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RESUMO

O presente estudo avaliou o efeito da heparina 100 e 5.000 Ul, e Na;EDTA nas
concentracbes de 5 e 10%, sobre a coagulacdo sanguinea, parametros
hematolégicos e glicose plasmatica de Carpa capim. Foram utilizados 12 peixes,
com peso médio de 413,75 + 32,38 g e comprimento total médio de 33,73 = 0,93 cm,
para coleta das amostras sanguineas e determinacdo do percentual do hematdcrito,
concentracdo de hemoglobina e dosagem de glicose. Os dados foram submetidos a
analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Os resultados encontrados indicaram que a heparina sodica, nao foi
eficiente para inibicdo da coagulacdo e na ocorréncia de hemdlise, pois néo
conservou as amostras por um periodo superior a 10 horas. O sangue heparinizado,
também demostrou diferenca significativa (P>0,05) nas analises de hemoglobina e
glicose, possivelmente por consequéncia da coagulacdo. O plasma sanguineo com
heparina apresentou aspecto gelatinoso posterior ao armazenamento em
temperatura de 2 a 8 °C. Dessa forma, esse anticoagulante deve ser utilizado em
procedimentos hematolégicos rapidos e que ndo demandem o armazenamento do
sangue para analises posteriores. O EDTA apresentou melhores resultados, visto
que nao houve diferenca significativa (P>0,05) entre as analises nos resultados de
hematdécrito, hemoglobina, glicose e por conservar as amostras por mais de 10
horas. Porém é importante ressaltar que os tratamentos EDTA controle e EDTA 5%
demonstraram discreta ocorréncia de coagulacédo, sendo a concentracdo de EDTA
10% a mais segura. Portanto, o Na,EDTA é mais recomendado para carpa capim,
uma vez que este tratamento apresentou a menor taxa de alteragbes no sangue

armazenado.

Palavras-Chave: carpa capim, hematdcrito, hemoglobina, glicose, sangue.



ABSTRACT
The present study evaluated effect of heparin 100 and 5,000 IU, and Na;EDTA at
concentrations of 5 and 10%, on blood coagulation and hematological parameters of
Grass carp. Twelve fish were used, with a mean weight of 413.75 + 32.38 g and
mean total length of 33.73 + 0.93 cm, to collect blood samples and determine
percentage of hematocrit and hemoglobin and glucose concentration. The data were
submitted to analysis of variance, and the means were compared by the Tukey test,
at 5% probability. Results indicated that sodium heparin was not efficient for
coagulation inhibition and hemolysis occurrence, because it did not conserve
samples for a period more than 10 hours. Heparinized blood also showed a
significant difference (P> 0.05) in hemoglobin and glucose analyzes, possibly due to
coagulation. Plasma with heparin presented a gelatinous appearance after storage at
a temperature of 2 to 8 ° C. Therefore, this anticoagulant should be used in rapid
hematological procedures but not for further analysis. EDTA presented better results,
since there was no significant difference (P> 0.05) in the results of hematocrit,
hemoglobin, glucose and for preserving the samples for a longer period of time.
However, it is important to note that EDTA control and 5% EDTA treatments showed
a slight occurrence of coagulation, with 10% EDTA concentration being the safest.
Therefore, Na,EDTA is more recommended for grass carp, since this treatment

presented the lowest rate of alterations in stored blood.

Key-words: grass carp, hematocrit, hemoglobin, glucose, blood.
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1 INTRODUCAO

A producdo mundial de pescado em 2012 foi de 158 milhdes de toneladas,
dos quais 136,2 milhdes de toneladas foram para o consumo humano acarretando
em um recorde na producao de pescado per capita, com 19,2 kg de pescado por
habitante (FAO, 2014). De acordo com a FAO (2013), é previsto que até 2030 a
demanda internacional de pescado aumente em mais 100 milhées de toneladas por
ano. Segundo os dados oficiais do Ministério da Pesca e Aquicultura, a producéo
brasileira de pescado em 2013 foi de 1.241.807 toneladas, sendo que, destas,
765.287 toneladas foram de origem da pesca (61,6%) e 476.512 toneladas de
origem da aquicultura (38,4%), segundo o PLANO DE DESENVOLVIMENTO DA
AQUICULTURA (PDA, 2015).

