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ABSTRACT. Padua S.B. & Ishikawa M.M. [Metachromasia for blood basophils
identification in hybrid surubim catfish: methodological contribution]. Metacro-
masia para identificacdo de basofilos sanguineos em surubim hibrido: contribuigdo me-
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de Aquicultura da Unesp/Jaboticabal Rod. Paulo Donato Castellane, s/n Bairro Rural,
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Different protocols of fixation and hydrolysis of blood smears of hybrid surubim
catfish for metachromasia to marking blood basophils were evaluated. For this reason,
methanol, acid-alcohol and formalin vapor were tested as fixatives. For hydrolysis of
blood smears, HCI, citric acid and 2-Mercaptoethanol + Urea + NaCl solutions was
evaluated. After procedures, the blood smears was stained with toluidine blue (0.025%)
diluted in Mcllvaine buffer (pH 4). The different protocols for fixation and hydrolysis
of blood smears for metachromasia influenced the quality of the reaction. Hydrolysis
with 2-Mercaptoethanol + Urea + NaCl solutions provided negative results when using
methanol and acid-alcohol as fixatives. The fixation with acid-alcohol associated with

citric acid hydrolysis provides highest quality reason.
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RESUMO. O presente estudo avaliou diferentes
protocolos de fixagdo e hidrolise das extensdes
sanguineas de surubim hibrido para reacdo de me-
tacromasia e marcacdo de basdfilos sanguineos.
Para isso, metanol, alcool-acido e vapor de formol
foram testados como fixadores. Para hidrolise das
extensdes sanguineas foi avaliado HCI, 4cido citri-
co e solugdes de 2-Mercaptoetanol + Uréia + NaCl.
Apos estes procedimentos, as extensdes foram sub-
metidas a coloragdo com azul de toluidina (0,025%)
diluida em tampao de Mcllvaine (pH 4). Diferentes
protocolos para fixacdo e hidrélise das extensodes
sanguineas destinadas a reacdo de metacromasia in-
fluenciam na qualidade da reagdo. A hidrélise com
solucdes de 2-Mercaptoetanol + Uréia + NaCl pro-
porcionaram resultados negativos quando utilizado

metanol ¢ alcool-acido como fixadores. A fixagao
com alcool-acido associada a hidrolise com acido
citrico proporciona reagdes com melhor qualidade.

PALAVRAS-CHAVE. Marcacao de basofilos, azul de toluidi-
na, citoquimica, hematologia de peixes.

INTRODUCAO

A utilizagdo do hemograma para o monitoramen-
to das condi¢des de higidez dos peixes em cultivo
tem sido amplamente utilizada, visto que se trata de
um exame laboratorial que pode ser realizado den-
tro de pouco tempo, requer poucos recursos € ¢ de
facil execucao (Ishikawa et al. 2010a). No entanto,
as técnicas hematologicas aplicadas aos peixes pos-
suem algumas peculiaridades metodologicas quan-
do comparadas a hematologia clinica de mamiferos.
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Além disso, existe grande variacdo morfologica dos
elementos figurados do sangue entre as diversas es-
pécies de peixes cultivados, tornando inconsistente
a identificacdo e nomenclatura adotada para as cé-
lulas sanguineas de algumas espécies (Tavares-Dias
& Moraes 2004).

Os basofilos sao leucdcitos de baixa frequéncia na
circulagdo periférica, cuja fun¢do ndo estd elucida-
da por completo em peixes (Tavares-Dias & Moraes
2004), no entanto, existem evidéncias que estas células
possam atuar no processo de defesa organica, como na
realizacao da fagocitose (Satake et al. 2009). Nos pei-
xes, este leucocito exibe variagdo morfoldgica entre as
diferentes espécies, bem como em uma mesma espé-
cie devido a ocorréncia de células em diferentes esta-
gios de maturagdo (Satake et al. 2009, Tavares-Dias
et al. 2009), o que dificulta sua identificacdo quando
empregada coloracdo pancromica, como a combina-
¢do dos corantes May Griinwald + Giemsa (Rosenfeld
1947), assim como May Griinwald + Giemsa + Wri-
ght (Tavares-Dias & Moraes 2003).

