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ABSTRACT. INFLUENCE OF DIFFERENT LEVELS OF VITAMIN C IN THE RATION ON THE
HAEMATOLOGICAL ~ PARAMETERS  OF  PLARACTUS ~ MESOPOTAMICUS — HOLMBERG
(OSTEICHTHYES, CHARACIDAE) FRIES. Hacematological changes in ascorbic acid
deficient fishes, observed by some authors. awoked the interest in the haematological
response of pacu. Piaractus mesopotamicus. The present work studied the influence
of different levels of ascorbic acid (vitamin C) in the ration on the haematological
parameters of pacu. Fishes at the beginning of the experiment, presented average
body weight 8.64:1.62¢ and 6.15:0.33cm standard length, were fed with diets
containing 0, 50, 100 and 200mg ascorbic acid/kg dry ration. The present work was
developed for a period of 24 weeks at the Fish Nutrition Laboratory of Aquaculture
Center of Universidade Estadual Paulista (Unesp). Jaboticabal (Sdo Paulo). The
fishes were distributed by the completely randomized design in 20 aquaria of 100
liters capacity with six animals in each and five fold treatment. Condutivity. alcalinity,
pH and oxigen were measured weekly and temperature daily. The blood colect was
done in 60 anesthetized fishes with 50mg MS-222/1. The results suggests that S0mg
ascorbic acid/kg dry ration improved the mean corpuscular volume. mean
corpuscular haemoglobin, mean corpuscular haemoglobin concentration and
decreased haematocrit in unsupplemented fishes. although not differing significantly
(P>0.05). The erytrocyte diameter indicated the presence of macrocytic cells in
unsupplemented fishes (P<0.05) and the regression analysis showed too reduced
neutrophils in unsupplemented ones. 50mg ascorbic acid/kg dry ration
supplementation was enough to development and haematological responses.
Furthtermore.the optimum level to the growth is 139mg vitamin C/kg dry ration
(P<0.05).

KEY WORDS. Osteichthyes, Characidae., Piaractus mesopotamicus, hacmatology.
vitamin C, fish

1) Centro de Aquicultura, Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal. Rodovia Carlos
Tonanni km 05, 14870-000 Jaboticabal, Sao Paulo, Brasil.

2) Departamento de Zootecnia de niao Ruminantes, Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal. Rodovia Carlos Tonanni km 05, 14870-000 Jaboticabal, Sao Paulo, Brasil.

3) Departamneto de Zoologia, Instituto de Biociéncias. Universidade Estadual Paulista, Campus de
Rio Claro. 13506-900 Rio Claro, Sao Paulo. Brasil.

4) Departamento de Morfologia ¢ Fisiologia Animal, Universidade Estadual Paulista, Campus de
Jaboticabal. Rodovia Carlos Tonanni km 05. 14870-000 Jaboticabal. Sao Paulo, Brasil.

