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ABSTRACT. INrLlIE~CEOI' 111FrEKE~T LEVEI.~ OI' VITAMIN C IN TIIE KATION ON TIIE

IIAEMATOLOlilCAL PAKAMI'rEKS OI' PlAMeJUI MESOl'OTAMiCUS HOLMBEKG

(OSTEICtrrIlYES. CIIAKACIIJAE) FKIES. Ha~malological changes in ascorhic a~id

ddici~nt jish~s. ohserwd by some authors. awok~d lhe interest in the ha~matological

respons~ 01' pacu. Piarac{lIs mesof'olamiclIs. Th~ pres~nt work studied lhe innuenc~

01' dil'l'~r~nt I~vds 01' ascorhic acid (vitamin C) in lhe ralion on the ha~matological

paramdl:rS 01' paclI. Fishl.:s at lhe h~ginning úr lhe (:xpcriml:ot. prl:s~nh:d average

hody w~ighl X.6411.62g and 6.15l0.33~m standard I~nglh. w~r~ I'~d wilh di~t'

~onlainingO. 50. 100 and 200mg ascorhic acid/kg dry ralion. Th~ prcs~nt work was
d~vdop~d tl,r a p~riod 01'24 we~ks at Ih~ Fish NUlrition Lahoratory 01' Aquaculture

Ccnta 01' Univ~rsidad~ Estadual Paulista (Un~sp). Jabolicabal (São Paulo). The

lishes wer~ dislrihuled hy the compl~tdy randomiz~d d~sign in 20 aquaria 01' 100

lit~rs capacity with six animais in ~ach and tiw I'old tr~atm~nl. Condutivity. aicalinily.

pH and oxigen wer~ m~asur~d weály and lempcralure daily. Th~ blood col~cl was

don~ in 60 an~stheti/.~d tish~s wilh 50mg MS-222/1. Th~ r~,ults sugg~sls thal SOmg

ascorhic acid/kg dry ration improved Ih~ m~an corpuscular volum~. mean

c()rpus~ular haemoglohin. Ill(:all corpuscular hacmoglohin cOl1centration anti
decreascd hacmatocrit in unsupplcmenh:d tish~s. although not dift~ring signilicantly
(P>O.O.'i). The erytnx;ytc dia meter indical~d lh~ pr~s~nc~ 01' macf(x;ytic cdls in

unsupplcmenled lishes (P<O.OS) and the regression analysis showed too reduced

nclltrophils in UI1SUppICIl1l..:nlcJ ones. 50mg ascorhic acid/kg dry ration
supph:m~ntatinn was ~nnugh to <.kvdopm~nt and ha~matologi<.:al r~spons~s.

FUI1htl:rm<.)rç,th~ optimulll kvd to th~ growth is IJ9mg vitamin C/kg dry ration
(P<0.05).
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610 MARTINS et alo

A ação da vitamina C em peixes tem sido motivo de estudos de várIOS
autores atrav~s da histopatologia, hematologia, radiologia e da defici~ncia no
crescimento. M ILLlKIN (1982), em ampla revisão hihliogrática. comprovou a
importância da vitamina C para o hom funcionamento do sistema imunológico dos
peixes, concluindo que a sua car~ncia compromete o crescimento e aumenta a
susceptihilidade às doen\,:as. LOVELL (1982), DURVE & LOVELL (1982), LI &
LOVELL (1985), em leralums pUIICfarus Meyer. 1975 e NAV ARRE & HALVER
(1989), em Salll/o gairdllcri Richardson. 1836 mostraram aumento na resist~ncia

