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ABSTRACT. Hematological characteristics of tambaqui Colossoma macropo-
mum Cuvier (Osteichthyes, Characidae) under intensive system. Il. Leukocytes.
The leukocytes parameters in approximately one-year-old freshwater fish Colossoma
macropomum Cuvier, 1818 (tambaqui) kept in an intensive monobreeding system as
well as the correlation among these parameters and the biometric data (total weight
and standard length) were investigated. The mean value of the white blood cell count
(WBC) in the peripheral blood of tambaqui was 2663.3+1288 pl and in the differential
count, the following means were observed: neutrophils (1566.2+754 ul); lymphocytes
(973.6+447 pul); monocytes (86.7+123 ul) and special granulocitic cells (7.8+144 ul).
The blood parameters studied were positively correlated among one another, but were
negatively correlated with the standard length. However, no correlation was with the
weigth of the animals was shown. The leukocytes in Colossoma macropomum kept in
an intensive monobreeding system were morphologically similar to those of other
Brazilian teleosts described in literature.
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Tém sido descritas em peixes variagdes leucocitdrias causadas por patologias
(WEINREB 1958; LEONENKO 1981; NAIR & NAIR 1982; AKELA et al. 1994) e
exposi¢do experimental ao chumbo (SANTOS & HALL 1990) ou cobre (DIXON &
Dick 1985). [sso sugere que o conhecimento de pardmetros hematoldgicos pode ser
benéfico na avaliagdo das condigdes de satde dos peixes (BAXHALL & DAISLEY
1973; REHULKA 1996). Entretanto, uma das dificuldades no estabelecimento do
estado de satide em populagdes de peixes tém sido a escassez de referéncias seguras
sobre as condigdes sangiiineas normais (RANZANI-PAIVA 1991), além da falta de
uniformidade na classificagdo dos leucdcitos.

Em teledsteos de dgua doce brasileiros, poucos estudos tém sido realizados
com o escopo de determinar parimetros leucocitdrios de normalidade. No entanto,
esses estudos tém se concentrado em espécies da familia Loricariidae (KAVAMOTO

1) Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos, Caunesp. Rodovia Carlos Tonani Km
05, 14870-000 Jaboticabal, Sao Paulo, Brasil.

2) Departamento de Ciéncias Biologicas, Universidade de Franca. Caixa Postal 082,
14404-600 Franca, Sao Paulo, Brasil.

3) Piscicultura Usina Sao Geraldo. Rodovia Armando Salles Oliveira Km 8, 14160-00
Sertdozinho, Séo Paulo, Brasil.

4) Laboratério de Analises Clinicas, Hospital Veterinario, Unesp. Rodovia Carlos Tonani Km
05, 14870-000 Jaboticabal, Sao Paulo, Brasil.

Revta bras. Zool. 16 (1): 175 - 184, 1999



176 Tavares-Dias et al.

et al. 1985; SATAKE et al. 1989); Prochilodontidae (RANZANI-PAIVA & GODINHO
1983, 1986) e Pimelodidae (KAVAMOTO et al. 1983a).

O presente trabalho descreve os pardmetros leucocitarios em Colossoma
macropomum mantido em sistema de monocultivo intensivo, assim como as corre-
lagdes entre esses e os dados biométricos. Este teledsteo de dgua doce tropical ¢
conhecido vulgarmente como “tambaqui”, pertence a Characidae, subfamilia
Myleinae e encontra-se distribuido através da Bacia do Rio Amazonas. Atualmente
largamente utilizado em criagdes em varias regides do Brasil, inclusive no estado
de Sdo Paulo, onde foram feitas as colheitas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Piscicultura Usina Sdo Geraldo, Sertdozi-
nho, S@o Paulo, Brasil (21°07°45"S, 48°03°57"W), onde em marco de 1996 foram
estocados em monocultivo intensivo, alevinos de tambaqui Colossoma macropo-
mum (Cuvier, 1818) procedentes de uma mesma desova. Os alevinos com compri-
mento padrdo médio de 10 cm e peso médio de 30 gramas foram alimentados com
racdo comercial triturada (42% de proteina bruta) durante 35 dias. Ao fim deste
periodo, passaram a ser alimentados comaracﬁo extrusada (28% de proteina bruta)
e a ser mantidos em um viveiro de 730 m®, profundidade média de Im e com agua
renovada em aproximadamente 10% ao dia, na densidade de cinco peixe/m~ até
setembro de 1996, quando entdo, passaram a ser estocados em uma densidade de
um peixc/mz. A temperatura da 4dgua variou de 23°Ca28°CeopHde 7,5a7,7.

