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1 Introdugao

A utilizacdo de diferentes anticoagu antes na he matd od a dinica e mpei xes tem si do
ad vo de estudos recentes (Walendk & Wteska 2007; Ishikawa et al., 2010a), visto que
existem pecuiaridades que tornam al guns far macos mais apropriados de acordo com a
espéd e, assi mcono observados e m outros vertebrados (Harr et al., 2005). Para que se
estabd ecamos va ores he matd 6g cos de referénda, torna-se fundanmenta o conhed mento
do anticoagu ante mais apropriado, unma vez que inGmeras ateragdes in vitro rd ad onadas
aos anticoagu antes tém si do reportadas e m pei xes ( Hattingh 1975; Mai nwaring & Row ey
1985; Wil end k & Wteska 2007; Ish kawa et d., 2010a).

Entre os anticoagu antes e npregados para redizar os proced nmentos he natddgi cos
empei xes, a heparina e o EDTA sdo os nmis utilizados ( Wal end k & Wteska 2007). Entre as
apresentacbes destes farmacos, temse prind pd nmente a heparina de séd o, heparina de
litio, EDTA disdd co( Na2EDTA), EDTA di potassi co (K2EDTA) e o EDTAtri potassico ( K3EDTA),
gue por sua vez atuamem diferentes etapas da cascata de coagu agdo i ni b ndo-a ( Harr et
al., 2005), dessa for ma, preserva-se a fludez do sangue que viahiliza a reaizagdo do
he nogranea.

O matrinxa ( Brycon a mazon cus) é uma das pri nd pas espéd es nati vas produzidas no
Brasil, comi nmportdnda econénica rdevante, espedd nmente na reg do norte do Brasil.
Estudos sobre afisd og a e paranetros he matd ég cos desta espéd eja ve msendo redizados
(Tavares-Doas et al., 2008) e entre os anticoagu antes, a heparina e o EDTA sdo e npregados
por dferentes pesqu sadores.

O objetivo deste estudo fo avdiar a eficad a da heparina de sodio e do EDTA conp
anticoagu antes e o efdto destes far macos sobre os parametros he matd ég cos de matri nxa
(Brycon anmazon cus).

2 Materid e Métodos

Este estudo fd conduzido no Laboratdrio de Piscicutura da Enbrapa Amazon a
Oci dentd. Paraisso, juvenis de matrinxa foram mantidos e mtanques circu ares de fi bra de
Vi dro com capad dade de 2000 L, abasted dos com fl uxo continuo de agua (1.5 L mn?),
durante o periodo de ummés.

Nesse periodo, os paramnetros de quaidade de agua cono tenperatura (29,6 = 0,4
°C) e 0xXigénio (59 + 0,4 mg L'!) foram nonitorados trés vezes por semana por neio de
oxi metro dgtd (YSI 55) e qu nzena nente foramavaiados

Foram utilizados dez individuos de matrinx@ pesando 200 g. Os peixes foram
capturados com auxilio de pugd, contido mecanicarmente por meio de pano Umido e
sub mreti dos a venopungdo cauda (2,5 nlL) utilizando seringas estéreis comvdune Util de 3
mL e aguhas hipodérmicas 25 x 7 mm isentas de anticoaguantes, conforme as
preconi zagdes de Ish kawa et a. (2010a,b). O sangue fo rap danmente distribu do e mi gua
vdume de 0,5 nL em quatro tubos de pdietleno (1,5 nl). A pri neira aliquota fa
acond donada em tubo isento de anticoagu ante (contrde) e nos demais tubos com as
segu ntes
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concentracdes de anticoagu antes: 15 pL de K;EDTA 10% (1 ng nlL'! de sangue), 15 pL de
Heparina 5.000 Ul (150 UI ni'! de sangue) e 15 pL de Heparina 100 Ul (1,5 U nl?! de
sangue), apos dlucdo a partir da heparina 5.000 U emsd ucdo fisd dgca a 0,65 %(1:50).
Para deter mnacdo da fragilidade os nmotica dos eritrodtos (FOE) utilizou-se sd ucdo sdina
tanponada (pH 7, 4) confor me descrito por Parpart et a. (1947). As dil icdes emsérieforam
fetas a partir da sd ugdo estoque a 10,5% sendo utilizadas as segu ntes concentragoes:
0,65 % 0,54 % 0,43 % 0,32 % 0,21 % e 0,10% de Nad-PO4. Os proced mentos
adotados para estatécnica empe xes foramos nodficados por Ish kawa et d. (2010a).

