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Procedimentos Basicos para Colheita de
Sangue em Peixes

Introducéo

O monitoramento do estado de saude dos peixes é imprescindivel para 0 manejo
sanitario da producéo, seja de grande ou pequeno porte. A hematologia clinica € uma
ferramenta que permite a realizacéo de diagndstico de patologias e pode atuar como
um indicador progndstico das condi¢des patoldgicas, especialmente quando se
considera as alterag6es morfologicas nas células sanguineas (SATAKE et al., 2009).
Estas avaliagBes permitem identificar a resposta dos peixes, quando doentes, de
maneira rapida, pratica e de baixo custo.

O sangue banha todos os tecidos organicos, exceto o epitelial e o cartilaginoso. Devido
a essa condicao fisiologica, seu estudo torna-se estratégico para avaliacéo do estado
de saude dos peixes. Com este proposito, varios pesquisadores tém utilizado a
hematologia clinica como método de avaliacdo das exigéncias nutricionais, tais como
requerimentos de minerais para tilapia-nilética Oreochromis niloticus (BARROS et al.,
2002; FERRARI et al., 2004; HISANO et al., 2007), e vitaminas para pirarucu Arapaima
gigas (ANDRADE et al., 2007) e matrinxa Brycon amazonicus (AFFONSO et al., 2007).
Os parametros hematologicos tém sido utilizados também na verificacéo dos efeitos
deletérios de pesticidas em estudos com ictiotoxicologia, como os realizados com a
tilapia-nilética (EI-SAYED et al., 2007; SWEILUM, 2006), jundia Rhamdia quelen
(BORGES et al., 2007) e Labeo rohita (ADHIKARI et al., 2004), além de estudos com
sanidade, principalmente envolvendo parasitos (GHIRALDELLI et al., 2006; MARTINS
et al., 2004; RANZANI-PAIVA et al., 2005; TAVARES-DIAS et al., 2007) e bactérias
(GARCIA; MORAES, 2009; MARTINS et al., 2008a,b; RANZANI-PAIVA et al., 2004;

YU et al., 2010).
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No entanto, para utilizar a hematologia no
monitoramento sanitario de uma piscicultura é
necessario investir no treinamento de pessoal
especializado, tanto para a colheita quanto para o
processamento e a interpretacédo dos resultados. O
exame hematoldgico exige que a colheita sanguinea
seja realizada de forma rapida e sem causar estresse
adicional aos animais, pois a captura, a contencao e a
puncgéo do animal realizadas de formas inadequadas
podem ocasionar altera¢cdes nos parametros
sanguineos avaliados.

Este documento tem por objetivo apresentar os
procedimentos basicos para colheita sanguinea em
peixes, pois constitui o primeiro passo para 0 sucesso
no estudo hematoldgico. A colheita € composta,
basicamente, por quatro procedimentos, que sédo:
captura do animal; contencao, que pode ser quimica
ou mecéanica; pun¢éo do vaso sanguineo ou coracao e
acondicionamento do sangue.

Captura dos Peixes

Os animais devem ser capturados dos viveiros ou
tanques com auxilio de redes ou pucéas. Nao é
necessario fazer a despesca total para a colheita de
sangue; é realizada com uma amostra que pode ser
de dois, cinco, dez ou quantos exemplares forem
necessarios para o trabalho. A colheita pode ser feita
em peixe saudavel ou doente, dependendo do objetivo
do estudo. Este procedimento exige uma certa
habilidade do operador, mas nao requer capacitagéo
especifica. O peixe deve ser capturado considerando
condi¢des adequadas, tanto do ambiente como do
animal, ou seja, a temperatura da agua nao deve estar
muito baixa e os peixes devem estar em jejum por
pelo menos 12 horas. Deve-se evitar 0 estresse e
cuidar para evitar traumas e retirada do muco do peixe
em excesso. Dessa forma, o animal podera ser
reintroduzido ao cultivo apds a colheita, sem o risco de
morrer.