Em abril de 1997, 30 exemplares foram coletados deste viveiro, onde
procedeu-se imediatamente a coleta do sangue, sem uso de anestésico. O sangue de
cada exemplar foi coletado através de pungio da veia caudal com auxilio de seringa,
contendo EDTA (10%), para contagem de leucdécito total em cdmara de Neubauer,
apos dilui¢do em solugdo de cloreto de sodio 0,65% contendo vermelho neutro a
1% e violeta de genciana a 1%.

Para contagem diferencial de leucocitos, as primeiras gotas do sangue obtido
foram utilizadas na confec¢do de esfregacos sangiiineos sobre laminas, os quais
foram corados pelo método de ROSENFELD (1947).

Todos os espécimes empregados neste trabalho encontravam-se sem lesdes
externas ¢ aparentemente isentos de ectoparasitas e foram identificados como
jovens.

Analise estatistica. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente
através do “Statistical Analysis System/SAS”, onde foram calculados os valores
médios, desvio padrdo das médias e intervalo de confianga. Para comparagio entre
dados biométricos e pardmetros hematoldgicos foi empregado o coeficiente de
correlagdo linear de Pearson, onde o= 0,05 foi considerada significativo.

RESULTADOS

Caracterizagao Morfologica dos Leucoécitos

Quatro leucdcitos distintos foram caracterizados no sangue periférico do C.
macropomum mantido em monocultivo intensivo: neutrofilos, linfocitos, células
granulociticas especiais (C.G.E) e mondcitos.
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Os neutrdfilos sdo células predominantemente arredondadas, com citoplas-
ma acidofilo, geralmente abundante, ocupando boa parte da célula. O nicleo é
predominantemente excéntrico, podendo ser bilobulado ou néo, raramente central,
na maioria das vezes esférico, de cromatina nuclear compacta e sem nucléolo visivel
(Fig. 1A). Os linfécitos sdo predominantemente arredondados e de tamanho variado.
O citoplasma ndo evidencia granulagdes visiveis, sendo fortemente basofilico. O
nucleo possui forma arredondada, levemente riniforme, com cromatina densa, sendo
sua relagdo com o citoplasma bastante elevada (Fig. 1B). As células granulociticas
especiais sdo arredondadas, seu citoplasma ¢ abundante e rico em granulagdes
claras, transparentes e esféricas, que espalham-se homogeneamente. O ntcleo ¢é
pequeno e excéntrico, podendo ser ligeiramente alongado ou arredondado e com
cromatina grosseira e sem nucléolo (Fig. 1C). Os mondcitos sdo células grandes, de
formato esférico, ocasionalmente arredondadas ou com certo grau de polimorfismo.
Seu citoplasma € intensamente basofilico e na maioria das vezes com prolongamen-
tos citoplasmaticos e vacuolizagdo. O nucleo € freqiientemente excéntrico, geral-
mente alongado, alguns vezes podem ser esféricos (Fig. 1D).

Contagem Total de Leucdcitos e Diferencial

Os valores médio da contagem total ¢ diferencial de leucdcitos em C.
macropomum, assim como os dados biométricos estdo descritos na tabela I. A
contagem diferencial revelou maior freqiiéncia de neutréfilos, seguida por linfoci-
tos, mondcitos e células granulociticas especiais.

Tabela |. Amplitude de variagdo, médiatdesvio padréo e intervalo de confianga do peso, do
comprimento e do numero total dos diferentes leucécitos em Colossoma macropomum,
mantido em monocultivo intensivo.