de peiXes alimentados com vitamina C na dieta e diminuição da susceptihilidade
às doenças haderianas. LOVELL & LIM (1978) relataram que quanto maior a
densidade de 1. /JlIIICr{/(US nos tanques de cultivo, maior ~ o SeU requerimento
vitamínlco e a incid~ncia de doenças. possivelmente devido ao estresse que a
elevada densidade determina. ANDREWS & MURAI (1975) e HILTON e/ a/. (1978)
ohservaram diminuição na taxa de hemoglohina e hematócrito dos peixes carentes
em vitamina C, respectivamente em I. pUllcrarus e S. gairdlleri. AGRAWAL &
MAHA.IAN (1980) destacaram a importância da suplementação de vitamina C para
a carpa indiana (Cirrhilla mrigala Hamilton, 1822) e notaram alterações na
mortólogia das c~lulas sangüíneas nos peixes deficientes em vitamina C. Alte­
rações na morfologia dos eritrócitos foram tamh~m ohservadas em O"corhy"chus
mykis.\ Walhaum, 1792 por DABROWSKI cr ai. (1990). Ainda com relação à taxa
de hemoglohina, ROSENLUND er ai. (1990) ohservaram diminuição desta taxa em
um lote de Plcurollcercs plarcssa Linnaeus, 1758 sem suplementação de ácido
ascórhico comparado com peiXes suhmetidos à 200mg de ácido ascórhico/kg de
ração, por~m não houve diferença entre os que não receheram e os que receheram
2000mg de ácido ascórhico/kg de ração. EL NAGGAR & LOVELL (1991) ohserva­
ram que níVeis de 11, 22, 44 e 132mg de ácido ascórhico/kg provocaram aumento
no hematócrito de I. plIIlCfa/us em rdação aos peixes controle sem suplementação
vitamínica. Estas ohservações tamh~m fóram confirmadas mais tarde por MUSTIN
& LOVELL ( 1992) na mesma esp~ciede peixe. Por~m, nada Se sahe sohre os efei tos
da suplementação de vitamina C na ração para esp~cies hrasileiras como Pia/'{/crus

mesopOfmllicus Holmherg. 1887 (pacu) e ColossolI/a macropOIllulI/ Cuvier. 1818
(tamhaqui), que Se encontram em expansão nos sistemas de cultivo. Recentemente
MARTINS (no prelo) estudou os efeitos da vitamina C sohre alterações no filamento
hranquial e comportamento de P. IlIesoporlllllieu.l'. No presente trahalho foram
avaliados diferentes parâmetros sangüíneos, tais como taxa de hemoglohina.
número de eritnícitos, diâmetro de eritnícitos, hematócrito e contagem diferencial
de leucócitos em a1evinos de P. IlIe,\'{}pOflllllicus, alimentados com níveis de zero.
50, 100 e 200mg de ácido ascórhico/kg de ração.

MATERIAL E MÉTODOS

o experimento foi desenvolvido no Lahoratório de Nutrição de Peixes do
Centro de Aqüicultura da Universidade Estadual Paulista (Caunesp), Campus de
Jahoticahal (São Paulo, Brasil) e teve a duração de 24 semanas.

Foram utilizados 120 alevinos de Pia/'{/CfUS II/csopowmicus (pacu) prove-
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Influência de diferentes níveis de vitamina C na ração ... 611

nientes ue uma mesma desova, do próprio Caunesp, com peso méuio ue 8,64± I,62g
e compri mento padrão méuio ue 6, 15±0, 33cm, no início do experi mento. Os péixes
toram distrihuíuos em 20 aql1lÍrios com capacidade ue 100 litros, ahastecidos com
água ueclorificaua e vazão ue um litro por minuto. Diariamente foi atúida a
temperatura, pda manhã e à tarde c: semanalmenlé toram medidos: pH, conduti­
vidaue détrica, alcalinidaue e oxig~nio dissolvido sc:gundo método de GOLTERMAN

er ai. (1978). Para a uistrihl1ição uos animais nos aquários séguiu-se o ddineamento
inteiramentc casl1alizado (DIC) com seis peixes em caua aquário e cinco repdiçÕés
ue cada tratamento. Touos os péixes recehéram a mesma uida (30% ue protcína
hruta) com os mesmos ingreuientes (Tah. I) uitúindo apenas quanto às suple­
mentaç<les ue zero, 50, 100 e 200mg ue ácido ascórhico revestiuo de palmitato
(Nutrimais)/kg de ração. A ração túi misturaua e estocada em "freczer" a -20°C
para pddização ue acoruo com a necessidaue.

Tabela I. Composição da dieta experimental.

Ingredientes

Farelo de milho
Farelo de arroz
Farelo de trigo
Farelo de soja
Farinha de peixe
Levedura
Premi x sem vitamina C

Porcentagem

18
17
13
26
10
15

1

Os peixes túram pesados e medidos a cada 28 dias. A alimentação foi kita
diariamente (pda manhã e à tarue) à vontade, de torma controlaua e ohservando
Se os animais estavam Se alimentando, para que não houvesse acLÍmulo ou perda
de ração. O consumo alimentar dos peixes dos quatro tratamentos durank o péríodo
experimental foi o seguinte: peixes sem suplementação de áciuo ascórhico (5265g),
peixes alimentados com 50mg de ácido ascórhico/kg de ração (7445g), peixes
alimentados com IOOmg ue lÍciuo ascórhico/kg de ração (7785g) e péixes alimen­
tados com 200mg de lÍciuo ascórhico/kg de ração consumiram 7775g de ração. O
kor de matéria orgânica na água túi mantido em níveis haixos porque a lÍgua era
escoada pdo funuo UOS aqulÍrios, por meio de sifonamento, a cada dois uias. Após
cada hiomdria, proceueu-se à lavagem dos aquários para remoção do material que
não tivesse sido retirauo por sifonamento.

