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RESUMO

Avaliou-se o hemograma e a morfologia celular em amostras de sangue periférico obtidas de 10 peixes da espécie Oreochromis
niloticus. Parte das mesmas foi utilizada para o estudo da hematimetria, isto é, contagem de eritrocitos (x = 2,35 x 106mm3
+ 0,12), taxa de hemoglobina, (x = 7,04 g/dL + 0,38), hematdcrito (x = 27,85% + 1,62), HCM (x = 30,31pg + 1,64), VCM (x =
118,6p3+ 3,53), CHCM (x = 25,78% + 1,72), contagem global de leucécitos (x = 16,08 x 10Imm3+ 1,28), contagem de
trombdcitos (x = 61,69 x 103mm3+ 5,96), sendo a avaliagdo da morfologia das células do sangue reallizada através do
estudo de extensdes sangiiineas submetidas a coloragédo de Wright. Os eritrécitos e trombdcitos nucleados apresentaram-
se elipticos; neutrofilos e eosindfilos esféricos de tamanho varidvel, com o ndcleo também esférico, apresentaram citoplasmas
abundantes, ligeiramente basofilo e altamente acidofilo, respectivamente. N&o foram vistas as formas polimorfonucleares
dessas células. Os basofilos apresentaram nucleo esférico e granuiacdes metacrométicas. Os mondcitos e os linfécitos

assemelharam-se morfologicamente aos dos mamiferos.

UNITERMOS: Sangue; Morfologia; Hematologia; Oreochromis niloticus', Peixes.

INTRODUCAO

interesse pelos peixes como_animais de laboratorios tem
aumentado de maneira consideravel nas Ultimas décadas.
Inimeros trabalhos tém sido publicados, abordando a sua

do-se.?_ue, em relagdo ao estudo hematologico propriamente dito,
especificamente da espécie Oreochromis niloticus, a literatura &
escassa, este trabalho tem por objetivo estudar, nessa espécie de
teledsteo. o aspectos morfoldgicos das células sangiiineas, bem
como estabelecer os valores dos diferentes componentes do

isiologia, bioguimica, atolonga(Houston etal.n, 1971, Fletchegmograma do sangue periférico.
d

1975, Matushimal 1988 e Na :
aspectos imunocitoguimicos (Koumans-van-Diepen et al.I7, 1994).
No que se refere a hemato-ictiologia propriamente dita, devem ser
destacados os trabalhos de Oria” (1932), Phillips Jr.2(1940) e Black
etal.2(1966?lcqmo pioneiros, a0 estabelecerem comparacdo do qua-
dro hematologico entre as diversas espécies. Nas décadas subse-
quentes, inimeras investigacdes foram realizadas para estabelecer
0s valores do hemograma dos peixes teledsteos FCatton\ 1951,
Jakowskah 1956 e Ezzat et a | 1974), Assim, quanto ao estudo
das células de linhagem eritrocitica, citam-se as publicacdes de
Badawi; Sa|d1(197lf, Blaxhall; Daisley3(1973),Ezzat etal* (1974)
e Imagawa et al.'4(1989), ressaltando-se outros autores que s pre-
ocuparam com o estudo da morfologia dos eritrocitos  (Catton§
1951, Ribeiro% 1978¢ Imagawa etal.”, 1989). No que se refere a
determinacdo dos indices hematimeétricos absolutos, pode-se citar
0s trabalhos de Ribeiro5 (1978) e Oladimeji et al.2 (1988). Em
relaco aos trombacitos, Ribeiros(1978) e Imagawa etal.* (1989)
descreveram variaces quanto ao nimero e & morfologia dos mes-
mos. Por outro lado, alguns autores demonstraram interesse espe-
cial no estudo dos leucdcitos envolvendo os mais variados aspectos
ESryvastavaZﬁ 1968, Blaxhall; Dalsleia 1973, Ezzatetal.\ 1974,

Ilis7, 1976, Ferguson®) 1976, Boomker4, 1981, Doggett; Harrise
1989 e Imagawa et al.'4 1989). Em face do exposto e consideran-
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moto et al.2) 1992), 0U Mesmo 0s