Revta bras. Zool. 12 (3): 609 - 618, 1995



610 MARTINS et al.

A agdo da vitamina C em peixes tem sido motivo de estudos de vidrios
autores através da histopatologia, hematologia, radiologia ¢ da detficiéncia no
crescimento. MILLIKIN (1982), em ampla revisao bibliogrdfica, comprovou a
importancia da vitamina C para o bom funcionamento do sistema imunolégico dos
peixes, concluindo que a sua caréncia compromete 0 crescimento e aumenta a
susceptibilidade as doengas. LOVELL (1982), DURVE & LOVELL (1982), LI &
LOVELL (1985), em [ctalurus punctatus Meyer, 1975 ¢ NAVARRE & HALVER
(1989), em Salmo gairdneri Richardson, 1836 mostraram aumento na resisténcia
de peixes alimentados com vitamina C na dieta e diminuigao da susceptibilidade
as doengas bacterianas. LOVELL & LIM (1978) relataram que quanto maior a
densidade de . puncrarus nos tanques de cultivo, maior € o seu requerimento
vitaminico e a incidéncia de doengas, possivelmente devido ao estresse que a
elevada densidade determina. ANDREWS & MURAI (1975) e HILTON ¢r al. (1978)
observaram diminuigao na taxa de hemoglobina e hematocrito dos peixes carentes
em vitamina C, respectivamente em [ puncratus e S. gairdneri. AGRAWAL &
MAHAJAN (1980) destacaram a importancia da suplementagao de vitamina C para
a carpa indiana (Cirrhina mrigala Hamilton, 1822) e notaram alteragoes na
mortfologia das células sangiiineas nos peixes deficientes em vitamina C. Alte-
ragGes na morfologia dos eritrécitos foram também observadas em Oncorhynchus
mykiss Walbaum, 1792 por DABROWSKI et al. (1990). Ainda com relagao a taxa
de hemoglobina, ROSENLUND er al. (1990) observaram diminuigao desta taxa em
um lote de Pleuronectes platessa Linnacus, 1758 sem suplementagao de dcido
ascorbico comparado com peixes submetidos a 200mg de dcido ascorbico/kg de
ragao, porém nao houve diferenga entre os que nao receberam e os que receberam
2000myg de dcido ascorbico/kg de ragao. EL NAGGAR & LOVELL (1991) observa-
ram que niveis de 11, 22, 44 ¢ 132mg de dcido ascorbico/kg provocaram aumento
no hematocrito de 1. punctarus em relagao aos peixes controle sem suplementagao
vitaminica. Estas observagoes também foram confirmadas mais tarde por MUSTIN
& LOVELL (1992) na mesma espécie de peixe. Porém, nada se sabe sobre os efeitos
da suplementagao de vitamina C na ragao para espécies brasileiras como Piaractus
mesopotamicus Holmberg, 1887 (pacu) e Colossoma macropomum Cuvier, 1818
(tambaqui), que se encontram em expansao nos sistemas de cultivo. Recentemente
MARTINS (no prelo) estudou os efeitos da vitamina C sobre alteragoes no filamento
branquial ¢ comportamento de P. mesopotamicus. No presente trabalho foram
avaliados diferentes pardmetros sangiiineos, tais como taxa de hemoglobina,
nimero de eritrdcitos, diametro de eritrécitos, hematdcrito e contagem diterencial
de leucoeitos em alevinos de P. mesopotamicus, alimentados com nivets de zero.,
50, 100 e 200mg de dcido ascorbico/kg de ragao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Nutrigao de Peixes do
Centro de Aqiiicultura da Universidade Estadual Paulista (Caunesp), Campus de
Jaboticabal (Sao Paulo, Brasil) e teve a dura¢ao de 24 semanas.

Foram utilizados 120 alevinos de Piaractus mesopotamicus (pacu) prove-
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nientes de uma mesma desova, do proprio Caunesp, com peso médio de 8,64+1,62¢
e comprimento padrao médio de 6,15+0,33c¢m, no inicio do experimento. Os peixes
foram distribuidos em 20 aqudrios com capacidade de 100 litros, abastecidos com
dgua declorificada e vazdo de um litro por minuto. Diariamente foi aferida a
temperatura, pela manha e a tarde ¢ semanalmente foram medidos: pH, conduti-
vidade elétrica, alcalinidade e oxigénio dissolvido segundo método de GOLTERMAN
et al. (1978). Para a distribuigao dos animais nos aqudrios seguiu-se o delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com seis peixes em cada aquario e cinco repetigoes
de cada tratamento. Todos os peixes receberam a mesma dieta (30% de proteina
bruta) com os mesmos ingredientes (Tab. I) diferindo apenas quanto as suple-
mentagoes de zero, 50, 100 e 200mg de dcido ascorbico revestido de palmitato
(Nutrimais)/kg de ragao. A ragao foi misturada e estocada em "treezer" a -20°C
para peletizagao de acordo com a necessidade.

Tabela |. Composicao da dieta experimental.

Ingredientes Porcentagem
Farelo de milho 18
Farelo de arroz 17
Farelo de trigo 13
Farelo de soja 26
Farinha de peixe 10
Levedura 15
Premix sem vitamina C 1

Os peixes foram pesados e medidos a cada 28 dias. A alimentagao foi feita
diariamente (pela manha e a tarde) a vontade, de forma controlada e observando
se 0s animais estavam se alimentando, para que nao houvesse actimulo ou perda
de ragao. O consumo alimentar dos peixes dos quatro tratamentos durante o periodo
experimental foi o seguinte: peixes sem suplementagao de dcido ascorbico (5265g),
peixes alimentados com 50mg de dcido ascorbico/kg de ragao (7445g), peixes
alimentados com 100mg de dcido ascorbico/kg de ragao (7785g) e peixes alimen-
tados com 200mg de acido ascorbico/kg de ragao consumiram 7775¢ de ragao. O
teor de matéria organica na dgua for mantido em niveis baixos porque a dgua era
escoada pelo fundo dos aqudrios, por meio de sifonamento, a cada dois dias. Apos
cada biometria, procedeu-se a lavagem dos aqudrios para remogao do material que
nao tivesse sido retirado por sifonamento.

