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Resumo

O sangue é constituido por um liquido, o plasma, que conduz trés células distintas
quanto suas fungdes. Os eritrocitos, sdo as células em maior quantidade na circulagao
sanguinea, sdo nucleados nos peixes e transportam oxigénio e gas carbdnico. Os
leucocitos sdo as células de defesa e podem ser utilizados para avaliar o sistema
imunolégico, ja os trombacitos estdo relacionados com a coagulacdo sanguinea, com a
defesa orgénica e possuem func¢do fagocitaria. Os par@metros hematol6gicos vém sendo
utilizado Brasil e no exterior como fator de indicacdo ambiental e satde confiavel de
organismos. O objetivo desse trabalho é apresentar para os alunos do curso de biologia
sobre as analises sanguineas e qual sua utilizacdo nos dias atuais. Os peixes serao
capturados com picaré na praia do Boqueirdo em Santos, serdo anestesiados com 0leo
de cravo e o sangue sera coletado no pedunculo caudal com seringa heparinizada e
acondicionado em tubos de EDTA, esses peixes serdo transportados para o0 acervo para
serem identificados. Com o sangue serdo feitos esfregacos sanguineos, hematdcrito e
VCM. Espera-se que os alunos aprendam a utilizar a rede picaré, a coletar o sangue dos
peixes e identifica-los utilizando chave dicotdmica. Assim como, aprender a
confeccionar esfregacos sanguineos e observa-los em microscopio optico, diferenciar as
células sanguineas em eritrocitos, os diferentes tipos de leucocitos e trombdcitos. E
perceberam a importancia dessas analises hematologicas para analise e monitoramento
ambiental.
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Hematological parameters of fish: procedures for environmental
analysis.

Abstract

Blood consists of a liquid, the plasma, which leads to three different cells and their
functions. Red cells are the cells in greater amounts in the blood stream, are nucleated in
fish and carry oxygen and Carbonic gas. The leukocytes are the defense cells and can be
used to assess the immune system, as thrombocytes are related to blood clotting with the
organic defense and have phagocytic function. Hematologic parameters have been used
Brazil and abroad as an environmental statement and reliable health Factor bodies . The
aim of this work is to present to students of biology on blood tests and what their use
today. The fish will be caught with seine on the beach of the Big hole in Santos , will be
anesthetized with clove oil and the blood will be collected on the caudal peduncle with
heparinized syringe and placed in EDTA tubes, these fish will be transported to the
acquits to be identified . With blood, a blood hematocrit and MCV smears will be made.
It is expected that students learn to use a seine net to collect the blood of fish and
identify them using a dichotomous key. Like , learn to sew blood smears and observe
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them under a light microscope , the blood cells differentiate into erythrocytes , the
different types of leukocytes and thrombocytes . And realized the importance of these
hematologic analyzes for environmental analysis and monitoring.

Key-words: Fish, blood analysis , erythrocytes , leukocytes and thrombocytes.

Introducéo

O sangue é constituido por um liquido, o plasma, que conduz diversas células
que possuem diferentes atividades. Origina-se principalmente no timo, no figado, no
baco e no intestino e é o responsavel por levar aos tecidos, nutrientes que sdo
importantes nas atividades metabdlicas e horménios, também retiram dos tecidos o que
ndo é Util (SATAKE et al.,2009) . O plasma conduz trés células distintas quantos suas
funcbes: os leucdcitos, os trombdocitos e os eritrécitos (DRUMOND et al., 2010;
SATAKE et al., 2009; ZAVALA — CAMIN, 2004)..

Os eritrécitos, sdo as células em maior quantidade na circulagdo sanguinea, sao
nucleados nos peixes e transportam oxigénio e gas carbdnico. Pode-se notar variagdes
morfoldgicas nestas células em diferentes espécies de peixes, geralmente os eritrocitos
sdo elipticos com ndcleo central, exibem cromatina compacta nas células maduras e nos
eritroblastos a cromatina é frouxa (RANZANI-PAIVA et al.,1998; RANZANI-PAIVA
etal.,2013).

Os leucocitos sdo as células de defesa e podem ser utilizados para avaliar o
sistema imunoldgico, sdo classificados como monadcitos (principais fagocitos dos
peixes), linfocitos (os mais abundantes e sdo responsaveis pelo reconhecimento dos
antigenos e resposta imune), neutrofilo (defesa contra bacteérias), eosinofilos ( defesa
contra parasitas), baséfilos ( participa do processo fagocitario). J& os trombdcitos estdo
relacionados com a coagulacdo sanguinea, com a defesa orgénica e possuem funcao
fagocitaria (RANZANI-PAIVA et al.,2013).