MATERIAL E METODO

_ Foram utilizados 10 espécimes de Oreochromis niloticus,
ciclideo, de dgua doce, da classe dos teledsteos, sem levar em con-
sideracdo o sexo, mantidos em tanques aerados com bombas
compressoras, a temperatura ambiente, provenientes do Departa-
mento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo. O peso desses animais
variou de 135¢a 370 g e o comprimento total de 20,0 cm a 27,5 cm.
Para 0 estudo morfologico e hematimétrico de Oreochromis
niloticus, 2 ml de sangue foram colhidos por puncdo da veia cau-
dal, na presenca de anticoagulante EDTA, apos a anestesia com
benzocaina na concentracdo de 1/10.000 em agua de torneira. As
amostras de sangue foram colhidas no periodo de dezembro a mar-
%o.de 1990, isto ¢, durante o verdo, quando a temperatura da agua
oi mantida ao redor de 20°C. Foram realizadas trés extensoes
sangliineas de cada peixe, submetidas a coloragéo pelo método de
anht{ e Utilizadas para a contagem diferencial e descricao
mor olo?ma de eritracitos, leucdcitos e trombacitos. Foram conta-
dos 100 [eucdcitos de cada extensdo, totalizando-se 300 células para
cada animal, o que possibilitou a obtencdo da média da contagem
diferencial de leucdcitos de cada peixe.
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~ Paraa contagem total de células sangiineas, tanto de
eritrocitos quanto de leucocitos, foi empregada a camara de
Neubauer utilizando-se como diluidores respectivamente os I|gU|-
dos de Hayen (Hendricks2 1952) e de Shaw (Srivastava, 1968).
Na determinacdo do volume globular ou hematdcrito, utilizou-se 0
método do micro-hematocrito a 12.000 r.p.m. (Quentel; Obach?4
1992). A dosagem de hemoglobina foi efetuada com 0 uso do mé-
todo de cianometa-hemoglobina (Facchiniy, 1987). A partir dos va-
lores de contagem de eritrocitos, porcentagem de hematocrito e va-
lor da taxa de hemogloblna, foram calculados os valores dos indi-
ces hematimétricos absolutos (Jannini; Jannini FilhoZ, 1978), ou se’a,
do Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemaglobina Corpuscular
Média (HCM) e Concentragdo Hemoglobinica Corpuscular Média
(CHCM). Para a contagem de trombacitos, foi utilizado 0 método
Indireto, conforme descrito Ipor Imagawa et al.H(1989).

O critério de escolha para a nomenclatura das células
sangliineas dos peixes estudados foi baseado no aspecto morfologico
do ncleo, padrdo de distribuicdo dos granulos, bem como nos as-
pectos tintoriais. Para classificar os diferentes tipos de leucdcitos

seguiu-se a nomenclatura adotada por Ezzat etal.* (1974), porque
as descricBes morfologicas apresentadas por esses autores sao mais
adaptaveis ao material usado nesta pesquisa. Imagawa etal.'4(1989)
relataram que ainda ndo foram bem padronizados os critérios para
a classificacdo e nomenclatura das células sangineas dos peixes,
em razdo das duvidas sobre a morfologia precisa relacionada aos
trombacitos e linfacitos.

RESULTADOS

~ Onlmero global de eritrocitos de Oreoc hromis niloticus va-
riou o redor de 2,35 x 10"/mm "’ (Tab. 1). Adosagem de hemaglobina
e a determinacdo do valor do hematocrito mostraram, respectiva-
mente, valores médios de: 7.04 g/dL +0,38 e 27,85% + 1,62 (Tab. 1)
No que se refere aos indices hematimétricos absolutos, foram obti-
dos 0s sequintes valores médios: VCM - 1186 (j1t 3,53; HCM -
30,31pgi 1,64; e CHCM - 25,78% £ 172 (Tab. 1),

om relagdo as observagdes dos elementos figurados do
sangue periférico de Oreochromis niloticus pode-se identificar as

Tabela 1
Contagem de eritrécitos, dosagem de hemoglobina, determinacdo do hematdcrito e indices hematimétricos ab-
solutos do sangue periférico de Oreochromis niloticus (S&o Paulo, 1990).

PEIXE ERIT HB HTC VCM HCM CHCM
(x106mm3 (g/dL) (%) *3 (P9) (%)
1 1,88 6,7 20,0 106 35,6 33,5
2 2,22 71 27,0 122 32,0 26,3
3 3,08 8,0 35,0 114 26,0 22,8
4 2,22 5,1 26,0 117 23,0 19,6
5 2,07 6,3 28,0 135 30,4 22,5
6 2,88 7.4 33,0 114 25,7 22,4
7 2,28 6,0 26,0 114 26,3 231
8 2,02 6,3 23,0 114 31,2 27,4
9 2,52 8,3 35,5 141 32,9 23,4
10 2,30 9,2 25,0 109 40,0 36,8
X + Sx 2,35 £ 0,12 7,04 £ 0,38 27,85 + 1,62 118,6 +3,53 30,31 + 1,64 25,78 + 1,72

ERIT = Eritrécito; HB = Hemoglobina; HTC= Hematdécrito; VCM = Volume Corpuscular Médio; HCM = Hemoglobina Corpuscular Média; CHCM = Concentracéo de

Hemoglobina Corpuscular Média.

