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1. INTRODUCAO

A necessidade de se identificarem os leucdcitos de uma determina-
da espécie existe quando se quer compreender a base celular dos proces-
sos patologicos. Os leucdeitos de muitas espécies de peixes tém sido estu-
dados sob o ponto de vista morfolégico e funcional em organismos captu-
rados em seu ambiente natural (13, 14, 17, 19, 20, 21, 22), porém poucos
sdo os trabalhos que dizem respeito as espécies em cativeiro (¢, 16, 18,
20).

O objetivo deste trabalho fo1 estudar as variacdes da férmula leu-
cocitaria de exemplares de Brycon sp., submetidos a criacdo intensiva em
2 tanques com a mesma densidade, considerando-se separadamente 0s
sexos e os estadios de maturagdo gonadal.
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2. MATERIAL E METODOS

Os peixes utilizados neste estudo foram capturados em tanques de
criacdo da Estagdo de Aqiiicultura de Paraibuna, Sdo Paulo, da Companhia
Energética de Sdo Paulo (CESP), durante o periodo de margo de 1984 a
maio de 1986.

Os dois tanques de alvenaria utilizados mediam 10 x 20 m, com
coluna de agua de 1,5 m. No fundo foi colocado uma camada de terra are-
nosa ¢ feita a calagem na proporgdo de 60 kg de cal/tanque. Em um dos
tanques colocaram-se 400 individuos de um ano e quatro meses (tanque
C13) e, em outro, 400 de dois anos e seis meses (tanque Cy4). Os peixes
receberam ragdo balanceada (30% de proteina bruta), duas vezes ao dia,
na propor¢do de 3% a 1% do peso vivo, de acordo com o més do ano
(menor percentagem nos meses frios). Bimestralmente, foram pesados
(peso total, em gramas) 40 exemplares de cada tanque (10% do lote ini-
cial) para o ajuste da quantidade de ragdo.

Para as analises sangiiineas coletaram-se, mensalmente, 10 exem-
plares de cada tanque. Apds a anestesia com clorobutanol (30 g de cloro-
butanol diluidos em alcool absoluto; desta solugdo foram utilizados 3 ml
diluidos em 1 litro de dgua), os peixes foram pesados (peso total, em gra-
mas) e o sangue retirado por pun¢do caudal com auxilio de seringas e
agulhas descartaveis, heparinizadas. Anotaram-se os dados de comprimen-
to total, em cm, apds o que foi feita uma incisdo longitudinal ventral para
exposigdo das gbnadas, para identificagdo macroscopica do sexo e dos
estadios de maturagdo gonadal dos individuos, segundo NIKOLSKII (/5).

Com o sangue obtido foram feitas extensfes, coradas pelo
Leishman e utilizadas para a identifica¢io e descri¢do dos diferentes tipos
celulares e contagem diferencial dos leucécitos, segundo PITOMBEIRA
(21). De cada lamina contaram-se 200 células brancas e determinou-se a
percentagem de cada uma delas.

Calcularam-se as médias, os desvios-padrdo das médias e os inter-
valos de confianga das percentagens de cada leucécito dos individuos dos
dois tanques, separados por estadios de maturag@o gonadal. Os resultados
foram analisados por inspec¢do grafica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para este estudo foram analisados 407 exemplares, .sendo 213 (135
fémeas e 78 machos) do tanque C13 (comprimento total variando de 17,2
a 30,4 cm e peso de 46,4 a 2183 g) e 194 fémeas do tanque Cjz
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(comprimento total variando de 23,0 a 31,0 cm e peso de 119,6 a 290,2
8).

No tanque C14 néo foi possivel uma anélise do sangue dos machos,
em razdo do reduzido nimero de exemplares desse sexo neste tanque. Os
poucos individuos encontrados apresentavam as génadas atrofiadas e de
dificil caracterizacdo macroscopica. Também nio foram encontrados,
neste tanque, md1v1duos jovens.

3.1. Descri¢do das Células do Sangue Periférico de Brycon sp. e Con-
tagem Diferencial dos Leucocitos

3.1.1. Eritrocitos

Os eritrocitos de Brycon sp. sdo ovais, com um nucleo central
acompanhando o formato da célula, e de cromatina densa. Ndo foram ob-
servados nucléolos. O c1toplasma apresenta-se basofilico, é relatlvamente
abundante (Figura 1-1).