Com as hiometrias regulares uos peixes foi kita ohservação cuidadosa.
segundo T ACON (1985), Ue eventuais anormalidades ésqueléticas, hemorragias,
alléraçôes dérmicas ou qualquer outro sinal ue defici~ncia. Ao final do
experimento, o sangue ue uma amostragem Ue 60 animais coletados ao acaso (tr~s

de cada aquário), anestesiauos previamente com 50mg de MS-222/1 de lÍgua
(UNTERGASSER 1989). foi coldado por punção da veia caudal com agulha e seringa
de vidro heparinizadas. Para a coleta sangüínea procurou-se não ultrapassar o
tempo ue tr~s minutos, a tim ue que não houvesse maiores alkraçôes provocadas
pdo estresse de manejo. As análises de variância e regressão foram procedidas
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612 MARTINS et aI.

com base nas m~uias uos valores ue tr~s peixes ue caua aquário e processauas nas
cinco repetiçiies ue caua tratamento. Foram coletauas uuas amostras ue sangue ue
caua peixe (n =60) para extensão sangüínea em lâmina ue microscopia, coloração
por Rosentdu (ua minutos puro, cinco minutos uiluíuo em água) e posterior
contagem ui t~n~ncial ue leucócitos. Somente foram contauas as células bem
preservauas e ue fácil iuentiticação. Duas amostras ue sangue ue caua peixe (n =60)
foram auicionauas em capilares ue viuro, centrifugauos por cinco minutos em
centrífuga ue mino-hematócrito para posterior ueterminação do hematócrito
através ue tabela específica. Outra amostra ue 1,5 a 2,Oml ue sangue ue caua peixe
(n=60) foi coletaua em frasco de viuro e refrigeraua para ueterminação ua taxa
ue hemoglohina pelo métouo ua cianometa-hemoglohina e contagem uo número
ue eritrócitos atrav~s ua câmara de Neubauer. As fórmulas utilizauas para o cálculo
ue volume corpuscular m~uio (VCM), hemoglohina corpuscular m~dia (HCM) e
concentração de hemoglohina t:orpuscular m~dia (C HCM) tóram as seguintes:

VCM = - hematQcrito ~J 000 __ HCM = _ hemoglobina (g I)

número de hemáceas (10 ' 2 !) número de eritrócitos (10 12 I)

CHCM = ~emoglobl:n'!.,irL!J
hematocnto

Para a meuiua em micrômetros uo diâmetro total uos eritrócitos e uo
diâmetro uo núcleo uos eritrócitos, tói uesenhaua uma amostragem de 40 eritrócitos
uas extensões sangüíneas ue caua tratamento, em câmara clara acoplada ao
microscópio óptico Wilu. A tórmula utilizaua para ohtenção destes dados foi:

7"( . DI. D2 .1 D . I DI I I 3 4 6A =-- 4 ; onue I =compnmento tota, _= argura tota e 7"(= , I 1 .

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A temperatura da água dos aquários manteve-se entre 28,2° e 31.0o C, pH
de 7,05 a 8,40; conuutividade darit:a ue 180.10 a 195,55 ~l S/cm; alcalinidade de
84,70 a 94,16mg/l e oxigênio dissolvido de 3,50 a 6,IOmg/1. Ao tinal do
experimento, os peixes suplementados com 50, 100 e 200mg de ácido ascórhico/kg
de ração apresentaram maior crescimento (P < 0,05) (8,22, 8,20 e 8,40cm respecti­
vamente) quanuo comparados com os peixes não suplementados, que apresentaram
5,96cm. Pelos dados ua tabela 11. a suplementação de 50mg de ácido ascórhico/kg
de ração sugere um aumento no volume corpuscular médio, hemoglohina cor­
puscular m~dia e concentração de hemoglohina corpuscular m~dia, emhora o
estudo da análise ue variância dos dados não tenha siuo significativo (P > 0,05).
Anormalidades nos índices hematim~tricos foram constatadas por alguns autores
em peixes com defici~nciade vitamina C. Com rdação ao hematónito, ohservou­
se uma tendência deste ser mais haixo (Tah. 11) nos peixes alimentados com zero
e 50mg de ácido ascórhico/kg de ração, o que confirmou os estudos de HILTON e{

a/' (1978), AGRAWAL & MAHAJAN (1980) e MUSTIN & LOVELL (1992). ANDREWS
& MURAI (1975) ohservaram discreta diminuição do hematócrito em /. punC!ll{us

alimentados com 30mg de áciuo ascórhico/kg de ração em comparação com os
peixes que receheram doses maiores da vitamina.
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Tabela 11. Volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM), hematócrito (HCTl. número de
eritrócitos (NE) e taxa de hemoglobina (TXH) de P. mesopotamicus.