Com as biometrias regulares dos peixes foi feita observagao cuidadosa.
segundo TACON (1985), de eventuais anormalidades esqueléticas, hemorragias,
alteragoes dérmicas ou qualquer outro sinal de deficiéncia. Ao final do
experimento, o sangue de uma amostragem de 60 animais coletados ao acaso (trés
de cada aqudrio), anestesiados previamente com 50mg de MS-222/1 de dgua
(UNTERGASSER 1989), toi coletado por pungao da veia caudal com agulha e seringa
de vidro heparinizadas. Para a coleta sangiiinea procurou-se ndo ultrapassar o
tempo de trés minutos, a fim de que nao houvesse maiores alteragoes provocadas
pelo estresse de manejo. As andlises de variancia e regressao foram procedidas
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com base nas médias dos valores de trés peixes de cada aqudrio e processadas nas
cinco repetigoes de cada tratamento. Foram coletadas duas amostras de sangue de
cada peixe (n=00) para extensao sangiiinea em lamina de microscopia, coloragao
por Rosenfeld (dez minutos puro, cinco minutos diluido em dgua) e posterior
contagem diferencial de leucdcitos. Somente foram contadas as células bem
preservadas e de facil identificagao. Duas amostras de sangue de cada peixe (n=60)
foram adicionadas em capilares de vidro, centrifugados por cinco minutos em
centrifuga de micro-hematdcrito para posterior determinagao do hematéerito
através de tabela especifica. Outra amostra de 1,5 a 2,0ml de sangue de cada peixe
(n=60) foi coletada em frasco de vidro e refrigerada para determinagao da taxa
de hemoglobina pelo método da cianometa-hemoglobina e contagem do nimero
de eritrécitos através da camara de Neubauer. As formulas utilizadas para o cdlculo
de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e
concentra¢ao de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram as seguintes:

VCM = — hematocrito . 1 OOQTZ , HOM = hemoglobina (g /) -

numero de hemaceas (10 /) numero de eritrocitos (10 /)

CHCM = hemag/ob/:naAggr )
hematocrito
Para a medida em micrometros do diametro total dos eritrécitos e do
diametro do nicleo dos eritrécitos, foi desenhada uma amostragem de 40 eritrécitos
das extensOes sangliineas de cada tratamento, em camara clara acoplada ao
microscopio dptico Wild. A férmula utilizada para obtengao destes dados foi:
n.Dl.D2

A= 4

; onde D1 =comprimento total, D2=largura total e 1=3,1416.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura da dgua dos aquérios manteve-se entre 28,2° ¢ 31,0°C, pH
de 7,05 a 8,40; condutividade elétrica de 180,10 a 195,55 u S/cm; alcalinidade de
84,70 a 94,16mg/l e oxigénio dissolvido de 3,50 a 6,10mg/l. Ao final do
experimento, os peixes suplementados com 50, 100 e 200mg de dcido ascorbico/kg
de ragao apresentaram maior crescimento (P < 0,05) (8,22, 8,20 ¢ 8,40cm respecti-
vamente) quando comparados com os peixes nao suplementados, que apresentaram
5,96¢m. Pelos dados da tabela I, a suplementagio de 50mg de dcido ascorbico/kg
de ragao sugere um aumento no volume corpuscular médio, hemoglobina cor-
puscular média e concentragao de hemoglobina corpuscular média, embora o
estudo da andlise de variancia dos dados nao tenha sido significativo (P >0,05).
Anormalidades nos indices hematimétricos foram constatadas por alguns autores
em peixes com deficiéncia de vitamina C. Com relagao ao hematocrito, observou-
se uma tendéncia deste ser mais baixo (Tab. 1I) nos peixes alimentados com zero
e 50mg de dcido ascorbico/kg de ragao, o que confirmou os estudos de HILTON er
al. (1978), AGRAWAL & MAHAIJAN (1980) e MUSTIN & LOVELL (1992). ANDREWS
& MURALI (1975) observaram discreta diminuigao do hematéerito em 1. punctatus
alimentados com 30mg de dcido ascorbico/kg de ragao em comparagao com 0s
peixes que receberam doses maiores da vitamina.
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Tabela Il. Volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM),
concentracao de hemoglobina corpuscular média (CHCM), hematdcrito (HCT), nimero de
eritrécitos (NE) e taxa de hemoglobina (TXH) de P. mesopotamicus.