Por outro lado, a utilizacdo de técnicas citoqui-
micas como marcadores para determinada varieda-
de celular pode facilitar a identificacdo precisa dos
leucocitos. A habilidade de metacromasia dos gra-
nulos de basoéfilos e mastdceitos, quando submetidos
a coloracao com azul de toluidina, azul de metileno
e/ou tionina permite sua identificacdo devido a mu-
danca de coloragdo destes para vermelho-purpura.
Assim, alguns estudos utilizam estes protocolos
para marcacao de baséfilos em mamiferos (Ishizaka
et al. 1972, Irani et al. 1998) e em peixes (Suzuki
1986, Tavares-Dias 2006). Tavares-Dias (2006)
preconiza a fixacdo das extensdes sanguineas com
subacetato de chumbo (1%) e posterior coloracao
com azul de toluidina 4cida (pH 3,2) para obter a
rea¢do de metacromasia em peixes. No entanto, esta
técnica nao foi reproduzida com sucesso no Labo-
ratorio de Piscicultura da Embrapa Agropecuaria
Oeste. A obteng¢do do subacetato de chumbo na pu-
reza adequada pode ser um dos fatores que limitam
a técnica (Tavares-Dias, comunicacdo pessoal).

Dessa forma, o presente estudo avaliou diferen-
tes protocolos para fixagao e hidrolise das extensdes
sanguineas de surubim hibrido (Pseudoplatystoma
reticulatum Q x P. corruscans &) para reagio de
metacromasia e marcacao de basofilos sanguineos.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido no Laboratorio de
Piscicultura da Embrapa Agropecuaria Oeste, em

Dourados, Mato Grosso do Sul. Cinco peixes apa-
rentemente higidos e sem lesdes superficiais com
peso médio de 386,7+24,3g e comprimento total
médio de 38,7+6,4cm foram mantidos em tanques
circulares com capacidade de 1.000L, com fluxo
continuo de 4gua proveniente de pogo artesiano
(10L min'). Os peixes foram alimentados com ra-
¢do comercial para carnivoros (45% PB, 8-10mm),
fornecida em duas parcelas ao dia. Semanalmente,
foi realizada a limpeza do tanque de manutengao,
por meio de sifonagem para a retirada de eventuais
residuos organicos (fezes e sobras de racao).

Os surubins hibridos foram capturados com au-
xilio de pug¢d, submetidos a anestesia com 0Oleo de
cravo (50mg L) e realizada a colheita sanguinea
por puncdo do vaso caudal, com auxilio de seringa
estéril (3 mL) e agulha hipodérmica (25 x 7 mm),
previamente banhadas com EDTA (3%) (Ishikawa
et al. 2010a,b). Imediatamente apos a venopungao
foram confeccionadas 12 extensdes sanguineas de
cada individuo para avaliagdo dos protocolos de
metacromasia e outras duas para coloragao pancro-
mica com a combina¢do de May Griinwald-Giem-
sa-Wright (Tavares-Dias & Moraes 2003).

Para fixacdo das extensdes sanguineas foram tes-
tados trés protocolos, compreendidos por: fixagao
com metanol PA durante 10 min; fixagdo com alco-
ol-acido durante um minuto (alcool etilico comer-
cial 96% e acido acético PA na proporcao de 3:1)
com posterior lavagem no alcool 70% por 3 min;
fixagcdo no vapor de formol durante 10 minutos, uti-
lizando cuba de vidro contendo algodao embebido
em formalina 35%.

Ap0s a fixacgdo, as extensdes sanguineas oriun-
das de cada protocolo foram submetidas a hidrolise,
compreendidas pelos seguintes tratamentos: Hidro-
lise 1: HCI 4N durante 5 min (Mello 1982, Naves et
al. 2004); Hidrolise 2: Acido Citrico 0,67% durante
35 min e lavagem com agua destilada (Roy et al.
1982); Hidrolise 3: solucdo de 2-Mercaptoetanol
0,2 mol/L, Uréia 4 mol/L e NaCl 0,8 mol/L por 20
min e lavagem com dgua destilada (Mello 1982);
Hidrolise 4: ou solu¢ao de 2-Mercaptoetanol 0,2
mol/L, Uréia 0,2 mol/L e NaCl 0,8 mol/L por 10
min e lavagem com agua destilada (Belleti & Mello
1996).

Ap6s o procedimento de hidrolise, as extensdes
foram submetidas a coloragdo durante 5 min com
azul de toluidina (0,025%) diluida em tampao de
Mcllvaine (pH 4) (Mello & Vidal 1980), como se-
gue:
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Azul de toluidina................... 0,25¢g
Acido citrico (0,1M)............ 21,01g
Na HPO, (0,2M).................... 28,39