Os eritrécitos de Brycon sp. assemelham-se aos dos outros teledste-
os estudados (14, 18, 19). Uma pequena percentagem destes era imatura
(eritroblastos). Apresentam-se, no sangue periférico, com nticleos mais
arredondados, cromatina menos densa que a dos eritrécitos maduros e
citoplasma com basofilia mais acentuada. Para o curimbata, Prochilodus
scrofa (19), a percentagem de eritroblastos no sangue periférico foi muito
superior a encontrada em Brycon sp., chegando a 20,9% das células conta-
das, sendo incluidos, por esta razdo , naquela espécie, na contagem dife-
rencial dos leucécitos. BOYAR (2), SAUNDERS (23) e GARDNER ¢
YEVICH (9) também descreveram eritroblastos em sangue periférico de
Clupea harengus harengus, 121 espécies de peixes marinhos e Cyprino-
dontideos, respectivamente. Foram encontrados, também, em Brycon sp.,
alguns entrocitos anucleados, outros com estrangulamento central e restos
de citoplasmas (Figura 1-1). Essas células an6malas foram, também, des-
critas por SAUNDERS (23) e EIRAS (6), ndo tendo sido relacionadas
com qualquer enfermidade ou contaminagio ambiental.

A amplitude de variagdo do nimero de eritrécitos no sangue perifé-
rico de Brycon sp. foi de 57,5 a 318,5 104/mm3 (16).

3.1.2. Trombocitos

Os trombécitos de Brycon sp. possuem forma variada
(arredondadas, ovais e fusiformes), com nicleo grande que acompanha o
formato da célula; o citoplasma ¢ escasso e cora-se fracamente pela eosina
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(Figura 1-2). Sdo, freqiientemente, agrupados em duas ou mais células e
considerados as células criticas envolvidas no mecanismo de coagulagdo
do sangue dos peixes, a semelhanga dos outros vertebrados (5, 7). Segun-
do SRIVASTAVA (25), a taxa de coagulagdo do sangue dos teledsteos
esta relacionada com o nimero de trombocitos presentes no sangue peri-
férico.

Varios autores incluem os trombdcitos na contagem diferencial dos
globulos brancos, em razdo da dificuldade de diferencia-los dos linfécitos
pequenos. Entretanto, HAIDER (10, 11), citado por RIBEIRO (22), des-
creve a "spindle cell” ou trombdcito como um elemento de linhagem pré-
pria sesm nenhuma liga¢do com a linfocitaria.

3.1.3. Linfocitos

Sdo células pequenas, arbitrariamente divididas em pequenos e
grandes linfécitos. O nicleo € arredondado, de cromatina compacta, ho-
mogénea e ndo se observam nucléolos. O nuicleo ocupa virtualmente toda
a célula, deixando apenas um pequeno anel de citoplasma basofilico, sem
granulagdes (Figura 1-2). A diferenciagdo entre linfécitos pequenos e
trombdcitos arredondados da-se pela coloragdo intensamente basofilica e
pela emissdo visivel de pseudépodos do citoplasma dos linfocitos. Foram -
encontrados, freqiientemente, linfécitos de forma atipica, com intensa
quantidade de pseudopodos.

Varios autores tém descrito a fungdo imunoldgica do sistema linfoi-
de nos peixes, dentre eles FINSTAD et alii (§). Fazem parte, também,
desse complexo sistema elementos jovens, precursores das varias linha-
gens celulares, como os plasmdécitos ou células plasmocitdides e os he-
moblastos (3, 22).

Os linfécitos de Brycon sp., nos dois tanques estudados, apresenta-
ram uma amplitude de varia¢ao de freqiiéncia entre 0,0 e 80,0%. Desses, o
linfécito pequeno representa a maior percentagem. Em outras espécies de
peixes, como apaiarl, Astronotus ocellatus (21), mandil, Pimelodus macu-
latus (22), e cascudo, Plecostomus albopunctatus (14), o linfécito € a célu-
la que se apresenta em maior percentagem no sangue periférico.

3.1.4. Monocitos

Sdo células grandes, de forma varidvel, apresentando ntcleo tam-
bém grande, as vezes em forma de ferradura, ocupando cerca de 2/3 da
célula. A cromatina ¢ fina, ligeiramente reticulada. O citoplasma mostra-
se discretamente basofilico, vacuolizado e sem granulagdes (Figura 1-3).
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FIGURA 1 - Células do sangue periférico de Brycon sp.

1-1-E =entrocito. seta = célula andmala.
1-2-T =trombdcito. L = linfocito.