Os parametros hematoldgicos vém sendo utilizado Brasil e no exterior como
fator de indicacdo ambiental e saude confiavel de organismos (SERIANI et al., 2013).
Nos peixes de clima temperados, os estudos tiveram inicio no século passado e no
Brasil, a partir da década de 80, quando teve inicio uma pesquisa mais intensa
(TAVARES-DIAS & MORAES, 2004; ). A literatura afirma que os peixes que estdo
expostos a pesticidas, metais e efluentes contaminados apresentam alteracGes
hematoldgicas tanto em campo quanto em laboratério, (SERIANI et al., 2013). Dessa
forma, andlises hematoldgicas de peixes expostos a contaminantes podem ser
importantes no sentido de avaliar e monitorar a qualidade ambiental (RANZANI-
PAIVA et al., 2013).

O objetivo desse trabalho € apresentar para os alunos do curso de biologia sobre
as analises sanguineas e qual sua utilizacdo nos dias atuais.

Materiais e métodos
Parte teorica

Os alunos irdo ter uma aula tedrica sobre o assunto e apds a aula pratica irdo
entregar um relatorio em formato de artigo sobre o que foi observado em aula.
Parte pratica

A coleta sera realizada na praia do Boqueirdo, localizada em Santos, (Figura
01). Os exemplares serdo coletados através de dois arrastos de picaré (30 m de
comprimentos, 2 m de altura, 2 m de ensacador e malha de 2,4 cm entre nés opostos)
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realizados em paralelo a praia, com duracdo de 5 minutos cada, sendo inicializado as
09h30.

Os exemplares coletados serdo anestesiados segundo Delbon (2009) e
RANZANI-PAIVA et al. (2013) utilizando 1,5 mL de solugdo de 6leo de cravo (5mL
de oleo de cravo + 95 mL de alcool 96 — 99° GL) para cada 1L de agua. Posteriormente
0 sangue sera coletado por puncdo da artéria caudal utilizando seringa heparinizada e
sera transferido e armazenado em tubos de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) e
guardados em isopor para facilitar o transporte para posterior analise laboratorial. Os
peixes serdo acondicionados individualmente e transportados para o laboratério do
Acervo Zoologico da Universidade Santa Cecﬂia (AZUSC-UNISANTA).
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Figura 1:Praia do Boqueirdo em S
Fonte: Google
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Analise laboratorial

Para a realizacdo dessa etapa o0s alunos deverdo trazer impresso para O
laboratdrio os procedimentos em anexo dos testes e as imagens dos exemplos de células
que eles irdo observar em microscépio 6ptico.

Sera realizada a identificacdo dos peixes através de chaves dicotbmicas. A
analise sanguinea de cada exemplar serd realizada utilizando laminas de esfregaco,
coradas segundo Rosenfeld (1947) e camara de Neubauer para a quantificacdo e
morfologia dos eritrocitos, assim como a presenca ou auséncia de parasitas e
microndcleos. Sera realizado o microhematocrito, que mostra a proporgao de eritrocitos
no sangue em relagdo a quantidade de plasma, trombdcitos e leucdcitos
(GOLDERFARD et al., 1971). Com base nos resultados, sera calculado o volume
corpuscular médio (VCM) segundo Wintrobe (1934), que avalia o volume dos
eritrocitos, através da expressao:

Hematécrito x 10

VCM: =fL
Emanexo  Ngmero de Eritrécitos (x 10%uL™)
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Resultados esperados e discussao

Com bases na aula teorica e préatica, espera-se que os alunos aprendam a utilizar
a rede picaré, a coletar o sangue dos peixes e identifica-los utilizando chave dicotdmica.
Assim como, aprender a confeccionar esfregacos sanguineos e observa-los em
microscopio Optico, diferenciar as células sanguineas em eritrocitos, os diferentes tipos
de leucécitos e trombdcitos. E perceberam a importancia dessas analises hematologicas
para analise e monitoramento ambiental através do relatério que entregardo e para isso
irdo precisar buscar artigos cientificos para tal.

Como o de Seriani et al. (2013) que em seu trabalho comparou o hematdcrito,
contagem de leucdcitos, contagem de eritrécitos, trombocitos e VCM em peixes da
espécie Centropomus parallelus, coletados no verdo e no inverno nos estuarios de
Cananéia (menos contaminado) e S&o Vicente (mais contaminado) e os resultados
mostraram que 0s peixes coletados em Sdo Vicente apresentaram tanto no inverno
quanto no verdo parametros hematoldgicos mais elevados que os de Cananéia.
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ANEXOS COM OS PROCEDIMENTOS

Puncdao sanguinea no pedunculo caudal

Esse método de colheita € rapida, porém é necessario localizar o vaso
corretamente para ndo lesionar o peixe. A agulha deve estar inclinada a 45° e deve ser
inserida em direcdo a regido ventral da coluna vertebral, esse é o local onde estdo a
artéria e veia caudais (Figura 1 ) (RANZANI-PAIVA et.al., 2013).

