PARAMETROS HEMATOLOGICOS DE RA-TOURO, Rana catesbeiana,
ALIMENTADA COM DIFERENTES RACOES COMERCIAIS
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RESUMO

O presente trabalho visou estudar possiveis alteracdes dos parametros hematolégicos de ra-
touro, Rana catesbeiana, alimentada com quatro ragdes comerciais, as quais apresentavam teores
de proteina bruta analisada variando de 41,36% a 45,5% e energia bruta calculada entre
4.143 kcal/ kg e 4.481 kcal/quilograma. Seiscentas rds com peso médio inicial variando de 12,6 g
a 28,0 g foram utilizadas. Amostras de sangue foram coletadas mensalmente, durante cinco
meses, para avaliagdo do hematdcrito, contagem de eritrécitos e leucécitos e contagem diferencial
de leucécitos. Nas condicdes experimentais do trabalho ndo houve efeito expressivo dos diversos
tipos de racao sobre os parametros hematol6gicos, mas observaram-se alteracdes do ntimero de
eritrdcitos e leucdcitos totais e da porcentagem de basoéfilos nos diferentes tempos de coleta.
A diversidade de resultados encontrados para um mesmo parametro nos trabalhos consultados
ressalta a necessidade de realizagdao de futuros trabalhos para o estabelecimento de valores
basais dos parametros hematolégicos da espécie estudada.
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HEMATOLOGICAL PARAMETERS OF BULLFROG, Rana catesbeiana,
FED WITH DIFFERENT COMMERCIAL RATIONS

ABSTRACT

The present work evaluated possible alterations on the hematological parameters of bullfrog,
Rana catesbeiana, fed with four commercial rations. The rations presented analyzed crude protein
varying from 41.36% to 45.5% and gross energy varying from 4,143 kcal / kg to 4,481 kcal / kilogram.
Six hundred bullfrogs with initial medium weight ranging from 12.6 g to 28.0 g were used. Blood
samplings were made monthly, during five months, for evaluations of the hematocrit, counting
of erythrocytes and leucocytes, and differential counting of leucocytes. In the experimental
conditions of the work, there was not observed expressive feeding effect on the hematological
parameters of Rana catesbeiana, however there were registered alterations in erythrocytes number
and total leucocytes and basophiles percentage in the different samplings. The diversity of results
found for a same parameter in the consulted papers emphasizes the need of accomplishment of
futures works for the establishment of basal values of the hematological parameters of the
studied species.
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INTRODUCAO

Os anuros ranideos sdo o grupo de maior sucesso
e distribuicdo entre os anfibios. Apesar de serem
amplamente usados em experimentos cientificos, seu
desempenho e comportamento sao singulares para
cada espécie estudada. HARRIS (1972) relatou que
esses animais respondem de maneira rapida a varia-
¢Oes ambientais (temperatura, fotoperiodo, umidade)
ou a outros fatores, tais como idade, condi¢des
nutricionais, estresse ou acao de xeno-bidticos. Essas
respostas a variacdes do ambiente podem ser utiliza-
das em estudos de toxicidade e monitoramento, desde
que padronizadas, uniformizadas e dirigidas a um
proposito especifico. Desta forma, a caracterizagao
de variagdes hematoldgicas constituiu valiosa
ferramenta na avaliacdo da satde do animal em
determinado ambiente.

A grande maioria dos estudos realizados com
sangue de anuros refere-se aos globulos vermelhos,
quantidade de hemoglobina e proteinas do sangue
(TURNER, 1988). NAOUM et al. (1986), CANNON
et al. (1987) e DIAS (1992), enfatizando esse fato,
afirmaram que a literatura a respeito da hematologia
de anfibios é escassa.

O sangue dos anfibios, assim como de outros
vertebrados ndo mamiferos, contém eritrocitos
nucleados, leucécitos e trombodcitos (DUELLMAN e
TRUEB, 1986; SCHMIDT-NIELSEN, 1996). Os
globulos vermelhos, também chamados hemécias ou
eritrocitos na maioria dos vertebrados, formam-se e
amadurecem na medula 6ssea, pelo processo que se
denomina eritropoiese.