Parametros Amplitude de variagao Média + Desvio padrao Intervalo de confianga
Peso (g) 500,0 - 700,0 5846 + 77,0 27,5
Comprimento (cm) 250- 30,2 279 % 14 05
Leucocitos total (ul) 1200,0 - 8000,0 266,3 + 1288,0 460,1
Neutréfilos (pi) 720,0 — 4240,0 1566,2 + 7540 2699
Linfécitos (ul) 350,0 — 2480,0 9376 + 4470 160,1
Mondcitos () 0,0 - 6400 86,7 + 1230 443
C.G.E. (ul) 0,0 - 6400 78+ 1440 51,5

Os resultados da correlagdo linear de Pearson entre o peso total, comprimento
padrdo e os dados hematoldégicos em C. macropomum (Tab. II) revelaram que o
comprimento padrdo apresentou correlacdo negativa («=0,05) com o valor total de
leucdcitos, com linfocitos e neutréfilos, assim como correlagdo altamente negativa
(a=0,01) com mondcitos. Entretanto, o peso total ndo foi correlacionado com
nenhum dos pardmetros hematoldgicos estudados. A contagem total de leucdcitos
apresentou correlagdo altamente positiva (¢=0,01) com linfocitos, neutréfilos,
mondcitos e células granulociticas especiais. Enquanto, os linfocitos foram positi-
vamente (=0,01) correlacionados com mondcitos, células granulociticas especiais
e neutrdfilos, e este ultimo, com mondcitos e células granulociticas especiais. Os
mondcitos por sua vez, evidenciaram correlagdo altamente positiva («=0,01) com
as células granulociticas especiais.
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Fig. 1. Leucécitos do Colossoma macropomum. Neutrofilos (A), linfécito (B), célula granuloci-
tica especial (C) e mondcito (D). Coloragdo: Rosenfeld.

DISCUSSAO

Os leucocitos identificados em C. macropomum mantido em sistema de
monocultivo intensivo sdo morfologicamente similares aos descritos em Prochilo-
dus scrofa Steindachner, 1881 (Prochilodontidae) (RANZANI-PAIVA & GODINHO
1983) e em Cyprinus carpio Linnaeus, 1758 (Cyprinidae) RANZANI-PAIVA et al.
(1987). Os mondcitos em C. macropomum sdo morfologicamente semelhantes aos
dos mamiferos. Entretanto, em Pleurocetes platessa Linnaeus, 1758 o neutréfilo é
que apresenta tal similaridade (ELLIS 1976).
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Tabela Il. Coeficientes da correlagao linear de Pearson entre os parametros hematolégicos e
os dados biométricos em C. macropomum, mantido em monocultivo intensivo.

Parametros Wad Lt Leucécitos  Linfécitos  Neutréfilos  Mondcitos CGE.
Peso (g) 1,00 0,607** -0,090 0,036 -0,125 -0,240 -0,059
Comprimento (cm) 1,000 -0,409* -0,362* -0,360* -0,489** -0,223
Leucdcitos total (ul) 1,000 0,869** 0,929* 0,773** 0,694**
Neutréfilos (ul) 1,000 0,659** 0,677** 0,608**
Linfécitos (ul) 1,000 0,597 0,497**
Mondcitos (ul) 1,000 0,811**
C.G.E. (ul) 1,000

(*) @=0,05, (**) a=0,01.

Apesar da parca literatura sobre contagem total de leucdcitos em teledsteos
dulciaqtiicolas brasileiros esta mostra que a contagem em C. macropomum foi
menor que os valores descritos em Rhamdia hilarii Valenciennes, 1840 (Loricarii-
dae) (KAVAMOTO et al. 1983a) e em Hypostomus paulinus Thering, 1905 (Lorica-
riidae) (SATAKE ef al. 1989). Entretanto, o que se observa ¢ que ha uma grande
variagdo entre os valores médios nesses grupos. Contudo, o numero de leucocitos
em teledsteos pode variar consideravelmente de uma espécie para outra ou até
mesmo entre peixes de uma mesma espécie sob as mais variadas condigdes experi-
mentais e ambientais (EZZAT ef al. 1974; HARDIG & HOGLUND 1983; ELLSAESSER
& CLEM 1986; WAAGHO et al. 1988; KORCOK et al. 1988).

