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Resumo: Este trabalho teve como objetivo descrever as principais reagdes citoquimicas de eritrocitos,
leucocitos e trombocitos da arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu). O glicogénio apresentou reacdo
positiva em trombdcitos e heterdfilos, bem como reacdo fraco-positiva em linfocitos e mondcitos,
entretanto, ndo foi observada reacdo positiva de peroxidase nas células do sangue da arraia cururu.
Metacromasia foi observa apenas em basofilos e marcagdes positivas de lipidios foram observadas em
trombocitos e linfocitos, além de coloracdo fraco-positiva em heterofilos. A reacdo de proteinas
apresentou marcagdo positiva apenas em heterdfilo e basofilo, a presenga de reticuldcitos foi observada
em eritrocitos. As informagdes geradas pelo presente estudo indicam que o heterdfilo ¢ a principal célula
do sistema imunoldgico da arraia cururu e que pode auxiliar no monitoramento das condi¢des de satde
dessa espécie nos exportadores.
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Cytochemical aspects of the blood of stingray Potamotrygon sp. (cururu ray)

Abstract: the aim of this paper is to describe the main cytochemical's reactions of erythrocytes,
leukocytes and thrombocytes of the freshwater stingray Potamotrygon sp. (cururu stingray). The positive
glycogen reactions were observed in thrombocytes and heterophils, and weak positive reaction in
lymphocytes and monocytes. However, no peroxidase reaction was observed in blood cells of the cururu
stingray. Metachromasia was observed only in basophils and lipids positive reactions were observed in
thrombocytes and lymphocytes, and weak positive staining in heterophils. Proteins were identifying only
in heterophil and basophil. The presence of reticulocytes was observed in erythrocytes of Potamotrygon
sp.. The information generated by this study indicates that the heterophil is the main cell of the immune
system of the cururu stingray and that can assist in monitoring the health condition of this species on
exporters
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Introducao

A determinacdo de pardmetros hematologicos fornece importantes informacgdes sobre o
monitoramente do estado de saude em elasmobrinquios. A analise do leucograma ainda é motivo de
duvidas e controvérsias, devido aos diferentes métodos de coloragcdes empregados e da identificagdo dos
diferentes tipos leucocitarios (Tavares-Dias, 2004). Devido as variagdes morfologicas das células
granulociticas uma analise baseada somente na morfologia pode ser insuficiente para identificacdo dos
tipos de leucocitos. Os constituintes enzimaticos e ndo enzimaticos destas células podem ser
demonstrados por métodos citoquimicos. Estes métodos sdo uteis para identificagdo das populagdes dos
leucocitos em varios grupos de vertebrados, e podem ser também utilizados em espécies de arraias que
possuem grande representatividade no mercado de peixes ornamentais no estado do Amazonas, como
Potamotrygon sp. (arraia cururu). Desta forma, este trabalho tem por objetivo descrever as reagdes
citoquimicas de eritrocitos, leucdcitos e trombdcitos da arraia cururu que podem ser uteis em planos de
manejo e estratégias de conservacao.
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Material e Métodos

As arraias estavam acondicionadas em tanques com aeracdo constante na Coordenacdo de
Pesquisa em Aquicultura do Instituto Naciona de Pesquisas da Amazonia (INPA), e recebiam minhocas
vivas uma vez ao dia até a saciedade. O sangue foi coletado com seringas contendo EDTA (10%) de dez
espécimes da arraia cururu, 0s animais apresentaram peso corpéreo (média = DP) de 226,0 + 48,5 g,
largura do disco de 17,4 + 1,1 cm e comprimento total de 19,1 + 2,5 cm. Extensfes sanguineas foram
preparadas e serviram para a coloragdo tradicional por May Grunwald-Giemsa-Wright e para as
coloragBes citoquimicas. Para a demonstragdo do glicogénio foi utilizado o método do acido periddico
Schiff/PAS, a peroxidase foi determinada utilizando-se orto-toluidina na presenca do perdxido de
hidrogénio. Na reacdo de metacromasia as extensdes sangiiineas foram coradas em azul de toluidina a
0,5%. Os lipideos foram corados pelo método do Sudan black B, na identificagdo de proteinas totais as
extensdes sangilineas foram fixadas em vapor de formol e coradas em azul de bromofenol. Os
reticuldcitos foram identificados usando a solugdo de azul de cresil brilhante. Os resultados foram
expressos em fungdo da intensidade das rea¢des citoquimicas: -, reagdo negativa; + reacdo fraco positiva;
++, reag@o positiva.