mg de acido VCM HCM CHCM HCT NE TXH
ascérbico/kg de racdo (f1) (pg) (g/dl) (%) (105/mm3® (g
0 148,20a 31,30a 21,40a 3590a 246a 7,60a
50 162,70 a 35,10a 26,70 a 34,80a 2,18a 7,60a
100 149,60 a 33,00a 22,10a 38,30a 259a 8,45a
200 151,70 a 30,40 a 20,10a 39,00a 2,558a 7,82a
Teste F 0,38™ 1,23™ 0,59™ 1,16™ 2,28™ 1,47™
C.V. (%) 15,66 12,83 61,45 11,00 11,44 9,43

*. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
probabilidade; (ns) valor estatisticamente nao significatico.

O VCM, HCM e CHCM dos peixes suplementados com 100 e 200mg de
dcido ascorbico/kg de ragao, que mostraram diminuigao em relagao aos peixes
suplementados com 50mg de dcido ascorbico/kg de ragao, contrastam com os dados
de literatura, que mostram que peixes carentes em vitamina C apresentam estes
valores sangiiineos mais baixos do que peixes suplementados foi caracterizado
como anemia (HILTON er al. 1978; ROSENLUND er al. 1990). AGRAWAL &
MAHAJAN (1980) também observaram VCM aumentado em peixes nao suple-
mentados, como relatado neste trabalho. O valores de VCM, HCM ¢ CHCM do
pacu sem suplementagao de vitamina C foram proximos aos dos peixes com
suplementagoes de 100 e 200mg de dcido ascérbico/kg de ragao (Tab. 1I), também
relatado em P. platessa (ROSENLUND er al. 1990), nos quais animais sem
suplementag¢ao nao apresentaram diferenga significativa na hemoglobina quando
comparados com os peixes suplementados com 2000mg de dcido ascérbico/kg de
ragao. Em contrapartida observou-se que, apesar de maiores valores de VCM,
HCM e CHCM os peixes com suplementagao de 50mg de dcido ascorbico’kg de
ragao, apresentaram menores valores de nimero de eritréeitos (Tab. 1), embora
a diferenga nao tenha sido significativa entre os tratamentos. J4 AGRAWAL &
MAHAJAN (1980) relataram diminui¢ao no nimero de eritrécitos em alevinos de
C. mrigala alimentados sem vitamina C na dieta. A comparagao entre estes
resultados com P. mesopotamicus e as outras espécies de peixe demonstraram que
os valores sangiiineos podem variar de acordo com a espécie que se trabalha e as
condigOes experimentais. Estudando o desempenho dos peixes durante o
experimento, a andlise de regressao pcrmmu estabelecer uma  relagao entre
vitamina C (X) e o crescimento (Y) dos peixes (Y =6,15+0,0379X-0, 000136X'
R™=0,8813), sugerindo que 139mg de vitamina C/kg de ragao foi necessdrio para
o melhor desempenho.

Nao foram observadas diferengas na morfologia geral dos eritrécitos de P.
mesopotamicus nos diferentes tratamentos; opondo-se a dados de literatura regis-
trados para O. mykiss segundo os quais a deticiéncia de vitamina C provocou
formagao irregular dos eritrocitos (DABROWSKI er al. 1990). Porém, a andlise de
variancia e regressao do didmetro dos eritrocitos mostrou células macrociticas com
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Fig. 1. Diametro de eritrécitos de P. mesopotamicus alimentados com diferentes niveis de
vitamina C.
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Fig. 2. Porcentagem de linfécitos sanglineos de P. mesopotamicus alimentados com
diferentes niveis de vitamina C.
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aumento significativo (P<0,05) (Tab. III) nos peixes sem suplementagao de
vitamina C, como mostra a figura 1, corroborando os dados registrados para C.
mrigala (AGRAWAL & MAHAJAN 1980). Jd o diametro do niicleo dos eritrocitos
dos peixes dos tratamentos com zero ¢ 200mg de dcido ascérbico/kg de ragao foi
significativamente maior (P <0,05) do que o dos peixes dos tratamentos com 50
e 100mg de dcido ascorbico/kg de ragao (Tab. III), o que dificultou uma
interpretagao légica deste parﬁmc’tm, que se in}tcrrclaci(mam através da equagao
Y =13,59-0,1527 X +0,001934X-0,000006 X".