A partir das anpstras sangu neas acond donadas com os anticoagu antes, fa
redizada a dosagem do percentud do henmtoécrito pda técnica do microhenatocrito
(Gddenfarb et a., 1971), dosagem da taxa de henopglobdna pdo método da
danonetahenog obina (Cdlier, 1944) e contagem de eritrodtos utilizando a dil uigdo de
1: 200 emsd ugdo de formol -dtrato, redizando a contagemem henocitémetro. De posse
desses dados, foram cdcudados os indces henati nmétricos de W ntrobe (1934),
conpreend dos pedo Vdume Corpuscudar Médio (VCM) e Concentracdo de Henogl ohina
Corpuscu ar Médi a (CHCM). O sangue renmanescente fd estocado e mtenperatura entre 5-
7°C, por um periodo de 10 horas, sendo avaiado apds esse periodo visud mente quanto a
ocorrénd a de coagu acdo e/ou henmdlise (Hattingh & Smth 1976).

Os resutados foramsub meti dos a andlise de vari dnciae as médi as conparadas ped o
teste de Tukey, a 5 %de probahili dade.

3. Resutados e O scussao

Ainibcdo da coagu agdo sangu nea e m matrinxa foi pronovida coma utilizacdo do
K;EDTA 10 % heparina 5000 UL e heparina 100 Ul defor ma efidente e por maisde 10 h sob
refrigeracdo. No entanto, o K3EDTA 10 % deter mnou a ocorrénd a de discreta a noderada
hemdlise desde os pri neiros nmo mentos, observado nos nicrotubos capilares durante a
deter mmnagdo do he matdcrito. Adidond nmente, fo observadaintensa he mdlise nas anostras
acond d onadas comeste anticoagu ante apds 10h de ar nazena mento.

Os resutados dos parametros hematd égcos de matrinxa utilizando o K;EDTA e
hepari na co no anti coagu antes estao rd ad onados natabd a 1. Pode-se observar que o Uni co
paramnetro que fa i nfl uenciado por estes far macos fa o VCM ind cado pel o seu aunmento (P
< 0,05) nas anostras acond d onadas com K3EDTA 10 %

Tabda 1. Pardnetros hematd ogcos de matrinxa (Brycon amazonicus) utilizando diferentes
anti coagu antes.

Para metros Hepari na K; EDTA

5.000 U 100 U 10 %
He mat écrito ( % 27,6 +2,87a 26,9 +1,72a 28,9 + 2,552
Eritrodtos (x 10° pLt) 1,78 +0,23a 1,67 +£0,18a 1,73 +£0,21a
He nogl obi na (g dU'1) 8,12 + 0, 76a 8,08 £ 0,40a 8,23 + 0,963
VCM (fL) 155,66 + 8,02a 158,61 + 8, 67a 167,60 + 7,95b
CHCM (g dU'1) 29,63 + 3,35a 30,11 *1,34a 28,59 + 3,442

Val ores coml etras diferentes emunma mes ma linha sdo estatisticanente diferentes de acordo como
teste de Tukey (P<0, 05).

No teste de fradglidade osmdtica dos eritrédtos (FOE) fd verificado que o K;EDTA
10 %deter mna a ocorrénciade he mdlise e m matri nx3, visto que esta cond gdo fd observada
desde a concentracdo de 0,65 %de Nad-PQ,, que é a concentragao fis d ég ca para pe xes.
A ém disso, este anticoagu ante aunentou a sensihbilidade dos eritrédtos a hendlise nas
concentragdes 0, 54 %e 0,43 %de Nad-PQ, (P <0,01). Por outrol ado, a heparina 5. 000 Ul
e 100 Ul ndo i nfl uend aram na sensi bli dade dos eritrédtos de natri nxa frente ao estresse
os moti co (A gura 2).
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Figura 1. Fraglidade os motica dos eritrodtos e m matrinxa ( Brycon a nmazonicus) utilizando diferentes
anticoagu antes. Letras diferentes em mesna concentragao de Nad-PQ, (% indcam diferenga
est ati stica entre os anticoagu antes, de acordo como teste de Tukey (P < 0, 01).