A aquicultura vem destacando-se nas Ultimas décadas com um crescimento
médio anual de 15%. A atividade tem possibilitado o desenvolvimento
socioeconémico de diversas regifes, criando empregos e fixando os pescadores
artesanais na comunidade (CAMARGO et al.,2016). O Brasil, por possuir as maiores
bacias hidrograficas e a maior diversidade de peixes continentais do planeta, dispde
de 6timas oportunidades para o desenvolvimento da piscicultura, atividade que pode
gerar empregos, renda, e principalmente contribuir para o aumento do consumo de
peixe, que sdo importantes fontes de proteinas para a alimentacéo.

A piscicultura € um ramo da aquicultura que entre 0s seus objetivos, esta a
producdo de peixes em cativeiro, que cresce ano a ano contribuindo com boa parte
da producdo mundial de peixes, e como qualquer atividade de cultivo tem como
meta alcancar uma alta produtividade (BATISTA, 2013). No entanto € importante
ressaltar que para uma determinada espécie ser utilizada em piscicultura, deve-se
avaliar a biologia do animal e seu desempenho frente a manejos intensivos, sendo
um fator importante para o sucesso da criagdo (RANDUZ NETO et al., 2006).

Nesse sentido, Ishikawa et al., (2010a) sugerem o0 monitoramento do estado
de saude dos peixes por meio da hematologia clinica como uma ferramenta para a
realizacdo de diagnostico de patologias. Além disso, a hematologia € um indicador
prognostico das condigBes patoldgicas, especialmente quando se considera as
alteracbes morfoldgicas nas células sanguineas. Conforme Tavares-Dias et al.,

(1999), parametros hematolégicos de peixes podem ser de grande valia em



15

pisciculturas, uma vez que podem ser utilizados como indicadores do seu estado
fisiologico, assim como no controle de patologias e estresse de manipulagdo. O
sangue € composto de uma parte liquida e outra celular, os componentes da parte
liquida, denominada plasma, constituido por agua, proteinas, glicose, sais minerais e
outros nutrientes que sao obtidos apds centrifugacdo desde que seja coletado com o
uso de anticoagulante, e contém o fibrinogénio (MOLINARO et al., 2010; PRADO et
al., 2016). Na auséncia de anticoagulantes, o fibrinogénio, juntamente com 0s outros
elementos celulares do sangue, forma um coagulo, esse processo de coagulacéo
permite a obtencdo do soro sanguineo, que é essencialmente o plasma sanguineo
sem o fibrinogénio (MOLINARO et al. 2010). A parte celular € constituida de
eritrocitos, leucocitos e plaguetas (PRADO et al. 2016).

A hemoglobina é uma proteina ajustada constituida de 96% de proteinas
(globinas) e por um grupo prostético de coloracdo vermelho chamado heme (4%), o
qual é formado por ferro e grupamentos de moléculas organicas (DIAZ GONZALEZ;
SILVA, 2008), pigmento respiratério dos eritrécitos, tem por funcao transportar o O,
e parte do CO; no sangue, cada molécula de hemoglobina contém quatro moléculas
do radical heme e dois pares de cadeias de poli peptideos, estruturalmente
formadas por diversos aminoacidos permitindo a hemoglobina captar oxigénio
(SILVA, et al., 2012).

O termo "hematdcrito” foi criado em 1903 e vem do grego hemat-, sangue +
krites, julgar = julgar ou avaliar o sangue (GOMES, et al., 2007). O hematocrito ou
volume globular é o parametro utilizado para avaliar o estado de hidratacdo, anemia
ou perda grave de sangue do corpo, assim como da capacidade do corpo para
transportar oxigénio, pois ele se refere a relacao entre o volume de eritrocitos e o
volume total de sangue. O hematdcrito é determinado apos centrifugacdo do
sangue, que separa plasma e soro (BRANDAO, 2006), onde a dosagem de glicose
pode ser realizada (SUMITA, 2014).