Tabela Ill. Diametro médio de eritrocitos e diametro médio do nicleo de eritrécitos de P.
mesopotamicus alimentados com diferentes niveis de vitamina C.

mg de acido Diametro de eritrocitos Diametro do nucleo
ascorbico/kg de racao (um) de eritrécitos
0 96,90 a 13,58 a
50 80,94 b 10,06 ¢
100 77,69 b 11,86 b
200 81,96 b 14,05 a
Teste F 17,53 * 16,20 *
C.V. (%) 15,30 23,04

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

No que diz respeito a contagem diferencial de leucéeitos sangiiineos pode-se
observar que nao houve diferenga signiticativa (P>0,05) na porcentagem de
mondcitos, linfécitos e eosindtilos (Tab. 1V) entre os quatro tratamentos, ou seja,
nestas condigOes experimentais a suplementagao de vitamina C na dieta nao exerceu
influéncia sobre estas células. Nao foi possivel uma relagdo consistente entre a
porcentagem de linfécitos (Fig. 2) e a vitamuna C, jd que estas células sao de
importancia para o sistema imunoldgico dos animais. Porém, a porcentagem de
neutrotilos for significativamente menor (P <0,05) nos peixes sem suplementagao
de vitamina C, como mostra a tigura 3.

Assim, as suplementagoes de 50 e 100mg de dcido ascorbico/kg de ragao
resultaram em maior porcentagem destas células polimortonucleares de impor-
tancia no sistema fagocitario dos peixes (ELLIS 1977). NUNGESTER & AMES
(1948), GANGULY e¢r al. (1976) e SHILOTRI (1977) jd haviam verificado, em cobaias
da India, a importancia da suplementagao de vitamina C na resposta inflamatoria
de migragao e na fragilidade dos leucdcitos, que dependeram diretamente do teor
de vitamina C oferecido aos animais. AGRAWAL & MAHAJAN (1980) relataram
que peixes, como C. mrigala carentes em vitamina C apresentaram leucopenia
acompanhada de redugao de lintéeitos e trombdeitos mas ao contrdrio do pacu,
observaram aumento na porcentagem de neutréfilos nos peixes que nao receberam
suplementagao. Estes autores comentaram ainda que leucopenia, leucocitose,
trombopenia e trombocitose tém ambas sido observadas em pacientes escorbiiticos
(CHATTERIEE 1967; CoX 1968, citados por AGRAWAL & MAHAJAN 1980),
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Fig. 3. Porcentagem de neutréfilos sanglineos de P. mesopotamicus alimentedos com
diferentes niveis de vitamina C.

Tabela IV. Contagem diferencial de leucdcitos de P. mesopotamicus submetidos a
diferentes niveis de vitamina C na racao.

mg de acido Mondcitos Linfécitos Eosindfilos Neutréfilos
ascorbico/kg de racao (%) (%) (%) (%)
o 27,25 a 57,00 a 791 a 2,32 b
50 28,41 a 46,92 a 5,35a 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 " 1,09 " 0,90 " 752
C.V. (%) 19,33 15,19 37,12 24,88

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

interpretagoes também sugestivas para os resultados do pacu. Nao obstante, o
aumento na porcentagem de neutréfilos em P. mesopotamicus sugere uma provavel
melhora no sistema de defesa (HAM 1972; ROBERTS 1981) dos peixes dos
tratamentos com suplementagoes de 50 e 100mg de dcido ascorbico/kg de ragao.
Portanto, os resultados sugerem que 50mg de dcido ascorbico/kg de ragao para o
pacu € o nivel recomendado para o bom desenvolvimento e manutengao das
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respostas hematologicas. Maiores estudos deverao ser feitos com as espécies
brasileiras, particularmente as cultivadas a fim de comprovar a importancia da
vitamina C na dieta ¢ indicar para cada uma a quantidade necessdria e vidvel a ser
incluida na dieta.
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