Figura 1: Coleta do sangue pelo pedinculo caudal.
Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.)

Contagem de células

Para essa analise serd necessaria uma camera de Neubauer ( Figura 2), que
consiste de uma lamina retangulas de vidro e contém dois reticulos na por¢édo central, e
sdo separados por um sulco. Para ser realizada a contagem os leucocitos sdo contados
nos quadrados laterais e 0s eritrocitos no quadrante central (em apenas 5 quadrados)
como na Figura 3,4 e 5.

O sangue deve ser diluido com uma solucao fisiolégica 0,65%, e sobre a cAmara
de Neubauer deve ser fixada uma laminula, depois preencher cada reticulo com a
diluicdo do sangue, deixar repousar por alguns segundos e fazer a leitura em
microscopio (RANZANI-PAIVA et.al., 2013).

Calculo:
NuUmero de eritrocitos = n° de células contadas x 10.000.

R ——
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Figura 2: Camara de Neubauer.
Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.)

Figura 3: Contagem das células na Camara de Neubauer.
Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.)

R ——
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Figura 4: Contagem dos eritrdcitos no quadrante central da Camara de Neubauer.
Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.)

Microhematdcrito

- Preencher um capilar heparinizado com o sangue armazenado no tubo de EDTA, para
isso incline o tubo e gire o capilar para que o sangue suba por dentro dele (Figura 5).

- Vedar um dos lados do capilar com um vedador proprio, ou aquecendo com a chama
do bico de bulsen (Figura 6).

- Colocar o capilar em uma centrifuga de microhematocrito durante 5 minutos a
12.000rpm.

- No capilar serd possivel notar os trés elementos separados (Figura 7), utilizar uma
régua de microhematdcrito para realizar a leitura dos resultados (Figura 8).

R ——
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Figura 5: Preenchimento do capilar Figura 6: Vedag&o do capilar
Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.) Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.)

Figura 7: Capilar ap6s centrifugagdo, nota-se as trés elementos sanguineos
separados.
Fonte: RANZANI-PAIVA(2013.)

Figura 8: Verificacdo dos resultados
Fonte: RANZANI-PAIVA(2013.)
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Lamina de esfregagdo sanguineo (RANZANI-PAIVA et.al., 2013).

- As laminas devem novas e limpas, desengorduradas.

- Apos a coleta de sangue através das primeiras gotas da seringa na extremidade da
lamina.

- Colocar outra lamina em frente a gota de sangue, formando um angulo de 45°, encosta
na gota e faca um pequeno movimento para a frente, para que o sangue se espalhe de
maneira uniforme na superficie de contato entre as duas laminas (Figura 9).

- Esperar secar para corar.

Coloracéo das Laminas sequndo Roselfed (1947):

- Colocar as ldaminas em suporte de coloracdo na pia do laboratorio.

- Com o auxilio de uma pipeta, colocar na extensdo da lamina o reagente 1 (Garrafa de
liquido verde) esperar 30 segundos e escorrer o liquido na pia.

- Com outra pipeta , colocar na extensdo da lamina o reagente 2 (Garrafa de liquido
vermelho) esperar 30 segundos e escorrer o liquido na pia.

- Utilizando uma 3?2 pipeta colocar na extensdo da lamina o reagente 3 (Garrafa de
liquido azul) esperar 30 segundos e escorrer o liquido na pia.

- Lavar com agua destilada e esperar secar para a leitura da Iamina no microscépio.

- Como proceder leitura ap6s lamina pronta (Figura 10).

Figura 9: Esfregacos sanguineos
Fonte: RANZANI-PAIVA(2013.)
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Figura 10: Procedimento de leitura dos esfregacos sanguineos
Fonte: RANZANI-PAIVA(2013.)

ANEXOS
Reconhecimento das células sanguineas

Abaixo estdo as células que irdo observar nos microscopios.

Eritrécitos

Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.)
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Leucdcitos

Monécito

Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.)

Linfécito

Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.)
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Neutréfilo

Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.)

Eosinofilos

Fonte: Ranzani-Paiva (2013)
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Baséfilo

Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.)

Trombadcitos

Fonte: RANZANI-PAIVA (2013.)
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