Com relagdo aos parametros bioquimicos, a glicose € o monossacarideo
presente em maior quantidade no sangue, onde é transportada em concentracoes
bem controladas e recebe o nome de glicemia (do grego glucos - agucar e hemos -
sangue), tem como principal funcédo gerar energia na forma de ATP (adenosina
trifosfato) nas células. Para tal precisa ser convertida em piruvato, através de uma
via chamada de glicolitica, que faz a quebra da glicose, com o principal propdsito de

liberar a energia para as func¢des biologicas (PEGORARO et al., 2011). Alteragbes
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causadas pelo estresse fazem o organismo liberar horménios que podem alterar o
nivel glicémico podendo causar uma crise de hiperglicemia (HOSHIBA et al., 2009).
Em um primeiro momento, a resposta de estresse prepara o corpo para “lutar ou
fugir’: glicose € mobilizada como fonte de energia; o sangue é desviado de 6rgaos
que ndo sdo essenciais em exercicios fisicos, como pele e intestinos, e ocorre
aumento do fluxo sanguineo para 6rgdos cruciais como coracdo, musculo
esquelético e cérebro; a cognicdo é agucada e a percepcdo da dor é diminuida
(SERRA, 2010).

Segundo Ghiraldelli et al., (2006), a variacdo nas caracteristicas
hematoldgicas em peixes depende da espécie, idade, sexo, alimentacdo e ambiente
a que estdo expostos. O uso de anticoagulantes torna-se essencial para o0s
procedimentos hematologicos e imunolégicos, pois a hemodlise estd entre as
principais alteracdes ocasionadas pela utilizagcdo de anticoagulantes inadequados
(ISHIKAWA et al., 2010a). A utilizac&o de diferentes anticoagulantes na hematologia
clinica de peixes, tem recebido atencdo de pesquisadores (SOUZA et al., 2012;
WEINERT et al., 2015), sendo a heparina e o acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) os anticoagulantes mais utilizados (PADUA et al., 2012).

Entre a utilizacdo destes farmacos, tem-se principalmente a heparina de
sédio, heparina de litio, EDTA disédico (Na,EDTA), EDTA dipotassico (K,EDTA) e o
EDTA tripotassico (KsEDTA) que por sua vez atuam em diferentes etapas da
cascata de coagulacao inibindo-a, preservando a fluidez do sangue que viabiliza a
realizacdo do hemograma (SOUZA, 2012). A heparina age interferindo nas etapas
finais da cascata da coagulagéo, impedindo conversdo da protrombina (fator II) em
trombina, que, por sua vez, promove a conversao do fibrinogénio (fator I) em fibrina,
originando o coagulo, enquanto o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) é um
composto organico que age formando complexos muito estaveis com diversos ions
metalicos, funcionando como bloqueador do célcio ionizado através de reacdes
quimicas com formacdo do complexo insoliuvel EDTA-Ca, em razdo dessa
propriedade, o sal EDTA é usado como anticoagulante do sangue, pois ocasiona a
quelacdo do fator IV (Ca*") na cascata da coagulacdo sanguinea (SECCHI, 2010;
ISHIKAWA et al., 2010b; SILVA, et al., 2013), conforme Figural.
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(Formac3o do Coagulo) [Plasma)

Figura 1. Acao dos diferentes anticoagulantes na cascata de coagulacdo sanguinea. (Adaptado de
Garcés, et al., 2007)