Os glébulos brancos, ou leucécitos, dos anfibios
sao de dois tipos: os agranulécitos, sem granulacoes
visiveis no citoplasma, sdo produzidos nos I6bulos
linfaticos e no baco e constituem os linfécitos e os
mondcitos; e os granulécitos, que se formam na
medula dssea e se classificam em neutrofilos, baso-
filos e eosindfilos, cujo citoplasma apresenta granula-
¢Oes visiveis, com diferentes afinidades pelo corante
de Romanowisk (TAVARES, 2004). Nestes animais,
os glébulos brancos sdo também nucleados, de
nomenclatura semelhante a dos mamiferos e em
nimero médio préoximo a 7.000 por milimetro ctibico.

Os efeitos deletérios de variadas substancias sobre
o organismo podem ser analisados de diversas
formas. Um dos tecidos mais utilizados para essa
analise é o sangiiineo, pois as alteracdes ocorridas
nesse tecido sao, em geral, relevantes (SCHVARTSMAN,
1991). A literatura descreve anemia em peixes, com
conseqiientes perdas econdmicas, relacionada a
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ragdes, em piscigranjas do Alabama, Estados Unidos
(KLAR, 1986). Em ras-touro, esses dados nao sao
disponiveis.

O objetivo do presente estudo foi avaliar as
alteracoes hematolégicas em ra-touro, Rana catesbeiana,
alimentada com diferentes ra¢gdes comerciais.

MATERIAL EMETODOS
Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com quatro tratamentos
(R, R, R, R)), em um esquema em parcelas subdivi-
didas, sendo as ragdes nas parcelas, e as coletas no
tempo nas subparcelas. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia, e as médias, comparadas pelo
teste de Tukey.

Instalagoes e condicies experimentais

O experimento foi realizado no Setor de
Ranicultura do Centro de Aqiiicultura da UNESP,
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Campus de Jaboticabal, no periodo de 5 de dezembro
de 2002 a 10 de abril de 2003. As ras foram distribui-
das em 12 baias experimentais do galpdo de engorda,
com 3 m? cada uma, as quais apresentavam cochos,
abrigos e canaletas de d4gua dispostos linearmente. A
agua utilizada era proveniente de poco artesiano,
apresentando fluxo continuo. Diariamente, as baias
eram limpas, as canaletas, esvaziadas e limpas, e a
agua, reposta.

Material biologico

Foram utilizadas 600 ras-touro, Rana catesbeiana,
oriundas do préprio Setor de Ranicultura do Centro
de Aqtiicultura da UNESP. As ras foram distribuidas
nas baias, de maneira que em cada uma foram
colocados 50 animais, com peso médio inicial de 20,3
gramas.

Manejo experimental

Para alimentar as ras foram utilizadas quatro
ragdes comerciais (R, R,, R, R,), fornecidas nos
cochos, uma vez ao dia, de acordo com LIMA e
AGOSTINHO (1992). A composigdo centesimal e os
niveis de garantia das ra¢cdes comerciais encontram-
se na tabela 1.

Para a obtencdo dos dados hematolégicos foram
realizadas coletas mensais de sangue, totalizando
cinco amostragens, nas seguintes datas: 05/12/2002,
09/01,06/02,10/03 e 10/04/2003. No dia anterior
a coleta de amostras, as rds foram submetidas a jejum,
para que a alimentacao ndo interferisse nos resultados.
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Para as coleta das amostras, trés ras de cada
repeticdo, capturadas ao acaso de cada baia
experimental, foram descerebradas e pesadas, e, com
auxilio de tesoura, a cavidade abdominal foi aberta
para retirada de uma aliquota (amostra) de sangue,
de aproximadamente 2 mL, diretamente do coragao
da ra, com agulha e seringa plastica contendo
anticoagulante (EDTA a 10%).

Pardmetros analisados

As amostras de sangue foram colocadas em tubos
plasticos com tampa e mantidas em gelo.

A contagem de eritrécitos no sangue (n°/uL) foi
realizada em cAmara hemocitométrica de Neubauer,

utilizando-se solucdo fisiolégica 0,65%. Outra
aliquota do sangue foi utilizada para a determinacao
do hematdécrito, feita pelo método do micro-
hematécrito (GOLDENFARB et al., 1971).

A contagem diferencial de células sangiiineas foi
realizada em extensdes coradas pancromaticamente
pelo método de ROSENFELD (1947), em microscopia
de luz comum. Foram contadas 100 células por
lamina, estabelecendo-se o porcentual de cada
componente celular de interesse.