No sangue periférico de C. macropomum mantido em monocultivo intensivo
os neutr6filos foram as células mais freqiientes. Estes resultados concordam com
os achados de RANZANI-PAIVA & GODINHO (1983) em P. scrofa e RANZANI-PAIVA
& ISHIKAWA (1996) em Mugil platanus Guinther, 1880 (Mugilidae).

Os neutrofilos sdo altamente relevantes em teledsteos, uma vez que demons-
traram grande sensibilidade as modificagdes do meio ambiente (MAHAJAN &
DHEER 1979). DIXON & DICK (1985) verificaram em Salmo gairdneri Richardson,
1836 (Salmonidae) uma acentuada linfopenia apds exposi¢do cronica ao cobre.
Entretanto, quando todas as demais células retornam aos valores controles, uma
significativa neutrofilia foi observada. CROSS & MATTHEWS (1993) observaram
intensa fagocitose por neutréfilos no exsudato inflamatério de C. carpio imunizados
contra o protozoario Ichthyophthirius multifiliis Fouquet, 1876 (Ciliophora). Simi-
larmente, LAMAS et al. (1994) também descrevem fagocitose por neutrdfilos durante
a resposta inflamatoria em Salmonidae.

Linfocitos foram a segunda célula mais freqiiente no sangue circulante em
C. macropomum, deste trabalho. Entretanto, vérios estudos tem documentado
predomindncia de linfécitos, em relagdo aos demais leucdcitos, no sangue periférico
de espécies das familias: Pimelodidae (KAVAMOTO et al. 1983a); Loricariidae
(KAVAMOTO et al. 1985; SATAKE et al. 1989); Prochilodontidae (RANZANI-PAIVA
& GODINHO 1986) e Mugilidae (RANZANI-PAIVA 1995), assim com em Characidae
(MARTINS ef al. 1995).

Em teledsteos, os linfocitos parecem atuar significativamente no sistema
imunoldgico, uma vez que significativa linfocitose ocorre apos exposi¢do ao
chumbo inorgénico (SANTOS & HALL 1990) e ao mercurio (GILL & PANT 1985).
Entretanto, estes podem ser influenciados pela temperatura, visto que ocorre signi-
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ficativo decréscimo proporcionalmente ao aumento da temperatura em C. macro-
pomum (MOURA et al. 1994).

Alguns estudos recentes classificam usualmente os linfocitos em grandes e
pequenos (SATAKE ef al. 1989). Entretanto, estudos anteriores sugerem que esta
distingdo € arbitraria, pois possivelmente representam estagios funcionais diferentes
de uma mesma populagdo e ndo populagdes celulares distintas (ELLIS 1977). Ja
estudos realizados em Ictalurus punctatus Meyer, 1975 (LEWIS et al. 1979), assim
como em C. carpio demonstram claramente a existéncia de linfécitos T e B
(SCHNEIDER & AMBROSIUS 1987) em peixes.

A contagem diferencial em C. macropomum mostrou ainda uma baixa
freqiiéncia de mondcitos. Estes resultados concordam com os achados de KAVAMO-
TO et al. (1985). Entretanto, a existéncia de mondcitos no sangue periférico de
teledteos tem sido contestada (CATTON 1951; JAKOWSKA 1956; SAUNDERS 1966).
Contudo, MOURA et al. (1994) demonstraram aumento dessas células em C.
macropomum quando aclimatados temperaturas elevadas. Porém, o mesmo ndo
ocorreu em tamoata Hoplosternum littorale Hancock, 1828 (Callichthyidae). Se-
gundo a literatura, os mondcitos sdo células com propriedades fagociticas (PARISH
et al. 1986; THUVANDER et al. 1987; LAMAS et al. 1994) e sob certas condigdes,
migram do sistema vascular completando sua maturag¢@o nos tecidos, tornando-se
macréfagos (DURAND 1950; MORROW & PULSFORD 1980; MATUSHIMA & MARI-
ANO 1996).