A hematologia estuda as alteragbes dos padrées e dos distlrbios
morfolégicos das células do sangue (SILVA et al.,, 2012). J& foram realizados
diversos trabalhos para analisar essas variagdes nos parametros sanguineos de
peixes (TAVARES-DIAS et al., 1999; RANZANI-PAIVA et al., 2000; FUJIMOTO et
al., 2007; DRUMOND et al., 2010; SILVA et al., 2012; PEREIRA et al., 2015). Para
se estabelecer valores hematoldgicos de referéncia, torna-se necesséario o
conhecimento do anticoagulante mais apropriado para cada espécie (PADUA, et al.
2012). Estudos vém sendo realizados com diferentes espécies de peixes, para
definicdo dessas referéncias, como em Oliveira et al., (2015), que compararam
EDTA 5 e 10%, heparina 2.500 e 5.000 Ul, em arraias (Elasmobranchii:
Potamotrygonidae) e nédo foram observadas diferencas significativas entre esses
anticoagulantes. Entretanto, outros trabalhos apontam que a heparina sédica como o
anticoagulante mais recomendado, como foi concluido por, Padua et al., (2012), que
ao utilizaram KsEDTA 10% e Heparina, 100 e 5.000 Ul em tambaqui (Colossoma
macropomum Cuvier, 1816) e, Farias et al., (2016), utilizando Na,EDTA, nas
concentracbes, 3% e 10%, e heparina sodica 100 e 5.000 Ul em pacu (P.
Mesopotamicus). Também, Weinert et al., (2015), testando diferentes anestésicos e
amostras obtidas contendo heparina 50 Ul e Na,EDTA (2 mg.mL™), constatou que a

heparina sédica € mais indicada, porém, Pereira et al., (2015), que utilizaram EDTA
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10% e heparina 5.000 Ul, afirmam melhores resultados com uso do EDTA, sendo
gue ambos estudaram a espécie tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Coincidindo
com os resultados encontrados por Ishikawa et al., (2010b), que pesquisaram 0
efeito do Na,EDTA, nas concentracfes de 3, 5 e 10% e da heparina 100 Ul na
coagulacdo sanguinea e nos parametros hematolégicos de surubim hibrido
(Pseudoplatystoma reticulatum x P. corruscans), constatando o Na,EDTA como mais
indicado para a espécie. Diante disso € possivel notar diferencas relacionadas a
espécie, contribuindo com o fato de que os anticoagulantes devem ser avaliados
para cada espécie em particular (PADUA et al., 2012).

O peixe escolhido para este estudo € popularmente conhecido como carpa
capim, da espécie Ctenopharyngodon idella (VALENCIENNES, 1844), conforme
Figura 2.

Figura 2. Espécie Ctenopharyngodon idella. Fonte: Google

E uma espécie exética amplamente utilizada na piscicultura brasileira em
policultivo com outras carpas, caracteriza-se por sua rusticidade, desempenho
satisfatorio e grande aceitacdo no mercado consumidor em comparacdo com outras
carpas (VEIVERBERG, et al., 2010), contribuem com a fertilizacdo dos tanques
induzindo a formacédo de plancton no meio aquético (SANTOS, et al., 2003). A carpa
capim € um peixe herbivoro, pertencente a familia Cyprinidae, é nativo de grandes
rios da costa leste da Asia que desembocam no Pacifico, e inseridos em muitos
locais do mundo, como na América do Sul e do Norte, Asia, Africa e Australia para o
controle de macrofitas aquaticas e para aumentar a producao de peixes por meio do
policultivo (SILVA, 2014). Consome plantas aquaticas, gramas e capins verde fresco

(ndo seco), € um peixe de piracema e excelente produtor de adubo orgéanico,
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podendo atingir cerca de 1,8 kg com um ano de cultivo (CALDAS, 2016).