Os ntimeros de leucdcitos e trombécitos foram
calculados pelo método indireto, proposto por
PITOMBEIRA e MARTINS (1966), contando-se 2.000
células na extensao.

n° de leucdcitos na extensdo x n°de eritrdcitos (por mm?®)

Leucdcitos (n°/ mm?®) =

2.000 eritrocitos na extensao sangiiinea

n° de trombdcitos na extensao x n°de eritrécitos (por mm?)

Trombdcitos (n°/ mm?) =

2.000 eritrécitos na extensdo sangiiinea

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1 pode-se observar os diferentes tipos
de leucdcitos encontrados no sangue dera-touro, Rana
catesbeiana. Os tipos celulares considerados foram:
linfécito, neutréfilo, basofilo, eosindfilo e mondcito.

DUELLMAN e TRUEB (1986) e DIAS (1992)
afirmam que os linfécitos sdo os leucécitos mais
freqiientes no sangue periférico de larvas de anuros,
apresentando nicleo redondo com cromatina densa
e citoplasma basofilico e, algumas vezes, microvilosi-
dades (projecdes citoplasmaéticas). Os neutroéfilos
freqiientemente possuem ntcleo segmentado e
apresentam citoplasma ocupado por extensas areas
de reticulo endoplasmético granular bem
desenvolvido. Os baséfilos sdo comuns no sangue
periférico de girinos, particularmente de Rana
catesbeiana, e mostram nucleos sem segmentacao e
citoplasma com exuberantes granulos basofilicos. Os
eosindfilos apresentam ntcleos segmentados e
numerosos granulos ovalados ou esféricos,
fracamente acidoéfilos, no citoplasma. Os mondcitos
sdo raros e podem ser descritos como células com
nucleo geralmente excéntrico, ocupando quase a
totalidade da célula, com citoplasma levemente
vacuolizado e fracamente basofilico.

Células jovens ou imaturas estiveram presentes
nas extensoes sangiiineas analisadas, mas nao foram
consideradas no presente trabalho. Os valores médios
da contagem diferencial de leucdcitos estdo expressos
na tabela 2.
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Os valores médios do ntimero de neutréfilos e
eosindfilos do sangue periférico de ra-touro nao foram
influenciados pelas diferentes racdes e nem pelas
diferentes datas de coleta. Nos diferentes tratamentos,
a quantidade média de neutréfilos variou de 1376,51
a 1496,56/ mm?®, e a de eosindéfilos, de 88,88
a 210,86/ mm?°.

Em relacdo ao ntmero de eritrdcitos, pode-se
observar que ocorreram efeitos significativos (p <0,05)
para a interacdo entre tratamentos e coletas (Tabela 2).
Os valores médios dos eritrécitos totais encontram-
se na tabela 3. A analise dos dados indica que ndo
houve diferenca significativa (P > 0,05) entre os
tratamentos nas diferentes coletas. Nas ras
alimentadas com as ragdes R, e R, ndo ocorreram
alteragdes significativas do niimero de eritrécitos com
o passar do tempo. Este fato nao foi verificado nos
outros tratamentos, tendo-se observado que no
tratamento com R, houve diferenca significativa na
ultima coleta (C;), ocorrendo aumento no ntimero de
eritrocitos; com R, s6 houve diferenca significativa
da segunda coleta (C,) para a terceira (C,), quando
ocorreu aumento do ntimero de eritrécitos, ndo
diferindo das outras coletas (C,e C,).

O hematoécrito de ra-touro foi influenciado
significativamente (P < 0,01) pelo tempo (Tabela 2),
pois observa-se aumento significativo a partir da
segunda coleta (C,) e estabilizacdo do hematdcrito
até o final das coletas.
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O ntmero de leucécitos totais também foi
influenciado significativamente pelas diferentes
ragdes e pelo tempo (Tabela 4). Pode-se observar que
o menor ndmero de leucécitos (5.878/mm?) foi
registrado no sangue de ras-touro alimentadas com
aracao R, e na dltima coleta (C,) e que somente nas
ras-touro alimentadas com a racao R, houve
diminuicdo significativa do nimero de leucdcitos,

registrada de C, para C,. Relacionando esses dados
observa-se que, apesar de ndo haver ocorrido
diferencga significativa do ntimero de leucécitos no
sangue das ras-touro alimentadas com as diferentes
ragdes, exceto com R, ena tltima coleta, o nimero de
leucécitos no sangue das ras alimentadas com a R,
foi menor, coincidindo com os menores ganho de peso
e consumo de ragdo.