Tabela 2

Contagens total e diferencial de leucécitos e de trombdécitos do sangue periférico de Oreochromis niloticus (Sao
Paulo, 1990)

PEIXE LEUC NEUT EOS BASO LINF MONO TROMB

(x103mm3 (/mm3 %) (mm3 (%) (/mm3 (%) (/mm3 (%) (/mm3 (%) (x103mm3

1 7,30 3073,3 421 7,3 01 7,3 01 40223 55,1 189,8 2,6 38,54

2 13,53 5939,7 43,9 0,0 0,0 0,0 0,0 6940,9 51,3 649,4 4,8 63,71

3 14,80 7622,0 51,5 148 0,1 0,0 0,0 61716 41,7 991,6 6,7 77,62

4 17,53 10062,2 57,4 0,0 0,0 351 0,2 6118,0 34,9 1314,7 7,5 71,48

5 14,60 5883,8 40,3 0,0 0,0 0,0 0,0 82928 56,8 423,4 2,9 54,85

6 18,87 10925,8 57,9 0,0 0,0 37,7 0,2 6736,6 35,7 1169,9 6,2 100,80

7 17,53 10202,5 58,2 0,0 0,0 17,5 0,1 6205,6 35,4 1104,4 6,3 68,86

8 20,20 10463,6 51,8 404 0,2 40,4 0,2 7474,0 37,0 2181,6 10,8 42,62

9 14,93 7181,3 481 0,0 0,0 0,0 0,0 68827 46,1 866,0 5,8 49,64

10 21,47 10649,1 49,6 0,0 0,0 215 01 8630,9 40,2 2168,5 10,1 48,76

X 16,08 8200,33 50,08 6,25 0,04 1595 0,09 6747,54 43,42 1105,93 6,37 61,69

Sx +1,28 +844,92 +4,10 +5,34 +408,09 +208,79 +5,96

LEUC = Leucécito; NEUT = Neutréfilo; EOS = Eosinéfilo; BASO = Baséfilo; LINF= Linfécito; MONO = Monécito; TROMB = Trombodcito.
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Figura la
Fotomicrografia da extensdo do sangue periférico de Oreochromis niloticus.
Eritrécitos ao redor de um trombdcito eliptico (seta). Método de Wright. Oc. 10x
Obj.I00x.

sequintes células: eritrdcitos, trombacitos, neutrofilos, eosindfilos,
basofilos, linfocitos e mondcitos. O valor médio do ndmero
total de leucdcitos encontrado em Orechromis niloticus foi de
16,08 x 10Vmm' £ 1,28 (Tab.2). A contagem diferencial dos
leucécitos demonstrou a predominéncia dos neutréfilos (8200,33/
mm’ # 844,92; e sequidos numericamente por menor valor de
linfocitos (6747,54/mm’ 408,09? (Tab.2). Os valores médios de
maonacitos, eosindfilos e baséfilos foram de 1105,93/mm’+ 208,79;
6,25/mm' £ 4,10 ¢ 15,95/mm1 5,34, respectivamente (Tab.ZJ. Em
relacdo ao ndmero de trombdcitos, o valor médio encontrado em
Orechromis niloticus foi de 61,69 x 1(F/mm3z 5,96 &Tab.Z).l Tendo
discretas variagdes na dimensdo, a forma predominante de eritrdcito
encontrada em Orechromis niloticus for a eliptica, com o nicleo
também eliptico e localizado centralmente, sendo a heterocromatina
corada em violeta e o citoplasma acidofilo (Fig. la).