O estudo de anticoagulantes com a espécie Ctenopharyngodon idella
(VALENCIENNES, 1844), torna se importante pela inexisténcia de trabalhos na
literatura. Dessa forma, este estudo avaliara a eficacia da heparina de sodio e do
EDTA em diferentes concentracées como anticoagulantes, bem como o efeito destes
farmacos sobre os parametros hematologicos, hematdcrito e hemoglobina, e
parametros bioquimicos, como dosagem de glicose plasmatica no sangue de carpa

capim, a fim de contribuir com informacdes para a melhoria do cultivo da espécie.
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2 OBJETIVO GERAL

Determinar a eficiéncia dos anticoagulantes heparina e EDTA na coleta de sangue

de carpa capim (Ctenopharyngodon idella).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar a eficacia de anticoagulantes, heparina sédica nas concentracdes 100 e
5.000 Ul e EDTA dissodico nas concentracbes 5 e 10%, na coleta de sangue de
carpa capim (Ctenopharyngodon idella) por meio de analise dos parametros de

micro hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e dosagem de glicose.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O presente estudo foi conduzido no Laboratorio de Aquariofilia da UNIPAMPA,
campus de Uruguaiana, Rio Grande do Sul. Os animais utilizados no experimento
foram disponibilizados pela Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA). Foram
utilizados 12 individuos adultos de carpa capim da espécie Ctenopharyngodon idella,
provenientes de tanque de cultivo, com peso médio de 413,75 + 32,38 g e
comprimento total médio de 33,73 £ 0,93 cm. Os animais foram capturados com
auxilio de pucas e aclimatados em tanque de concreto recebendo racdo comercial.
Apds uma semana os peixes foram transportados por meio de sacos plasticos de 60
litros, para um tanque de polipropileno com renovacdo constante de agua,

permanecendo em jejum, pelo periodo de 48 horas.

3.2 Coletas Sanguineas e Biometrias

ApoOs periodo de aclimatacdo, os animais foram contidos manualmente por
meio de um pano umedecido e submetidos a venopunc¢éo caudal de 2,0 mL, foram
utilizadas seringas estéreis com volume de 5 mL e agulhas hipodérmicas, as
amostras foram homogeneizadas por inversdo e acondicionadas em eppendorfs,
foram armazenados em caixa de isopor com gelo. Imediatamente foi realizada a
biometria, dentro de poucos segundos, de forma a minimizar os efeitos do estresse
agudo provocado pela captura, conforme apresentado por Ishikawa et al.,, (2010 a,
b), apds a coleta 0os animais ndo retornavam ao experimento.

Foi retirado uma aliquota com 2 mL de sangue do primeiro individuo usando
seringa com agulha isenta de anticoagulante, para servir como amostra controle
positivo. Para o restante dos animais, as seringas foram enxaguadas com a menor
concentracdo de cada anticoagulante e acondicionadas em 3 microtubos de
polipropileno, sendo 0,5 mL de sangue para cada tubo: tubo isento de
anticoagulante para servir de controle EDTA, tubo contendo 15uL de EDTA 5% (0,5
mg mL™ de sangue), e tubo contendo 15 pL de EDTA 10% (1 mg mL.* de sangue).
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Ou no caso da heparina, um tubo isento de anticoagulante (controle heparina), e
outros dois tubos contendo, 15 uL de Heparina sédica 5.000 Ul (150 Ul mL™ de
sangue) e 15 uL de Heparina 100 Ul (1,5 Ul mL™ de sangue) apés diluicdo realizada
a partir da heparina sodica 5.000 Ul em solucéo fisiologica a 0,9% NaCl (1:50).

3.3 Parametros Hematologicos

3.3.1 Hematécrito

As analises hematolégicas foram realizadas, no laboratério 411 de
Hematologia e Citologia Clinica da UNIPAMPA. O sangue foi acondicionado em
capilares com o preenchimento de 3/4 do volume do tubo capilar, uma das
extremidades foi vedada e foi procedida a centrifugacdo, tomando o cuidado de
colocar a parte vedada para fora. A centrifuga de micro hematdécrito foi operada a
1.000 rpm, durante 10 minutos seguida de leitura de tabela apropriada conforme
sugerido por Goldenfarb et al., (1971).