Agua destilada (q.s.p.)..... 1000 mL

Depois do procedimento de coloragdo, as lami-
nas foram lavadas rapidamente em 4gua corrente,
secas ao ar em temperatura ambiente e examinadas
em fotomicroscopio optico (Nikon®, E200, Japao)
para confeccdo de fotomicrografias. Os resultados
obtidos foram expressos em funcao da intensidade
da reacdo citoquimica: -: reacdo negativa; +: reacao
fracamente positiva; ++: rea¢do positiva; +++: for-
temente positiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diferentes protocolos para fixacdo e hidrolise
das extensdes sanguineas destinadas a reagdo de
metacromasia avaliados neste estudo influenciaram
na qualidade da reacdo. Os resultados obtidos para
esta andlise citoquimica em surubim hibrido utili-
zando diferentes fixadores e agentes para hidroli-
se estdo relacionados na Tabela 1. Pode-se verifi-
car que as solucoes de 2-Mercaptoetanol + Uréia +
NaCl proporcionaram resultados negativos quando
utilizados o metanol e alcool 4dcido como fixadores.
Por outro lado, as reagdes com melhor qualidade
foram obtidas quando empregado o acido citrico
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como hidrolisante, especialmente quando a fixacao
foi realizada com alcool-acido.

A propriedade de metacromasia dos granulos de
basofilos quando submetidos a coloragcdo com azul
de toluidina facilita sua identificacdo na extensao
sanguinea, especialmente em peixes que apresen-
tam poucos basofilos na circulagdo. Além disso,
quando utilizado o metanol e alcool-dcido como
fixadores, as Unicas estruturas coradas foram os
nucleos das células sanguineas e os granulos me-
tacromaticos dos basofilos (Figura 1e-f). Por outro
lado, na fixacdo com vapor de formol, mesmo apds
as hidrélises, é possivel observar o citoplasma das
c€lulas sanguineas (Figura 1 b-d), o que pode difi-
cultar a localizagao dos basofilos.

A marcacdo de basdfilos sanguineos em peixes
teleosteos pela técnica de metacromasia foi des-
crita em Cyprinus carpio e Takifugu vermicularis

Tabela 1. Intensidade da reagéo de metacromasia em surubim
hibrido (Pseudoplatystoma reticulatum @ x P. corruscans &)
utilizando diferentes fixadores e agentes para hidrdlise.

Fixador Hidrolise

1 2 3 4
Metanol + ++ _ _
Alcool-acido + +++ . )
Vapor de formol ++ ++ + .
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Figura 1. Metacromasia para identificagdo de baséfilos sanguineos em surubim hibrido (Pseudoplatystoma reticulatum
Q x P, corruscans 3). Coloragao pancrémica com May Griinwald-Giemsa-Wright (a). Preparagao fixada com vapor de
formol + tratamento com HCI (4M) (b), fixada com vapor de formol + tratamento com acido citrico (c), fixada com vapor
de formol + tratamento com 2-Mercaptoetanol 0,2 mol/L, Uréia 4 mol/L e NaCl 0,8 mol/L (d), fixada com acool-acido +
tratamento com acido citrico (e), fixada com metanol +tratamento com acido citrico (f). Barra =5 pm
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(Suzuki 1986). No estudo de Tavares-Dias (2006)
este leucocito foi observado em apenas quatro das
quinze espécies estudadas, compreendidas por Le-
porinus macrocephalus, Oreochromis niloticus, hi-
brido O. niloticus x O. aureus e Ictalurus punctatus.
Em adicional, basoéfilos foram marcados no hibrido
Pseudoplatystoma reticulatum Q x P. corruscans &
deste estudo.

Diferentes protocolos tém sido empregados para
reacdo de metacromasia em peixes. Suzuki (1986)
descreveu resultados eficientes a partir da fixagcdo
das extensOes sanguineas com solugao metandlica
a 1% de azure A ou azul de toluidina e lavadas em
solucdo de HCI. No entanto, este autor descreve
que o pH da solucao de HCI interfere da qualidade
da reagdo, onde obtém-se reagdo positiva na faixa
de 3,5 a 4,5 para T. vermicularis e 4,5 em C. car-
pio. Tavares-Dias (2006) ao avaliar o subacetato de
chumbo (1%) e metanol como fixadores na reagao
de metacromasia, acida e basica, para peixes con-
cluiu que a fixagdo com o subacetato de chumbo
(1%) e posterior coloragdo com azul de toluidina
acida (0,05 %) (pH 3,2) proporciona melhor pre-
servagdo dos granulos metacromaticos. No entanto,
esta técnica nao tem sido reproduzida com sucesso,
dessa forma, metodologias adicionais como as que
foram apresentadas neste estudo sao de grande im-
portancia.

CONCLUSAO

Neste trabalho concluiu-se que a fixacdo com
alcool-acido associada a hidrolise com acido citrico
proporciona reacdes de metacromasia com melhor
qualidade para identificagao dos basoéfilos sangui-
neos de surubim hibrido.
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