Nest e estudo, o EDTAtri potassico 10 %e as duas concentracdes de hepari na de sédi o
avdiadas foram eficazes na prevencdo da coagu agdo sangunea por mais de 10 h em
matri nxd, sendo este tempo adequado para a redizagdo do exane henatd dgico. Por outro
lado, emsurub mhi brido (Pseudop atystoma reticdatumx P. corruscans) a heparina 100 UL
nao fd efidente para preservagao do sangue por mais de 10 h, ocorrendo coagu agao das
anostras (Ishikawa et al. 2010). Heparina nas concentracdes ac ma de 100 Ul mi_"! e Na,
EDTA nas concentracdes ad nma de 4 mg L ! foramefidentes nai ribicdo da coagu acdo em
Bennus phdis (Mainwaring e Row ey 1985). Baixas concentracdes de heparina e EDTA
deter mnaram a ocorrénda de coagu acdo pardd e ou totd emcarpa comum Cyprinus
cargo(Smt et al. 1977), bemcono emB phdis( Mai nwaring e Row ey 1985). Dessafor ma,
pode-se observar pecuiaridades rdadonas a espéde corroborando o fato de que os
anti coagu antes deve mser avdiados para cada espécie em particd ar.

He mdlise em a nostras acond donadas com EDTA fd reportada nos pei xes Labeo
unmbratus, L. capensis, Barbus ho ub e darias gariep nus (Hattingh 1975), carpa comum
(Hattingh 1975; Snit et al. 1977, Walend k e Wteska 2007), surubi mhi brido (Ish kawa et
a. 2010a) e natrinxd no presente estudo, al émde outros vertebrados cono répteis e aves
(Hattingh e Smit 1976). Este anticoagu ante promove a queacdo dos ions Ca’* que
deter mna distirbios na per nmeabilidade e estabilidade da nenbrana dos eritrodtos
(Walend k e Wteska 2007), dessafor ma, os eritrodtos tornamse sensives a variacdes em
seu va ume por fd has nas trocas i 6nicas redizadas emsua menbrana, o que justifica o
aunmento do VCM em nmatrinxa deste estudo.

No teste de fragli dade osmbtica dos eritrédtos, os distuUrbi os na per neabhili dade que
acometeu os eritrédtos cujo sangue fo aconddonado com K;EDTA nostrou-se mais
evidente, reproduzindo grande incremento no percentud de hemdlise Esta situagdo
corrobora os resutados descritos emcarpa comum ( Wal end k e Wteska 2007) e surubi m
hbrido (Ishikawa et a. 2010a), bem cono observado tanbém em hunmanos (Kafka e
Yer mahu 1998). A ém disso, essa condicdo possu efdto dose-dependente, onde altas
concentragdes de EDTA apresentamyval ores superi ores no percentua de he ndlise ( Wal endi k
e Wteska 2007; Mafuvadze e Erl wanger 2007; Ishikawa et a. 2010a). Por outrolado, a
heparina pura e ou dil uda conp anticoagu antes ndo i nfl uend aram a fragdlidade os ndtica
dos eritrodtos, apresentando resutados si mlares ao grupo sem anticoagu ante. Efeto
semel hantefd observado e msurubi mhi bri do quando utilizado a heparina 100 UI, o que faz
deste anticoagu antei ded parareadizacdo doteste defraglidade os mdtica dos eritrécdtos em
pei xes (Ishikawa et d. 2010a) e no horme m(Kafka e Yer nmahu 1998).

A utilizagdo da hepari na, citrato de séd o e Na, EDTA ndo ocasi onaramal teragées nos
parametros he matd 6g cos basicos de carpa comum ( Walend k e Wteska 2007) e surubi m
h brido (Ish kawa et a. 2010a). Nas aves Struth o camel us ( Mef uvadze e Erl wanger 2007) e
Amazona ventrais (Guzman et al. 2008) fo descrito va ores superiores de henatdcrito
quando utilizado o EDTA tri potassico e di potassico, respectivanmente, e mrd agdo a heparina
de litio. Nestas condi¢bes, o aunento do percentua do henatécrito deve-se ao aunento
conconmtante do VCM no entanto, neste estudo como matrinxafao observado o aunmento do
VCMse malteragdes si grificati vas no he mat écrito (P > 0, 05), o que pode ser justificado pe a
he mdli se verificada desde os pri neiros no mentos.

Combase nos resutados do estudo é possivd condur que a utilizagdo da hepari na
cono anticoagu ante € mais apropriada para natrinxa ( Brycon amazoncus), visto que fa
efidente na prevencdo da coaguacdo por mais de 10 h, sem ocasionar hendlise, ou
adteracdes nos pardmetros henatd ogcos e na fraglidade osmotica dos eritrodtos. A
heparina 100 Ul torna-se nmeis econénica e ndo apresenta diferenca pratica emre acdo a
hepari na 5.000 U, sendo entdo o anticoagu ante de € e ¢do para o mnatri nxa.
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