Contencéo dos Peixes

Para a colheita correta do sangue, o peixe deve estar
contido adequadamente, de preferéncia com um pano
umido sobre os olhos (Figura 1). Em alguns casos é
indicado o uso de anestésicos para diminuir o estresse
nos peixes, mas estes também podem ocasionar
alteracBes hematoldgicas e, portanto, devem ser
utilizados com algumas restricBes e na dosagem
indicada para cada espécie e idade (BOLASINA,
2006; INOUE et al., 2004; SUDAGARA et al., 2009;
VELISEK et al., 2007). Por isso, a contengdo
mecanica é a mais adequada e pratica para este
procedimento, sendo necessarias habilidade e rapidez
para ser eficiente.

Figura 1. Contengao com pano umido e venopuncgéo caudal
em juvenil de dourado (S. brasiliensis) previamente
anestesiado com 6leo-de-cravo (50 mg L™).

Puncéo do Vaso Sanguineo ou
Coracao

Entre 0s acessos existentes para realizar a puncéao
sanguinea, a venopuncao de vasos localizados na regido
caudal tem sido mais explorada. Este método
proporciona uma colheita rapida, mas é necessario
acertar a localizagdo do vaso corretamente, para que
este seja canulado de forma adequada, sem ocasionar
muitas lesdes no animal. A coluna vertebral facilita a
utilizac@o desse acesso, pois a artéria e a veia caudal
situam-se em sua face ventral. Utiliza-se, portanto, a
coluna vertebral para orientar a localizagdo do vaso
sanguineo.

E necessario utilizar uma seringa com agulha,
geralmente banhada em anticoagulante (EDTA 3%). Ela
deve ser inclinada em torno de 45° e realizada a
penetracdo em direcdo a regido ventral da coluna
vertebral, local onde se localizam a artéria e a veia
caudal. A inclinac@o mais apropriada para realizar esta
técnica pode variar de acordo com a espécie, podendo
ser realizada até com 90°, orientando-se pela linha
medial da regido ventral, utilizada principalmente em
peixes siluriformes como os surubins (Pseudoplatystoma

spp.).

Nao se deve exercer pressdo negativa desnecessaria
apos a canulagao do vaso sanguineo, pois este
procedimento implica na ruptura das células vermelhas
do sangue, apresentando-se como discreta hemolise
apos a sedimentacao das células sanguineas.

Esta técnica pode nao ser eficiente em peixes
ornamentais de pequeno porte e alevinos em geral.
Nestas situacdes, recomenda-se a indugéo anestésica
até o estagio de anestesia cirlrgica e corte completo do
pedunculo caudal com auxilio de bisturi (Figura 2a).

Foto: Santiago Benites de Padua
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O sangue devera ser colhido em um capilar para
dosagem do percentual de hematocrito (Figura 2b) e
extensdes sanguineas deverao ser confeccionadas a
partir do sangue contido no capilar. Na primeira gota de
sangue, que flui logo apds o corte, pode-se realizar a
pipetagem de sangue para realizar a contagem de
eritrocitos, imprescindivel para leucometria e
trombometria global realizada por métodos indiretos em
peixes. A principal desvantagem desta técnica é a
necessidade do sacrificio dos peixes, além da
contaminagdo do sangue com fluidos extracelulares
dos tecidos proximos aos que foram cortados.

Figura 2. Colheita sanguinea em juvenil de surubim hibrido (Pseudoplatystoma reticulatum x P. corruscans) por meio do corte do
pedinculo caudal apds estagio de anestesia cirtrgica com 6leo-de-cravo (50 mg L™). a) Corte do pedinculo caudal com auxilio
de bisturi; b) colheita de sangue utilizando um capilar de microhematdcrito.
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Entre outros acessos, a pung¢do branquial e a puncéo
intracardiaca também séo utilizadas, principalmente em
situagBes em que a venopunc¢éo caudal ndo pode ser
realizada ou as peculiaridades anatdbmicas dos peixes

ndo permitem e/ou dificultam a realizagao desta técnica.

A puncao branquial e a puncéo intracardiaca tém sido
utilizadas em algumas espécies de peixes. Quando
realizada a puncéo cardiaca em surubim hibrido, apos
penetrar a agulha na regido da linha média caudal as
branquias, deve-se inclinar a seringa para o sentido
cranial para localizar o coracao (Figura 3).