3.3.2 Dosagem de Hemoglobina

As analises para a dosagem de hemoglobina, foram feitas no Laboratério de
Bioquimica do curso de Farmacia da UNIPAMPA. Em cada tubo de ensaio foi
pipetado 5,0 ml de reativo de Drabkin (marca Doles®) e 20 pL de sangue
(homogeneizado), seguido de Incubacdo durante 10 minutos a temperatura
ambiente. A dosagem nas amostras foi realizada em triplicata e as leitura das
absorbancias feitas no espectrofotometro em 510 nm (FEMTO 800 XI®), zerando o
aparelho com agua destilada.

3.4 Parametro Bioquimico

3.4.1 Dosagem de Glicose

As amostras sanguineas foram colocadas em centrifuga (centrifuga 5415 R),
para eppendorfs, durante 10 minutos a 2400 rpm, temperatura de 4°C. Apés a

centrifugacéo, o plasma foi separado do sangue e armazenado em isopor com gelo
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a uma temperatura de 2 a 8 °C, sendo realizado dosagem de glicose 48 horas
depois. A dosagem de glicose foi realizada através de kit comercial de glicose
enzimatica liquida (marca Doles®), sendo usado o plasma que foi separado através
centrifugacdo do sangue. Foi pipetado 10 pL da amostra em tubo de ensaio e
adicionado o reagente de cor e misturado por agitagcédo e incubado por 5 minutos em
banho maria, a 37°C. Entdo realizada a leitura em triplicata das absorbancias em

espectrofotometro a 510 nm.

3.5 Andlises Estatisticas

Os resultados foram avaliados por meio do procedimento GLM do SAS
Software, versdo 2001 (SAS Institute, Cary, NC, EUA), expressos em média + erro
padrdo e submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo

teste de Tukey, sendo p < 0,05, considerado estatisticamente significativo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O primeiro individuo, com o peso de 371,50 gramas de peso e 32,50 cm de
comprimento total, quando retirado uma aliquota de 2 ml sangue com agulha isenta
de anticoagulante, e transferido para o eppendorf, o sangue controle rapidamente
formou coagulos, demonstrado na Figura 3.

TRCGH [P 5 S 1 ) 10 S [T

e

Figura 3. Amostras de sangue coletadas da carpa capim, retiradas da veia caudal e
transferidas para tubos sem anticoagulante - controle (C), contendo EDTA 5% (E5), EDTA 10% (E10),
Heparina 100Ul (H1), Heparina 5.000UI (H5). Fonte:Autor

Para o restante dos animais foi decidido usar a menor concentracdo de
anticoagulantes possivel e usadas seringas lavadas com anticoagulantes (EDTA 5%

e heparina 100UI). A divisdo dos animais e os resultados das biometrias estao
expressos na Tabelal.

Tabelal- Valores médio de Peso (g), Comprimento Total (CT), namero de animais por grupo
(n) nos diferentes tratamentos

Grupo Peso (9) CT (cm) n
Controle 371,39 32,5 1
EDTA* 421,93 + 65,56 33,80 £ 1,57 5
Heparina 413,97 + 40,95 33,88 £ 1,45 6

*acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Valores nos grupos EDTA e Heparina representam média +
desvio padréo.

Os resultados dos parametros hematoldgicos para carpa capim no presente
estudo estao de acordo com os encontrados na literatura (YILDIZ & UZBILEK, 2001,
ZHENG et al., 2012). Dos anticoagulantes utilizados, o0 EDTA apresentou melhores

resultados em relacdo a inibicdo da coagulacédo e na ocorréncia de hemdlise para
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Ctenopharyngodon idella, visto que néo houve diferenca significativa (P>0,05) nos
resultados de hematocrito, hemoglobina, glicose (Tabela 2) e por conservar as
amostras por mais de 10 horas. Porém é importante ressaltar que os tratamentos
EDTA controle e EDTA 5% demonstraram discreta ocorréncia de coagulacéo,

guando comparado ao EDTA 10% (figura 4).