- 1-3-M = mondcito.
1-4 - NA = neutré6filo arredondado.

1-5 - NB = neutréfilo em bastdo. CGE = célula gra-
nulocitica especial.
1-6 - NS = neutréfilo segmentado. -

Cdloragﬁo = Leishman. Aumento = 1.650 X.

O mondécito € de ocorréncia contestavel no sangue circulante de
peixes. Na opinido de muitos autores, os teledsteos sadios ndo t€m mo-
nécitos no sangue periférico. JAKOWSKA (/2) fez um estudo detalhado
em varias espécies de teledsteos de agua doce e marinhos e postulou que
estas cé€lulas transformam-se em macrofagos teciduais, representando os
principais fagocitos dos peixes. Entretanto, este tipo celular foi descrito
em peixes sadios como Astronotus ocellatus (21), Pimelodus maculatus
(22), Prochilodus scrofa (19). Em P. maculatus portadores de infec¢des,
RIBEIRO (22) verificou que o nimero de mondcitos no sangue periférico
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estava mais elevado, a morfologia mais variada e as vacuolizagdes cito-
plasmaticas mais generalizadas. Este autor demonstrou, também, a capa-

cidade fagocitica destas células.

A amplitude de variagdo de freqiiéncia de monodcitos em sangue pe-
riférico de Brycon sp., considerando os dois tanques estudados, fo1 de 0,0
a 81,0%, tendo 12% dos individuos apresentado valores superiores a 30%
de freqiiéncia de mondcitos. Essa grande variagdo de freqiiéncia desta
célula ndo pdde ser relacionada com enfermidades, uma vez que todos os
peixes aqui analisados apresentavam aspecto saudavel quanto & coloragéo
da pele e de orgdos internos. |

3.1.5. Granulocitos

Os granulocitos, de acordo com as granulagdes do citoplasma, sdo
denominados de: |

Neutrdfilos: Estas células sdo arredondadas ¢ chamadas de polimorfonu-
cleares, em razio da grande variagdo da forma do nicleo, que pode ser
arredondado (Figura 1-4), em bastdo (Figura 1-5) ou segmentado (Figura
1-6). Os nicleos com mais de dois segmentos sdo raros. O nicleo ¢, ge-
ralmente,central e a cromatina ligeiramente compacta.

Este mesmo tipo celular é denominado por alguns autores de hete-
réfilos (24). O citoplasma cora-se pouco pela eosina, € sdo observadas
granulagdes em finos grumos, quase imperceptiveis ao microscopio de
luz, que parecem apresentar uma func¢fio fagocitica, segundo RIBEIRO
(22).

Os neutrofilos sdo bastante freqiientes em sangue circulante de pei-
xes. Em algumas espécies, como no caso de Brycon sp., € a c€lula que
ocorre em maior percentagem (/9, 22).

Em Brycon sp., a amplitude de variagdo da freqiiéncia dos neutréfi-
los, nos dois tanques estudados, foi de 8,0 a 93,0%.

Célula Granulocitica Especial (CGE): Este tipo celular é diferente dos
demais granuldcitos observados nesta espécie. S@o células semelhantes em
tamanho aos neutréfilos, porém o nilcleo € excéntrico e de cromatina bas-
tante densa. O citoplasma cora-se fracamente pela técnica empregada ¢
apresenta granulos que, em algumas células, ndo se coram por corante
acido ou basico. Entretanto, foram encontradas outras células morfologi-
camente iguais a estas, porém com alguns granulos finos no citoplasma
(Figura 1-5). Essa granulagdo varia de célula para célula, em intensidade e
tamanho. Para se determinar a composigdo desses granulos € necessario o
emprego de técnicas de citoquimica.
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BARBER ¢ WESTERMANN (), realizaram estudos citoquimicos
detalhados em sangue de Catostomus commerssoni, e demonstram em
"imprints" de rim a presenc¢a de heparina nas células mais jovens desta
linhagem. Estes granulos sdio fortemente corados pela reagdo de PAS,
caracterizando, desse modo, a presenc¢a de mucopollssacarldeos neutros
associados a componente protelco (22).

A amplitude de variagdo de frequencia da CGE em Brycon sp. osci-
lou entre 0,0 e 40,0%, com apenas 5% dos individuos apresentando fre-
qiiéncias superiores a 20%.

3.1.6. Células Imaturas

De modo geral sdo grandes, de forma ligeiramente arredondada.
Apresentam nucleo grande, ocupando quase toda a célula e cromatina

distribuida em grumos finos. O citoplasma é intensamente corado pela
hematoxilina.