No que se refere aos neutrofilos, 0s mesmos apresentavam-
se esféricos e de tamanho variavel; o citoplasma era abundante e
ligeiramente basofilo, mostrando escassos ?rénulos azurofilos. O
nucleo esférico era pequeno, corado em violeta e geralmente loca-
lizado excentricamente (Fig.Ib). Os eosinofilos de Orecohromis
niloticus eram vistos sob a forma esférica, de tamanho variavel,
citoplasma abundante e preenchido hqmo?eneamente por granulos
acidofilos grandes e de tamanho varidvel. A heterocromatina de
cor violeta ocupava todo o nicleo que, geralmente, estava situado
em posicdo central ¢, eventualmente, em posicdo excéntrica. Os
basofilos eram esféricos, com citoplasma rico em granulacdes forte-
mente basofilas, de tamanho variavel e corados metacromaticamente.
O niicleo era estérico e corado em violeta. As vezes, ndo foi possivel
distinguir o contorno nuclear em virtude da presenca desses %rénu-
los. Os linfocitos esféricos e de tamanho variavel, com citoplasma
escasso e ligeiramente basofilo, apresentavam, com freqiiéncia, pro-
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Figura 1b
Fotomicrografia da extensdo do sangue periférico de Oreochromis niloticus.
Eritrécitos ao redor de um leucécito do tipo neutréfilo, em posicédo central (seta),
ao lado de um linfécito. Método de Wright. Oc. 10x. Obj. 100x.

Figura 1c
Fotomicrografia da extensdo do sangue periférico de Oreochromis niloticus.
Leucécito do tipo linfécito (seta), circundado por eritrdcitos.
Método de Wright. Oc. 10x. Obj. 100x.
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Figura 1d
Fotomicrografia da extensdo do sangue periférico de Oreochromis niloticus.
Eritrécitos ao redor de um leucécito do tipo mondcito (seta).
Método de Wright. Oc. 10x. Obj. 100x

jecles citoplasmaticas denominadas “blebs”, bem como a presen-
¢a de raros granulos azurfilos. O nicleo era esférico, corado em
violeta, ocupando quase toda a superficie da célula (Fig. Ic). Os

mondcitos eram predominantemente esféricos e com contorno irre-

qular, O citoplasma era abundante e basofilo, com alguns granulos
azurofilos e, eventualmente, havia a presenca de vactolos. O n-
cleo de coloragdo violeta era rico em eucromatina, grande e
chanfrado, podendo ser esférico e situado excentricamente (Fig.
|d). Os trombacitos eram elipticos, com ndcleo também eliptico e
localizado centralmente; a heterocromatina corava-se em violeta,
sendo o citoplasma ligeiramente acidofilo com pequenas dreas ar-
redondadas e claras nas extremidades (Fig. Iaf. casionalmente
foram encontradas formas esféricas.

DISCUSSAQ

O estudo morfologico das células sangiineas demons-
trou que, com discretas variacOes na dimensao, a forma pre-
dominante de eritrocito encontrada em Oreochromis niloticus
foi a eliptica, correspondente aquela observada por Imagawa
etal.'4(1989) para Cyprinus carpio. O valor médio do nume-
ro de eritrocitos obtido em Oreachromis niloticus esta muito
proximo ao constatado por Ribeiros (1978) para Pimelodus
maculatus, porém mostrou-se superior aos valores relatados
em Tllawa galilaea por Badawi; Said' (1971). A concentra-
a0 de hemoglobina de Oreochromis niloticus corresponde
aquela de Salmo trutta (Blaxhall; Daisley3 1973). Em rela-
¢d0 a0 valor do hematocrito, as medias estdo muito proximas
daquelas de Tilapia zilli e Tilapia aurea (Badawi; Said', 1971).

Quanto aos indices hematimétricos absolutos, os valores
médios obtidos em QOreochromis niloticus diferem daqueles re-
latados por Ribeirod %1978) em Pimelodus maculatus e por
Oladimeji et al.2 (1988) em Oreochromis niloticus. Possivel-
mente essas diferen%:as de resultados estariam relacionadas
principalmente aos fatores tamanho e peso dos peixes (dife-
rentes espéme_s(} e a metodologia utilizada. _

E referido na literatura que os valores de leucocitos
podem variar muito entre os peixes da mesma espécie ou en-
tre espécies diferentes. O valor médio do ndmero total de
leucdcitos encontrado em Oreochromis niloticus assemelha-
se a0 demonstrado por Imagawa et al.'4 (1989) em Cyprinus
carpio. Na contagem diferencial de leucdcitos re?Jstrou-se a
Fredomménma de neutrofilos, com valor que confirma ague-
e relatado por Boomkerd (1981) em Sarotherodon
mossamhicus. Segue-se em ma%mtude numérica o valor de
linfocitos, o que difere das achados de Blaxhall; Daisleyl
‘1973) em Salmo trutta, os quais referem a predominancia ge
infocitos, com valor ao redor de 85%. Alguns autores reali-
zaram contagem diferencial de leucdcitos em peixes, consi-
derando o tamanho dos espécimes e a variacdo sazonal. As-
sim, Ezzat et al.* (1974), em Tilapia zilli, relataram que o nd-
mero de neutrofilos é diretamente proporcional ao tamanho
desses peixes; e quanto a variacdo sazonal, os mesmos obti-
veram menor porcenta?lem de neutrofilos no periodo corres-
?ondente a época de clima frio, razdo pela qual as amostras
oram colhidas na época de verdo.