Tabela 2. Valores médios das caracteristicas hematoldgicas de carpa capim (Ctenopharyngodon

idella), Sob a influéncia dos anticoagulantes heparina e EDTA.

Tratamentos Hematocrito Hemoglobina Glicose

(%) (9/dL) (mg/dL)
EDTA C 37,70+1,53° 9,86+0,39 2 95,86+7,39 @
EDTA 5% 34,31+1,17 2 10,23+0,50 @ 92,93+5,19 @
EDTA 10% 33,18+1,87 2 9,98+0,74 2 105,92+3,55 2
Heparina C 32,410,782 8,65+0,57 ° 103,53+8,00 "
Heparina 100Ul 35,34+2,87 @ 9,78+0,31 118,12+5,33 "
Heparina 5.000UlI 29,61+1,23° 10,44+0,48 @ 116,60+8,46 "

Valores seguido por letras diferentes em uma mesma coluna diferem de acordo com o teste
de Tukey (P<0,05). EDTA C (EDTA controle), Heparina C (Heparina controle).

E10

Figura 4. Amostras de sangue acondicionado em eppendorfs contendo anticoagulante EDTA.
E 5 (EDTA 5%), E 10 (EDTA 10%). Fonte:Autor

O grupo heparina apresentou diferencas significativas nas analises feitas com
hemoglobina e glicose, conforme a Tabela 2. Nas amostras sanguineas
acondicionadas com heparina foi observada de discreta a moderada coagulacéo
(Figura 5). Na hemoglobina Possivelmente as diferengas encontradas com o

anticoagulante heparina séo explicadas pela taxa de coagulacdo, indicando que
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quanto maior a concentragdo usada desse anticoagulante, menor sera a formacao
de coagulos nao interferindo na dosagem de hemoglobina. De acordo com Hattingh
(1975), quando a heparina € utilizada em baixas concentracdes a ocorréncia de
coagulacédo do sangue acaba acontecendo dentro de poucos minutos apés a coleta.

Nos resultados da Glicose, houve ainda coagulagéo no plasma, apresentando
aspecto viscoso com o0 aparecimento de pequenos pedacgos solidos gelatinosos,
como pode ser observado na figura 6. Provavelmente essa viscosidade do plasma
implica nas alteracGes dos resultados da glicose na heparina em comparacédo com o
EDTA (Tabela 2). Alves, (2013), ao testar, 50yl de EDTA-K3 a 10% e 100pl de
heparina sodica, no plasma sanguineo de pacama (Lophiosilurus alexandri),
contatou ndo haver diferenca estatistica nos niveis de glicose com o uso de ambos
anticoagulantes. Tavares-Dias & Sandrim (1998), utilizaram EDTA fluoretado para
dosagem da glicemia e EDTA 10% para o hemograma e dosagem do cortisol
plasmatico em Colossoma macropomum, como anticoagulante padrdo. O
anticoagulante ideal para analises de glicose é o fluoreto de sodio, que inibe a

glicolise anaerdbica pelos eritrécitos (ALVES, 2013).

H1

HS

Figura 5. Amostras de sangue acondicionado em eppendbrfs contendo anticoagulantes. H1
(Heparina 100UI), H5 (Heparina 5.000Ul). Fonte:Autor
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Figura 6. Amostras do plasma sanguineo acondicionado em eppendorfs, HC (controle
heparina), H1 (Heparina 100Ul) (H1), Heparina 5.000UI (H5). Fonte:Autor