Essas células assemelham-se aos linfoplasmacitéides descritos por
RIBEIRO (22), em P. maculatus. Esse elemento apresentou amplitude de
variagdo de freqiiéncia de 0,0 a 34,0%. |

Nio foram encontrados eosinéfilos e baséfilos no sangue periférico
de Brycon sp. O eosinéfilo € uma célula muito rara ou mesmo ausente no
sangue dos teledsteos. HAIDER (/1), citado por RIBEIRO (22), conside-
rou o eosinéfilo como o mais raro granulécito de sangue de peixes. Se-
gundo PITOMBEIRA (27), em peixes este leucocito é mais abundante na
submucosa intestinal, no fluido peritoneal e nas branquias. Esta célula
apresentou freqiiéncia alta em carpas, Cyprinus carpio, com uma intensa
infestagdo por um copépodo, Argulus sp. (19).

Na Figura 2, sd3o apresentados os resultados graficos das médias,
desvios-padrdo das médias e intervalos de confianga dos individuos anali-
sados por estadios de maturacdo gonadal, uma vez que, de acordo com a
maioria dos dados da literatura, ndo ocorre diferenca significativa entre os
valores das analises sangiiineas de machos e fémeas e que no tanque C,4
havia apenas fémeas. Por esta figura nota-se que apenas as médias dos
linfécitos dos individuos em maturagdo sdo diferentes entre os dois tan-
ques analisados, uma vez que ndo houve sobreposwﬁo dos intervalos de
confianga.

Com o avango da maturagdo gonadal, os neutréfilos apresentaram
aumento visivel dos valores médios. Ao contrario, os demais leucédcitos

apresentaram diminuigdo desses valores.

Estes dados estdo de acordo com os obtidos por PAIVA e
GODINHO (19) e PAIVA (16), que analisam as médias das andlises san-
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transformam-se em cistos, que, assexualmente, geram rédias, em cujo
interior se originam cercérias, que, abandonando o molusco, nadam até se
fixar no peixe, no qual vao formar cistos; no caso da enfermidade dos
pontos negros, tais cistos se localizam sob a pele, formando, devido a
presenca de melanomacréfagos, manchas-negras.

Trata-se de achado inédito no hibrido em pauta e, sobretudo,
contribui ao conhecimento das metacercarioses € aprimoramento da
piscicultura no Estado de Sao Paulo.

2. MATERIAL E METODOS

O material estudado foi extraido de um lote de 4.000 hibridos
tambacus (7), provenientes de um criatério de Juquia (SP), em setembro
de 1994, dos quais 10% foram examinados.

Amostras de pele e tecido muscular da regido mediana do flanco
esquerdo, abaixo da linha lateral, foram fixadas em formol, a 10%, e
posteriormente processadas por técnicas histologicas de rotina para
inclusdo em parafina. Cortes de 5 pm foram corados por Hematoxilina -
Eosina e Tricrdmico de Masson (/).

Foi coletado sangue de quatro espécimes, escolhidos ao acaso, para
confeccdo de extensGes que, em seguida, foram coradas pelo método de
ROSENFELD (6) e utilizadas para a contagem diferencial dos leucécitos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

EXAME MACROSCOPICO - Todos os peixes deste plantel estavam
infestados. Distribuindo-se por todo o corpo do animal, foram observadas
manchas-escuras, algumas levemente salientes, com contornos ndo bem
precisos, de forma tendendo a circular, simulando manchas naturats. Tais
manchas, no seu eixo maior, mediam de 3 a 4 mm, em média. A sua cor
variava do cinza-claro (as mais profundas) ao negro (as mais superficiais).
Acometiam com menor intensidade a regido abdominal e as nadadeiras
(Figura 1). |

Os tambacus deste lote, quando comparados aos de outro lote de
mesma idade e alimentacdo, em que os animais se encontravam sadios,
mostraram rendimento menor, provavelmente por os animais estarem
submetidos ao estresse da infestacdo, provocando-lhes falta de apetite.

EXAME MICROSCOPICO - Foram observados cistos bem tipicos

no tegumento atetado, com capsula interna delgada, mas bem nitida,
composta de c€lulas achatadas, bem préximas entre si, basofilicas, cujos
nicleos eram bastante evidentes. Envolvendo esta cipsula, havia um halo
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giiineas de Prochilodus scrofa e Brycon sp., respectivamente, através da
inspe¢do grafica dos resultados. Em PAIVA (I7) os resultados graficos
coincidiram com os da analise de variancia e do teste t de Student, indi-
cando a validade de se analisarem estes dados apenas através da inspegao
grafica.