Figura 1. Fotomicrografia (aumento 1.000x) de extensdo do sangue de ra-touro, Rana catesbeiana, corada
pancromaticamente pelo método de ROSENFELD (1947). A-Linfécito jovem; B-Linfécito; C-Eosindfilo;

D-Neutrofilo; E-Eritrocito; F-Basofilo
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A andlise de varidncia do ntimero de monécitos
demonstrou efeito significativo (P < 0, 05) para a
interacdo entre diferentes ragdes e coletas (Tabela 2).
Os valores médios de mondcitos nos diferentes
tratamentos e coletas encontram-se na tabela 5, onde
se pode observar que o maior nimero de mondcitos
(88,9-0,78%) foi encontrado no sangue das ras
alimentadas com R,, na quarta coleta (C,), nao
diferindo significativamente do valor encontrado no
sangue das ras alimentadas com R, (29,57-0,22%).
Nos tratamentos com asracdes R, R, e R, destaca-se
a estabilidade da quantidade de monécitos nas
diferentes coletas, ndo ocorrendo alteracdo
significativa. WANG e CHANG (1994), em estudos
realizados com ras-touro adultas criadas em cativeiro,
obtiveram porcentagem de monocitos de 10,67%. J4,
SZUBARTOWSKA et al. (1990) obtiveram o valor
relativo de 12,87 % de mondcitos no sangue periférico

de exemplares adultos de Rana esculenta. FERREIRA
(2002) observou em girinos de Rana catesbeiana valor
préximo ao encontrado no presente trabalho (0,17%),
0,14% e 0,38%, respectivamente nas amostragens de
14 e 312 horas, no grupo controle.

O namero de linfécitos no sangue das ras somente
foi influenciado significativamente (P < 0,01) pelo
tempo de coleta (Tabela 2), podendo-se observar que
houve tendéncia de aumento da porcentagem de
linfécitos com o passar do tempo, apresentando
valores médios de 61,42 a 78,53%. Esses resultados
diferem daquele obtido por WANG e CHANG (1994)
para ras-touro adultas mantidas em cativeiro: 52,77 %
de linfécitos; por SZUBARTOWSKA et al. (1990) para
Rana esculenta adulta: 52,87% de linfécitos; e por
FERREIRA (2002) para girinos de R. catesbeiana
(controle): 94,22% em 48 horas e 89,84 % em 312 horas,
no periodo de amostragem.

Tabela 3. Valores médios do ntimero de eritrécitos (x10°/mm?®) no sangue de ra-touro, Rana catesbeiana, para

interagdo entre ragdes e coletas

Tratamento Coleta
C C G Cy Cs
Ry 36,33 Aa 23,11 Aa 36,86 Aa 36,86 Aa 40,11 Aa
Ry 31,17 Ab 29,44 Ab 31,67 Ab 31,67 Ab 46,33 Aa
Rs3 28,06 Aab 23,33 Ab 50,17 Aa 50,17 Aa 48,44 Aa
R4 31,33 Aa 24,44 Aa 30,58 Aa 30,58 Aa 28,22 Aa

Em cada linha (letra mintiscula) e em cada coluna (letra maiviscula): resultados seguidos de mesma letra nio diferem

entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 4. Valores médios do ntimero de leucécitos (N/mm?®) no sangue de ra-touro, Rana catesbeiana, para

interacdo entre ragdes e coletas

Tratamento Coleta
C G @) Cy Cs
Ry 12.870 Aa 6.287 Ab 10.573 Aa 12.344 Aa 14.916 Aa
R, 13.623 Aa 8.251 Aa 11.289 Aa 14.327 Aa 11.738 ABa
R; 10.394 Aab 8.078 Ab 12.721 Aab 16.473 Aa 16.628 Aa
Ry 9.389 Aa 6.077 Aa 6.791 Aa 10.177 Aa 5.878 Ba

Em cada linha (letra mindscula) e em cada coluna (letra mailscula): resultados seguidos de mesma letra ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 5. Valores médios do nimero de monécitos (N/mm®)no sangue de ra-touro, Rana catesbeiana, para

interagdo entre ragdes e coletas

Tratamento Coleta
C G Cs Cy Cs
Ry 14,82 Aa 50,15 Aa 0 Aa 88,90 Aa 0 Aa
R 0 Aa 65,15 Aa 0 Aa 0 Ba 0 Aa
R3 0 Ab 73,29 Aa 0 Ab 29,57 ABab 0 Ab
R4 9,19 Aa 17,62 Aa 9,19 Aa 0 Ba 25,28 Aa