O quarto leucdcito evidenciado em C. macropomum mantido em monocul-
tivo foi a célula granulocitica especial. Observou-se que sua freqiiéncia absoluta foi
baixa. Entretanto, freqiiéncia elevada desta célula foi descrita em C. carpio parasi-
tado por Argulus sp. (RANZANI-PAIVA et al. 1987). Esse granuldcito ndo tem sido
encontrado no sangue periférico de algumas espécies do grupo Loricariidae (KA-
VAMOTO et al. 1985); Prochilodontidae (RANZANI-PATVA & GODINHO 1983, 1986);
Mugilidae (RANZANI-PAIVA 1995; RANZANI-PAIVA & ISHIKAWA 1996) e Characi-
dae (MARTINS et al. 1995). RANZANI-PAIVA & EIRAS (1995) descrevem que
somente quatro, de treze espécies de teledsteos capturadas no Rio Parané (Brasil)
apresentaram célula granulocitica especial. Tais espécies, pertencem ao grupo
Prochilodontidae; Pimelodidae e Callichthyidae.

Contudo, em algumas espécies de teledsteos, este granuldcito cujos granulos
ndo se coram por nenhum corante acido ou basico tem sido descrito e caracterizado
citoquimicamente como “plasmocitéide” ou “granulécito P.A.S. fortemente positi-
vo (RIBEIRO 1991) ou ainda, como células reticulares (MOURA et al. 1994).

Eosinofilos e baséfilos ndo foram encontrados no sangue periférico de C.
macropomum, deste trabalho. Resultados similares foram descritos por BOOMKER
(1981) em Clarias gariepinus Burchel, 1822 (Clariidae) e por RANZANI-PAIVA &
GODINHO (1983, 1986) em P. scrofa, os quais também relatam auséncia eosinofilos
nessas espécies. Em H. paulinus (SATAKE et al. 1989) ¢ em H. littorale (MOURA et
al. 1994) também foi verificado auséncia de basofilos. Ndo obstante, estudos em P.
albopunctatus (KAVAMOTO et al. 1985) descrevem ocorréncia de ambos leucécitos,
mesmo que em freqiiéncia relativa baixa. Entretanto, elevado percentual de eosind-
filos foi observado em C. carpio com intensa infestagdo por Argulus sp. (RANZA-
NI-PAIVA et al. 1987).
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MOURA et al. (1994) demonstraram a ocorréncia de baséfilos em C. macro-
pomum quando aclimatados a 20, 25 e 30°C, mas ndo a 35 e 40°C. Entretanto,
eosindfilos foram observados em todas as temperaturas.

Os resultados do coeficiente da correlagdo linear de Pearson demonstram
que o comprimento padrdo foi negativamente correlacionado com o niimero de
leucdcito total, linfocitos, neutrofilos e mondcitos. Adversamente, KAVAMOTO et
al. (1983b) verificaram correlagdo positiva entre leucocitos e o comprimento total
em Plecostomus albopunctatus Regan, 1908 (Loricariidae).

O peso total ndo pode ser correlacionado com os pardmetros hematoldgicos
estudados, possivelmente devido a grande homogeneidade de distribui¢do entre os
animais. A contagem total de leucdcitos foi positivamente correlacionada com
linf6citos; neutréfilos; mondcitos e células granulociticas especiais, como o espe-
rado. Estes por sua vez, também foram correlacionados entre si. Similarmente,
outros estudos também correlacionam pardmetros hematologicos em peixes (KA-
VAMOTO et al. 1983b, 1985; MURRAY 1984; VOLYNKIN 1986).

Os resultados deste estudo, sugerem que em Colossoma macropomum
mantido em monocultivo intensivo, os leucocitos sdo morfologicamente similares
aos de outras espécies da literatura. Entretanto, isto ndo ocorreu sob prisma quanti-
tativo. Todavia, diversos fatores podem contribuir na variagdo quantitativa dos
elementos sangliineos em peixes: o sexo; comprimento; peso; estado nutricional;
doengas; ciclo sazonal; idade (LARSSON et al. 1976; RANZANI-PAIVA 1991), assim
como o ambiente na qual o animal é mantido (HICKEY 1982; TAVARES-DIAS et al.
1998).
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