4. CONCLUSOES

No sangue periférico de Brycon sp. foram encontrados os leucdci-
tos' Ynfonite o aedritn. s ool RitR sends il uaélids e rendas o vanre
C13. Porém, ndo foi possivel essa mesma comparagéo no tanque Cj4, pois
neste analisaram-se apenas as fémeas. Quanto aos estadios de maturacio
gonadal ndo foi possivel uma analise mais conclusiva, pois as diferencas
encontradas nio apresentaram nenhuma tendéncia e ndo existem na litera-
tura dados sobre esta espécie em seu ambiente natural para se compararem
os resultados. Pode-se concluir que os exemplares do tanque C14 apresen-
taram quadro mais homogéneo que os do tanque Cy3, possivelmente pelo
fato de esses apresentarem, também, maior homogeneidade morfoldgica e
morfométrica e por serem apenas fémeas.

5. RESUMO

Este trabalho, realizado no periodo de margo de 1984 a maio de
1986, foi desenvolvido com exemplares de pirapitinga-do-sul, Brycon sp.,
provenientes da Estacdo de Aqiiicultura de Paraibuna, da Companhia
Energética de Sdao Paulo (CESP). Em tanques de 10 x 20 m foram coloca-
dos dois lotes de 400 peixes cada, com idades iniciais de um ano e quatro
meses (Tanque C|3) e de dois anos e seis meses (Tanque Cq4), respecti-
vamente. Mensalmente, 10 exemplares de cada tanque foram capturados,
anestesiados com clorobutanol, pesados (peso total) e medidos
(comprimento total). Foram analisados 407 exemplares, com comprimen-
to total variando entre 17,2 ¢ 31,0 cm e peso entre 46,4 € 290,2 g. O san-
gue, retirado por pungdo caudal, foi utilizado para a confeccdo de exten-
sdes, que foram posteriormente coradas pelo método de Leishman, nas
quais foram feitas a identificagdo das células e a contagem diferencial dos
leucocitos: linfocitos, mondcitos, neutréfilos e célula granulocitica espe-
cial (CGE). Os neutrodfilos apresentaram a maior freqiiéncia de ocorréncia
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no sangue periférico de Brycon sp. A analise grafica dos resultados de-
monstrou nio haver diferenga entre as médias das freqii€ncias da maioria
dos leucéceitos dos individuos dos dois tanques estudados (com excegao
dos linfécitos). Apenas os neutréfilos apresentaram aumento dos valores
médios com o avan¢o da maturagdo gonadal, nos individuos dos dois tan-
ques analisados. No tanque Cq4 foram encontradas apenas fémeas, com
distribuicdo mais homogénea das percentagens dos leucocitos entre os
estadios de maturagdo gonadal.

6. SUMMARY

(BLOOD CELLS AND DIFFERENTIAL LEUCOCYTE COUNTS IN
“PIRAPITINGA DO SUL”, Brycon sp., UNDER EXPERIMENTAL
CONDITIONS OF INTENSIVE REARING)

This study was carried out from March 84 through May 86, on
species of “pirapitinga do sul”, Brycon sp., reared at the “Estagdo de
Aqiiicultura de Paraibuna (CESP)”, SP. Two tanks (C;3 and C;4) were
used, each measuring 10 x 20 m. Two groups of fish (400 sixteen-month
and 400 thirty-one month olds) were placed in Cy3 and C,4, respectively.
Every month, 10 fishes from each tank were captured, anesthetized with
chloro butanol, weighed (total weight) and measured (total length). A total
of 407 species, with total length ranging from 17.2 to 31.0 cm and total
weight from 46.4 to 290.2 g were analyzed. The blood was withdrawn by
caudal puncture and utilized for smears, stained by Leishman method for
cellular identification and determination of differential leucocyte counts.
Lymphocytes, monocytes, neutrophils and special granulocytic cells were
found. Neutrophils were the most frequent cells in Brycon sp. peripheral
blood. A graphic analysis of the results showed no difference between the
frequency averages of the majority of leucocytes from both tanks (except
for limphocytes). Neutrophils showed an average increase throughout the
gonadal maturation stages. In tank C,4, only females presented a more
homogeneous percentage distribution among the gonadal maturation sta-
ges.
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