mg de ácido VCM HCM CHCM HCT NE TXH
ascórbico/kg de ração (fi) (pg) (g/dl) (%) (106 /mm 3

) (g/I)

O 148,20 a 31,30 a 21,40 a 35,90 a 2,46 a 7,60 a

50 162,70 a 35,10 a 26,70 a 34,80 a 2,18 a 7,60 a

100 149,60 a 33,00 a 22,10 a 38,30 a 2,59 a 8,45 a

200 151,70 a 30,40 a 20,10 a 39,00 a 2,58 a 7,82 a

Teste F 0,38 ns 1,23 ns 0,59 ns 1,16 ns 2,28 ns 1,47
ns

C.V. (%) 15,66 12,83 61,45 11,00 11,44 9,43
,

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
probabilidade; (nsl valor estatisticamente não significatico.

o VCM, HCM e CHCM dos peixes suplementados com 100 e 200mg de
ácido ascórhico/kg de ração, que mostraram diminuição em rdação ao!; peixes
suplementados com 50mg de ácido ascórhico/kg de ração, contrastam com os dados
de literatura, que mostram que peixes carentes em vitamina C apresentam estes
valores sangüíneos mais haixos do que peixes suplementados foi caracterizado
como anemia (HILTON cf aI. 1978; ROSENLUND ef aI. 1990). AGRAWAL &
MAHA.lAN (1980) tamh~m ohservaram VCM aumentado em peixes não suplc­
mentados, como rdatado neste trahalho. O valores de VCM, HCM e CHCM do
pacu sem suplementação de vitamina C foram próximos aos dos peixes com
suplementações de 100 e 200mg de ácido ascórhico/kg de ração (Tah. 11). tamhém
rdatado em P. plafe.l'.I'a (ROSENLUND er ai. 1990), nos quais animais sem
suplementação não apresentaram di ferença signi ticati va na hemoglohina quando
comparados com os peixes suplementados com 2oo0mg de ácido ascórhico/kg de
ração. Em contrapartida ohservou-se qUe, apesar de maioreS valores de VCM,
HCM e CHCM os peixes com suplementação de 50mg de ácido ascórhico/kg de
ração, apresentaram menores valores de número de eritrócitos (Tah. 11). emhora
a di ferença não tenha sido signiticativa entre os tratamentos. Já AGRA WAL &
MAHA.lAN (1980) rdataram diminuição no número de eritrócitos em alcvinos de
C. IIIrigala alimentados sem vitamina C na dieta. A comparação entre estes
resultados com P. IIIC.I'opOfllllli cU.\· e as outras espécies de peixe demonstraram que
os valores sangüíneos podem variar de acordo com a espécie que Se trahalha e as
condições experimentais. Estudando o desempenho dos peixes durante o
experimento, a análise de regressão permitiu estahdecer uma rdação entre

. . .. ,
vitamIna C (X) e o crescimento (Y) dos peiXes (Y =6,15 +0,0379X-0,000 136X-,
R

2
=0,8813), sugerindo que 139mg de vitamina C/kg de ração foi necessário para

o mdhor desempenho.

Não foram ohservadas diferenças na morfologia geral dos eritrócitos de P.
IIIC.WpOfllllliclI.I' nos diferentes tratamentos; opondo-se a dados de literatura regis­
trados para O. lIIyki.l'.I' segundo os quais a deficiência de vitamina C provocou
formação irregular dos erilrócitos (DABROWSKI cf aI. 1990). Por~m. a análise de
variância e regressão do diâmdro dos eritrócitos mostrou cdulas macrocíticas com
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Fig. 1. Diâmetro de eritrócitos de P. mesopotamicus alimentados com diferentes níveis de
vitamina C.
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Fig. 2. Porcentagem de linfócitos sangüíneos de P. mesopotamicus alimentados com
diferentes níveis de vitamina C.
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aumento significativo (P < 0,05) (Tab. lI!) nos peixes sem suplementação de
vitamina C, como mostra a figura I, corroborando os dados registrados para C.
mriga/a (AGRAWAL & MAHAJAN 1980). Já o diâmetro do núcleo dos eritrócitos
dos peixes dos tratamentos com zero e 200mg de ácido ascórbico/kg de ração foi

significativamente maior (P < 0,05) do que o dos peixes dos tratamentos com 50
e 100mg de ácido ascórbico/kg de ração (Tab. III), o que dificultou uma
interpretação lógica deste parâm~tro, que se interrelacionam atrav~s da equação
y= 13.59-0,1527 X+0,001934X--0,OOOO06 X3

.