Resultados e Discusséio

No sangue da arraia cururu foram observados eritrocitos, trombdcitos, linfécitos, monocitos,
heteréfilos e basofilos com as mesma caracteristicas morfologicas que as observadas em espécies de
elasmobranquios (Old & Huveneers, 2006). O glicogénio apresentou reagdes positiva em trombdcitos e
heteréfilos, bem como reagdo fraco positiva em linfocitos e monocitos (Tabela 1). Resultados similares
foram obtidos por Chansue et al.,, (2010), quando analisando o sangue de uma espécic de arraia
denominada Potamotrygon spp., porém, em seus estudos ndo foi determinado o tipo de granuldcito que
reagiu positivamente.

Nao foi observada reagdo positiva de peroxidase nas células do sangue da arraia cururu (Tabela 1),
a exemplo dos resultados obtidos por Chansue et al. (2010). A peroxidase ¢ uma importante enzima
lisossomica que participa na digestdo intracelular e uma das suas principais caracteristicas ¢ a marcagao
em eosinéfilos, que é um leucécito inexistente em arraias de agua doce, ou heterdfilo através da
marginacdo desse tipo leucocitario e de sua acumulag@o no local da inflamagao (Tavares-Dias, 2004). A
auséncia da peroxidase em heterdfilos pode estar associada a pequena quantidade dessa enzima, o que
impossibilitou sua visualizagdo em microscopia Optica, ou ainda ao desenvolvimento compensatorio de
outros componentes microbicidas, como por exemplo, as proteinas catidnicas (Tavares-Dias, 2004).

A reagdo da metacromasia tem como caracteristica o uso de um reagente azul ¢ a reagdo observada
marca com coloragdo vermelha e ¢ tipica de basofilos. No sangue da arraia cururu foi constatada esse tipo
de reacdo (Tabela 1), o que confirma a presenca de basofilos no sangue desta espécie. Os leucécitos
fagociticos podem utilizar lipidios como fonte de energia e, podem degradar lipidios por atuacdo das
enzimas citoplasmaticas (Lorenzi, 1999), marca¢des positivas foram observadas em trombdcitos e
linfocitos, além de coloracdo fraco-positiva em heterdfilos (Tabela 1) e indicam que esses tipos celulares
exercem grande atividade no sistema imunitario da arraia cururu. A identificagdo de proteinas marcou
positivamente apenas em heterofilo e basofilo (Tabela 1). De acordo com Lorenzi (1999), a fungdo das
proteinas dentro de tipos leucocitarios esta associada a defesa contra microrganismos, provocando sua
morte quando sao liberadas apds a ruptura destas células. A presenca de reticulocitos foi observada em
eritrocitos e indicam a presenca de fragmentos de material reticular que ndo cora com a utilizagdo de
corantes tradicionais. A composi¢ao citoquimica indicou que a principal célula de defesa do sistema
imunolégico da arraia cururu ¢ o heterofilo.

Tabela 1 Reagdes citoquimicas das células do sangue da arraia Potamotrygon sp. (arraia cururu).

PAS Peroxidase AZl.ll 'de Sudan Black B Azul de
toluidina bromofenol
Trombocitos ++ - - T+ -
Linfocitos + - - ++ ;
Mondcitos + - - - -
Heterofilos ++ - - + Tt
Basofilos - - ++ - 4

-, reagdo negativa; + reagdo fraco-positiva; ++, reacdo positiva.
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Conclusdes

Em arraias de 4gua doce, a atividade fagocitica tende a ser executada principalmente pelos
heteréfilos, o que constitui um dos mecanismos mais importantes do sistema imunoldgico contra estresse,
agentes infecciosos e parasitarios. Embora ainda ndo existam criagdes de arraias de agua doce em
cativeiro, devido o pouco conhecimento cientifico sobre esse grupo de elasmobranquios, a compreensao
sobre o sistema imunoldgico desses animais sdo de grande valia no monitoramento das condigdes de
satde dessas espécies nos exportadores, além do mais o entendimento das respostas imunologica através
da identificagdo das células do sangue e das principais reagdes enzimaticas ¢ ndo enzimaticas constituem-
se em um dos primeiros passos para a implementagao do cultivo dos potamotrigonideos em condi¢des de
cativeiro.
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