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1. INTRODUCAO

A hematologia é um estudo de grande importancia em populacdes de peixes,
sendo utilizada como indicador de estado fisioldgico, podendo auxiliar na
identificacdo de situacdes de estresse e no diagnéstico de doencas (TAVARES-
DIAS et al.,, 2004). A contagem de leucécitos tem sido uma técnica bastante
empregada no reconhecimento de estresse fisiologico. A liberacdo de
glicocorticoides em resposta ao estresse modifica a razdo entre neutrofilos e
linfécitos circulares, pois os linfécitos migram da corrente sanguinea para os tecidos
e 0s neutréfilos migram dos tecidos para a corrente sanguinea (DAVIS et al., 2008).

Para realizacdo da contagem diferencial de leucécitos é essencial a verificacdo
do corante que permita a melhor identificacdo destas células na espécie em estudo.
Trabalhos envolvendo caracteristicas leucocitarias demonstram uma diversidade de
resultados quando usada a mesma técnica de coloracdo em peixes de espécies
diferentes (TAVARES-DIAS E MORAES, 2003).

O corante utilizado para analise sanguinea deve evidenciar com clareza os cinco
principais tipos de leucocitos de vertebrados: linfécitos, neutréfilos, mondcitos,
eosinofilos e basdfilos. Os linfocitos sdo células predominantemente arredondadas,
com pequena quantidade de citoplasma basofilico. Os neutréfilos apresentam um
nacleo esférico ou lobulado e um citoplasma abundante com presenca de granulos.
Os mondcitos sdo células grandes de forma irregular, apresentando vacuolos em
seu citoplasma. Os eosindfilos, assim como os basdéfilos, sdo células mais dificeis de
serem encontradas em teledsteos. Os eosindfilos possuem uma caracteristica bem
marcante, seu citoplasma é repleto de granulos avermelhados evidentes. Os
basdfilos quando encontrados, apresentam granulos citoplasmaticos bem corados e
maiores do que os observados em outros tipos de granuldcitos (CLAUSS et al.,
2008; TAVARES-DIAS et al., 1999).

Com base no exposto, realizou-se o estudo com a espécie de peixe Poecilia
vivipara Bloch & Schneider, 1801 com o objetivo de analisar e comparar trés
metodologias de coloracéo para identificacdo de leucocitos.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados 5 individuos da espécie P. vivipara criados sob as mesmas
condicbes. Os animais foram anestesiados e eutanasiados em benzocaina
(100ppm) para a coleta de sangue feita através do corte do pedunculo caudal.
Imediatamente apds a coleta do sangue, foram confeccionadas extensdes
sanguineas que foram fixadas com metanol por 5min e coradas de acordo com trés
procedimentos.
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No primeiro teste foram coradas trés extensdes sanguineas de acordo a técnica
de Rosenfeld. Utilizou-se 75mLI de agua destilada, 20mL de solug¢do tampao e 5mL
de corante, sendo 2,5mLl| de Giemsa e 2,5 mLde May-Grunwald. As laminas foram
colocadas em uma cuba de coplin e imersas nessa solucao por 40min.

A segunda técnica foi composta por 75mL de agua destilada, 20mL de solucao
tampdo e 5mL de corante (2mLlI de Giemsa, 2mL de May-Grunwald e 1mL de
Wright). Nesse método também foram utilizadas trés laminas imersas por 40min.

A solucao tampao descrita nos dois procedimentos foi preparada com 4,082g de
KH2POase 4,258g de Na2HPO4 diluidos até 1000mL com agua destilada.

Para o terceiro teste, utilizou-se Pandtico, um conjunto de coloracdo rapida em
hematologia, composto por um fixador e duas solucdes corantes. O reagente 1 com
propriedades fixadoras nao foi utilizado pois as laminas ja haviam sido fixadas. As
laminas foram mantidas imersas por 25 segundos no reagente 2 e 25 segundos no
reagente 3.

Apoés a coloracdo, as laminas foram lavadas com agua de torneira e analisadas
em microscopia otica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao avaliar os trés tipos de coloracéo, percebeu-se que apenas um dos corantes
foi eficiente na identificacdo das células leucocitarias. Nas extensdes coradas com
Panotico foi possivel reconhecer com nitidez linfocitos, mondcitos e neutréfilos. Os
leucécitos por esse método apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes
as descritas por Clauss et al. (2008). Observou-se que os linfocitos adquiriram
coloracdo mais intensa no nudcleo, sendo este facilmente distinguido de seu
citoplasma (Fig. 1a). Os mondcitos foram identificados por seu formato irregular e
vacuolizagbes no citoplasma (Fig. 1b). Os neutrofilos também foram corados de
maneira esperada, citoplasma pouco corado e proporcionalmente maior em relagéo
ao nucleo (Fig. 1c).

Figura 1- Células sanguineas do peixe Poecilia vivipara coradas com Pan6tico. a)
Linfocito (L); b) Mondcito (M); ¢) Neutrdéfilo (N).

Diferentemente, o procedimento utilizando os corantes Giemsa, May-Grunwald e
Wright demonstrou linfocitos sem coloracao no nucleo (Fig 2a). Em geral, linf6citos e
neutréfilos sdo células leucocitarias mais frequentes em extensées sanguineas de
teledsteos (TAVARES-DIAS et al, 2009; CLAUSS et al, 2008; SANTOS et al, 2011),
no entanto, ao examinar as laminas mais detalhadamente, foram identificados
poucos neutréfilos. O padrdo apresentado por essa técnica possivelmente ndo
permitiu que essas células fossem coradas e visualizadas.
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O método de Rosenfeld (Giemsa e May-Grunwald) apresentou coloracéo
irregular para linfécitos, levando & muitas células com nucleo e citoplasma corados
de maneira semelhante, e, portanto, de dificil diferenciacdo (Fig 2c). Com esse
procedimento, observou-se também dificuldade para encontrar mondcitos. Ao
simular uma contagem diferencial de leucdcitos, localizou-se apenas dois ou trés
mondcitos por lamina analisada, estando estes com uma coloragdo muito sultil.
Similarmente a esse estudo, Tavares-Dias e Moraes (2003) também obtiveram
dificuldades para identificar granulécitos e mondcitos corados por essa combinacao.

Ocasionalmente, neutrofilos corados pelo método de Rosenfeld exibiram
coloragéo variavel, apresentando células com presenca de granulos avermelhados
no citoplasma, confundindo-os com eosindfilos.

e 0

Figura 2- Linfécitos encontrados do peixe Poecilia vivipara corados por diferentes
métodos. a) Linfécito com coloracdo Giemsa, May-Grunwald e Writhg; b) Linfécito
por Panotico; c) Linfocito pelo procedimento de Rosenfeld (Giemsa, May-Grunwald).

Outras células granulociticas, como eosindfilos e basofilos sdo menos
comuns de serem encontradas (CLAUSS et al, 2008). Nesse estudo ndo foram
identificadas células de defesa desse tipo.

Em relagdo aos globulos vermelhos, observou-se que nas trés metodologias
de coloracéo os eritrocitos foram prontamente reconhecidos.

4. CONCLUSOES

Através desse estudo pode-se concluir que as células sanguineas de P. vivipara
respondem de forma diferente aos métodos de coloracéo testados. A combinacdo
apresentada pelo Pandtico foi a que permitiu maior confiabilidade na visualizacdo e
identificacdo de leucdcitos.

Pouco se conhece sobre as caracteristicas sanguineas de Poecilia e os
resultados demonstram a importancia de uma coloracdo adequada nas extensdes
sanguineas para posterior realizacdo de exames hematologicos.
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