Os neutrofilos de Oreochromis niloticus apresentaram-
se esféricos e de tamanho variavel, com citoplasma abundan-
te e ligeiramente basofilo, apresentando escassos granulos
azurofilos, descricdo que corr63fonde aquela relatada em
Tilapia zilli por Ezzat et al* (1974), A morfologia verificada
para os eosinofilos de Oreochromis niloticus assemelha-se
aguela encontrada por Ezzat et al." (1974) em Tilapia zilli, e 0
numero absoluto e o percentual deste tipo celular demonstra-
do nesta pesquisa sdo concordantes com aqueles encontrados
por Martins; Pltombelra18(1968? em Opisthonema oglinum.
Os basofilos apresentaram-se estéricos, com citoplasma rico
em granulagdes fortemente basofilas de tamanho varidvel e co-
radas metacromaticamente, correspondendo tal descricdo a
demonstrada por Ezzat el al* (1974§)em Tilapia zilli. Quanto
a0 numero de basofilos, deve ser ressaltado que é semelhante
a0 constatado por Boomker4 (1981) em Sarotherodon
mossamhicus. Os linfocitos esféricos e de tamanho variavel,
com citoplasma escasso e ligeiramente basofilo, foram tam-
bém descritos por Srivastava® (1968) em quatro tipos de
teleosteos. Os mondcitos apresentaram-se predominantemente
esféricos e com contorno |rre%ular, e sua morfolog1|a confir-
ma 0s achados de Srivastava2l(1958) e Ezzat et al* (1974).
Em relagdo ao valor médio deste tipo celular deve ser ressal-
tado que se assemelhou ao encontrado por Ezzat et al* (1974),
sendo, no entanto, inferior numericamente ao demonstrado
?or Srivastava (1968), ao estudarem peixes de espécies di-
erentes de teledsteos.

Quanto aos trombacitos de Oreochromis niloticus, que
se mostraram elipticos, com nucleo também eliptico, tiveram
morfologia gue ndo difere daquela encontrada por Doggett;
Harri56€198 ) em Oreochromis mossamhicus. Considerando-
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se as grandes variagGes numéricas existentes relatadas na li-
teratura sobre hematologia de peixes em geral, a contagem
média global de trombacitos de Oreochromis niloticus difere
daquela de Imagawa et al.'4 (1989), que obtiveram valores
menores. Tal disparidade de resultado estaria relacionada a
dificuldade no diagndstico morfoldgico diferencial entre al-

grau de condensacdo do material nuclear maior nos linfocitos
e na coloracdo do citoplasma.

Assim_sendo, considerando-se os resultados obtidos
com a avaliacdo no sangue periférico de QOreochromis
niloticus, pode-se contribulr com o estabelecimento de valo-
res de referéncia do hemograma e das caracteristicas
morfologicas das células sanglineas nesta espécie de

(l;uns trombocitos e‘pequenos linfocitos esféricos. Essas célu-

as, apesar de semelhantes, apresentam pequena diferenca no  teledsteo.

SUMMARY

Hemogram and cell morphology of peripheric blood samples obtained from 10 Oreochromis niloticus fishes have been
evaluated. Some of these samples have been used in the accomplishment of hematimetry: eritrocytes count (x = 2.35 x
106mm3+0.12), hemoblobin rate (x = 7.04 g/dL = 0.38), hematocrit (x = 27.85% + 1.62), MHC (x = 30.31 pg * 1.64),
MCV (x = 118.6 p3+ 3.53), MCHC (x = 25.78% + 1.72), total leucocytes count (x = 16.08 x 103mm3 + 1.28), trombocytes
count (x =61.69 x 103mm3+ 5.96). Morphological evaluation of blood cells was performed by means blood smears extension
submitted to Wright staining. Both nucleated eritrocytes and trombocytes presented an elliptical shape; neutrophiles and
eosinophiles were spherical with spherical nucleus presenting different sizes, they also showed profuse citoplasms which
were slightly basophilic and highly acidophilous, respectively. Polimorphonuclear shapes in these cells have not been verified.
Basophiles have shown spherical nucleus and metachromic granulations. Monocytes as well as lymphocytes resembled
morphologically those of mammals.

UNITERMS: Blood; Morphology; Hematology; Oreochromis niloticus; Fishes.
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