Figura 3. Puncéo intracardiaca em juvenil de surubim hibrido previamente anestesiado com 6leo-de-cravo (50 mg L™).

Foto: Santiago Benites de Padua

Foto: Santiago Benites de Padua
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Para que seja realizado este tipo de acesso na colheita
sanguinea, a utilizagdo de anestésicos torna-se
fundamental, a fim de reduzir o sofrimento animal. Por
se tratar de um 6rgao vital, este tipo de colheita
sanguinea deve ser realizada de forma correta, para
gue ndo resulte em areas de degeneracao e necrose
no miocérdio, que pode ser fatal, principalmente em
peixes de pequeno porte.

Acondicionamento do Sangue ap6s
Colheita Sanguinea

Apds o procedimento da puncao sanguinea utilizando
seringas, 0 sangue deve ser homogeneizado por
inversdo e acondicionado em tubos apropriados;
geralmente empregando-se microtubos de
polipropileno. Para a transferéncia do sangue contido
na seringa, a agulha deve ser retirada e o bico da
seringa levado proximo a superficie interna do
microtubo; em seguida, deve ser exercida leve
pressao sobre o émbolo para que o sangue seja
transferido sem causar turbilhonamento do mesmo,
escorrendo pela parede do microtubo (Figura 4).

Logo ap6s a colheita do sangue recomenda-se a
confeccdo das extensdes sanguineas (Figura 5). Estas
extensdes serdo fixadas, coradas e utilizadas
posteriormente para contagem diferencial de células

sanguineas e também para pesquisa de hemoparasitos.
Para este procedimento pode-se utilizar o sangue que
restou na agulha, o qual encontra-se isento de
anticoagulante. Dessa forma, as extensdes serdo de
boa qualidade e as células sanguineas estaréo isentas
de alteracdes determinadas pelos anticoagulantes, bem
como pelo armazenamento.

Figura 4. Acondicionamento do sangue em um microtubo de
polipropileno.

|
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Figura 5. Confeccdo da extenséo sanguinea logo ap6s a colheita do sangue, observada na sequéncia (a, b, c, d).



O sangue colhido e acondicionado em microtubos
deve ser armazenado sob refrigeracdo (entre 5°C a
7 °C) desde os primeiros momentos apés 0s
procedimentos de venopunc¢éo. Para isso, deve estar
ao alcance do operador um isopor e/ou caixa térmica
com gelo e/ou similares para que o sangue seja
imediatamente refrigerado, mas nunca congelado
guando se pretende realizar o hemograma, pois no
momento em que o sangue for descongelado havera
ruptura das células sanguineas, apresentando-se
visualmente como intensa hemolise. Para evitar o
congelamento do sangue, os microtubos devem ser
colocados em estantes apropriadas e estas seréo
acomodadas sobre o gelo; os microtubos ndo devem
ficar em contato direto com o gelo.

O processamento das amostras sanguineas no
laboratério deve ser realizado o mais breve possivel,
devido a uma série de alteracdes in vitro que podem
interferir nos resultados do hemograma. Portanto, este
material deve ser levado ao laboratério em até 12
horas ap6s a colheita.

Consideracg0des Finais

Os procedimentos para colheita sanguinea em peixes
s&0 simples e exigem poucos recursos para sua
realizac&o; no entanto, requerem alguns cuidados que
foram apresentados nesta circular. A hematologia
constitui uma importante ferramenta para a realizacao
do monitoramento do estado de salde dos peixes em
uma piscicultura. O processamento laboratorial, bem
como a interpretacdo, exigem conhecimentos e
capacitacao especifica, mas a colheita pode ser
realizada por técnico ou funcionario treinado para
esses procedimentos basicos. Nesta circular foram
apresentados os procedimentos basicos para orientar
técnicos, alunos e profissionais de interesse na area
sobre colheita de amostras sanguineas em peixes e,
assim, contribuir para viabilizar o recebimento de
amostras e o processamento laboratorial de
hemogramas de peixes de forma rotineira e eficiente,
como observado em laboratérios destinados para
mamiferos.
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