Os resultados do presente estudo, corroboram com o0s observados por
Ishikawa et al., (2010b) em surubim hibrido (Pseudoplatystoma reticulatum x P.
corruscans), que pesquisam o efeito do Na,EDTA, nas concentracdes de 3, 5 e 10%
e da heparina 100 Ul, e constataram que a heparina ndo foi eficiente para
preservacao do sangue, ocorrendo coagulacdo das amostras, ndo houve diferencas
significativas no hematécrito com o Na,EDTA, sendo o mais indicado para a espécie.
Resultados semelhantes foram encontrados, por Yoshioka et al., (2012), que
analisaram o efeito EDTA dissodico (Na,EDTA) nas seguintes concentracdes 3, 5 e
10%, sobre as variaveis hematoldgicas do hibrido tambatinga (Colossoma
macropomum x Piaractus brachypomus), concluindo n&o ocorrer diferencas
significativas nos parametros hematocrito e concentracdo de hemoglobina e que o
EDTA dissddico pode ser utilizado em qualquer das concentracdes avaliadas.
Também em, Pereira et al., (2015), ao utilizarem Na,EDTA 10% e heparina 5.000 Ul,
em tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), verificaram né&o ter diferencas
significativas entre os anticoagulantes, porém, o NaEDTA foi mais eficiente na
preservacdo das amostras. JA Weinert et al., (2015), ao testar heparina 50 IU e
Na;EDTA (2 mg'mL™) constatou menor hemolise com o tratamento heparina, sendo
gue ambos estudaram a mesma espécie. Farias et al., (2016), utilizando Na,EDTA,
nas concentracoes, 3% e 10%, e heparina sodica 100 e 5.000 Ul em pacu (P.
Mesopotamicus), e Padua et al., (2012), que ao utilizarem Kz;EDTA 10% e Heparina,
100 e 5.000 Ul em tambaqui (Colossoma macropomum Cuvier, 1816), constataram a
heparina como anticoagulante de maior eficiéncia para analises hematoldgicas para
as respectivas espécies. Entretanto, para jundia (Rhamdia quelen) (HIGUCHI et al.,
2011) e pacu (Piaractus mesopotamicus) (FRIES et al., 2016) ndo foram verificados
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alteracdes ao usar EDTA 10% para analises de parametros hematologicos em pacu
(Piaractus mesopotamicus), sendo os resultados de hematdcrito, hemoglobina e
glicose, semelhantes aos encontrados no presente estudo com, 0 EDTA a 10%.

Os resultados das analises diferenciaram-se, possivelmente, pelo modo de
acdo dos respectivos anticoagulantes, jA que a heparina evita a coagulacao
sanguinea por interferir especificamente com a conversdo da protrombina em
trombina, enquanto o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) € um composto
organico que age formando complexos muito estaveis com diversos ions metalicos.
Em raz&o dessa propriedade, o sal EDTA € usado como anticoagulante do sangue,
pois quela os ions de calcio, que promovem a coagulacdo sanguinea (SILVA et al.,
2013).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os dados obtidos no presente estudo, a heparina sodica néo
foi eficiente para inibicdo da coagulacdo e na ocorréncia de hemolise. Isto pode ser
atribuido a ndo conservacdo das amostras por um periodo superior a 10 horas.
Desta forma, esse anticoagulante deve ser utilizado em procedimentos
hematoldgicos rapidos e que ndo demandem o armazenamento do sangue para
analises posteriores.

O EDTA dissédico (Na;EDTA) demostrou melhores resultados, visto que néo
houve diferenca significativa (P>0,05) entre as andalises nos resultados de
hematdcrito, hemoglobina, glicose e por conservar as amostras por mais de 10
horas, mostrando-se eficiente na inibicdo de coagulos, portanto, deve ser
considerado que utilizar o EDTA 5% torna a avaliagdo segura e economicamente
viavel. Entretanto, o grupo EDTA 5% apresentou discreta coagulacdo, o que sugere
gue ndo haverd problemas se usado em baixas concentracfes para analises
rapidas, sendo a concentracdo de EDTA 10% a mais segura. Portanto, o Na,EDTA é
0 anticoagulante mais indicado para carpa capim nesta fase de vida, uma vez que
este fArmaco apresentou a menor taxa de alteracdes no sangue armazenado. Por
fim, é importante garantir mais estudos para estabelecer valores de referéncia, pois

0s anticoagulantes devem ser avaliados para cada espécie em particular.
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