos, pode ser usado
rotineiramente para corar os grinulos de LG-PAS
diferenciando tal granulécito dos demais e além
disso, auxiliar na diferenciacio de trombdcitos
redondos e linfocitos.
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