Em cada linha (letra miniiscula) e em cada coluna (letra maiviscula): resultados sequidos de mesma letra ndo diferem

entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
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O ntmero de basoéfilos no sangue de ras-touro
também apresentou efeito significativo (P < 0,05) para
a interagdo entre ragdes e coletas (Tabela 2). Na
tabela 6 sdo apresentados os valores médios do
namero de basoéfilos no sangue de ras-touro. A
analise dos dados indica que nao houve diferenca
significativa (P > 0,05) entre os tratamentos nas
diferentes coletas. Quando se comparam os diferentes
tratamentos ao longo do tempo, observa-se estabili-
dade do namero de baséfilos no sangue das ras
alimentadas com a racao R,, nas diferentes coletas,
nao ocorrendo alteracdo significativa; nas ras alimen-
tadas com R, ocorreu diminuigao significativa do
namero de baséfilos: de 3.408,09 (28,78 %) na primeira
coleta (C,) para 1.077,99 (9,11%) na segunda coleta
(C)), estabilizando-se nas coletas seguintes; nas ras
alimentadas com R, e R, houve diminuicao signifi-
cativa de C, para C,. Os resultados obtidos neste
trabalho diferem daqueles registrados por FERREIRA
(2002) em girinos de R. catesbeiana (controle): 8,32%
em 48 horas e 5,01% em 312 horas, no periodo de
amostragem; por WANG e CHANG (1994) em ras-

touro adultas, em cativeiro: 2,66%; e por
SZUBARTOWSKA et al. (1990) em Rana esculenta
adulta: 2,03%.

O sistema imunolégico dos animais esta
relacionado com o peso do animal, sendo tanto mais
efetivo quanto maior for o individuo (NOGA, 1996).
Neste trabalho, rds que receberam a ragao R,
apresentaram menor ganho de peso (Figura 2) e
diminui¢dao no namero de leucdcitos nas extensoes
sangiiineas.

O ntmero de trombdcitos no sangue das ras foi
influenciado significativamente (P < 0,01) somente
pelos tempos de coleta (Tabela 2), observando-se
diminuicao significativa de seu nimero na segunda
coleta (C,).

HARRIS (1972) e KRAUTER et al. (1987)
enumeraram alguns fatores que contribuiram para
imediatas mudancas hematolégicas, tais como: tipos
e niveis de infec¢ao, situacdes estressantes, variaveis
ambientais (fotoperiodo, temperatura, umidade),
estado nutricional, além das varia¢des individuais.

Tabela 6. Valores médios do nimero de basoéfilos (N/mm?) no sangue de ra-touro, Rana catesbeiana, para

interacdo entre ragdes e coletas

Tratamento Coleta
C1 Cz C3 C4 C5
Ry 1.518,21 Aa  1.746,17 Aa 2.039,10 Aa 1.177,41 Aa 1.759,85 Aa
R, 3.408,09 Aa  1.077,99 Ab 1.684,50 Ab 816,19 Ab 1.500,89 Ab
Rs 240059 Aa  2.158,86 Aab 1.856,70 Aab  1.213,80 Ab 1.557,10 Aab
Ry 1.838,88 Aa  1.447,35 Aab 1.157,73 Aab 825,96 Ab 1.089,54 Ab

Em cada linha (letra minviscula) e em cada coluna (letra maitiscula): resultados seguidos de mesma letra nio diferem

entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 2. Peso médio (g) de ras-touro, Rana catesbeiana, durante o periodo experimental
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CONCLUSAO

Nas condigdes experimentais do presente trabalho
nao houve efeito das diferentes ragdes sobre as
caracteristicas hematoldgicas de exemplares de ra-
touro, Rana catesbeiana, entretanto observaram-se
alteracdes do nimero de eritrdcitos e leucdcitos e da
porcentagem de basdfilos nos diferentes tempos de
coleta. A diversidade de resultados encontrados para
um mesmo parametro nos trabalhos consultados
ressalta a necessidade de realizacdo de futuros
trabalhos para o estabelecimento de valores basais
de caracteristicas hematoldgicas da espécie estudada.
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