Tabela 111. Diâmetro médio de eritrócitos e diâmetro médio do núcleo de eritrócitos de P.
mesopotamicus alimentados com diferentes níveis de vitamina C.

mg de ácido

ascórbico/kg de ração

o
50

100

200

Teste F

C.V. (%)

Diâmetro de eritrócitos

96,90 a
80,94 b

77,69 b

81,96 b

17,53 '

15,30

Diâmetro do núcleo

de eritrócitos

13,58 a
10,06 c

11 ,86 b

14,05 a

16,20 •

23,04

'. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
probabilidade.

o que diz respeito à contagem diferencial de leucócitos sangüíneos pode-se
observar que não houve diferença signi ticativa (P> 0,05) na porcentagem de
monócitos, linfócitos e eosin<ltilos (Tab. IV) entre os quatro tratamentos. ou seja,
nestas condiçôes experimentais a suplementação de vitamina C na dieta não eXerceu
intlu~ncia sobre estas c~lulas. Não foi possível uma relação consistente entre a
porcentagem de linfócitos (Fig. 2) e a vitamina C. já que estas c~lulas são de
importância para o sistema imunológico dos animais. Por~m, a porcentagem de
neutrófilos foi significativamente menor (P < 0.05) nos peixes sem suplementação
de vitamina C, como mostra a tigura 3.

Assim. as suplementaçôes de 50 e 100mg de ácido ascórbico/kg de ração
resultaram em maior porcentagem destas c~lulas polimorfonucleares de impor­
tância no sistema fagocitário dos peixes (ELLlS 1977). NUNGESTER & AMES
(1948), GANGUL Y er a/. (1976) e SHILOTRI (1977)já haviam veri ticado, em cobaias
da Índia, a importância da suplementação de vitamina C na resposta intlamatória
de migração e na fragilidade dos leucócitos, que dependeram diretamente do teor
de vitamina C oferecido aos animais. AGRAW AL & MAHAJAN (1980) rdataram
que peixes. como C. mriga/a carentes em vitamina C apresentaram leucopenia
acompanhada de redução de linfócitos e tromhócitos mas ao contrário do pacu.
ohservaram aumento na porcentagem de neutrófilos nos peixes que não receheram
suplementação. Estes autores comentaram ainda que 1eucopenia, leucocitose.
tromhopenia e trombocitose t~m ambas sido observadas em pacienteS escorhúticos
(CHATTERJEE 1967; Cox 1968, citados por AGRAWAL & MAHA.JAN 1980),
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Fig. 3. Porcentagem de neutrófilos sangüíneos de P. mesopotamicus alimenté.dos com
diferentes níveis de vitamina C.

Tabela IV. Contagem diferencial de leucócitos de P. mesopotamicus submetidos a
diferentes níveis de vitamina C na ração.

mg de ácido Monócitos Linfócitos Eosinófilos Neutrófilos
ascórbico/kg de ração (%) (%) (%) (%)

O 27,25 a 57,00 a 7,91 a 2,32 b

50 28,41 a 46,92 a 5,35 a 3,60 a
100 22,85 a 54,91 a 8,56 a 3,47 a

200 24,20 a 58,06 a 9,11 a 2,82 ab

Teste F 0,83 ns 1,09 ns 0,90 ns 7,52 •

C.V. (%) 19,33 15,19 37,12 24,88

'. Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
probabilidade; (ns) valor estatisticamente não significativo.

interpretações tamb~m sugestivas para os resultados do pacu. Não obstante, o
aumento na porcentagem de neutrófilos em P. IIIl'SOPOflllllicus sugere uma provável
melhora no sistema de defesa (HAM 1972; ROBERTS 1981) dos peixes dos
tratamentos com suplementações de 50 e 100mg de ácido ascórbico/kg de ração.
Portanto, os resultados sugerem que 50mg de ácido ascórbico/kg de ração para o
pacu ~ o nível recomendado para o bom desenvolvimento e manutenção das
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respostas hematológicas. Maiores estudos deverão ser feitos com as eSpt\CleS
hrasileiras, particularmente as cultivadas a tim de comprovar a importância da
vitamina C na dieta e indicar para cada uma a quantidade neCessária e viávd a ser
incluída na dieta.
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