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Efeito da vitamina C sobre os parametros
hematoldgicos de kinguio (Carassius
auratus)

RESUMO

Objetivou-se avaliar a influéncia da vitamina C nos parametros hematoldgicos de kinguio (Carassius auratus).
Foram utilizados 80 juvenis de kinguio distribuidos em 10 tanques-rede de 0,20 m3 cada, instalados em um
tanque de alvenaria circular com capacidade de 25 m3. O delineamento experimental foi totalmente ao acaso
com cinco tratamentos e duas repeti¢des sendo cada tanque composto por oito peixes, com peso médio inicial
de 20,36 + 0,30 g e com 11,37 + 0,98 cm de comprimento, os quais foram alimentados quatro vezes ao dia.
As dietas foram formuladas com 32% de proteina bruta e 3200 kcal kg! de energia digestivel. Os suplementos
mineral e vitaminico foram formulados a fim de se obter concentracdes de: 0 (controle), 250, 500, 1000, 2000
mg de vitamina C kg! de rac&o. Para as coletas de sangue os peixes foram anestesiados com benzocaina
(75 mg L1). Avaliaram-se os seguintes parametros: taxa de hemoglobina, percentual de hematdcrito, contagem
de eritrdcitos, indices hematimétricos, contagem total de leucécitos, trombdcitos, e andlise diferencial de leucécitos.
Concluiu-se que os niveis de suplementacdo de vitamina C na dieta de C. auratus ndo influenciaram nos
parametros hematoldgicos.

Palavras-chave: &cido ascorbico, hematologia, piscicultura, peixes ornamentais

Effect of vitamin C on hematological parameters of
goldfish (Carassius auratus)

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the influence of vitamin C on hematology parameters of goldfish
(Carassius auratus). A total of 80 young goldfish were used for the experiment, distributed in 10 tanks with 0.20
m? each, installed in a circular masonry tank with 25 m3 capacity. The experimental design was completely
randomized with five treatments and two replicas, each tank containing eight fishes, with initial average weight
of 20.36 + 0.30 g and 11.37 + 0.98 cm of length, fed four times a day. The diets were composed of 32% of
crude protein and 3200 kcal kg of digestible energy. The mineral and vitamin supplements were prepared in
order to obtain concentrations of 0 (control), 250, 500, 1000, 2000 mg of vitamin C kg of ration. For blood
collection, the fish were anesthetized with benzocaine (75 mg L1). We analyzed the following parameters:
hemoglobin tax, percentage of hematocrit, erythrocytes count, hematrimetrics index, total leucocytes count,
trombocytes and differential leucocytes analyses. It was found that the vitamin C levels in diets does not affect
the hematological parameters.
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INTRODUGAO

O Brasil é um pais privilegiado no cenario da aqiicultura,
com merecido destaque a piscicultura ornamental (Pacheco,
2009), devido as exportacGes tornou-se um dos setores mais
lucrativos da piscicultura brasileira (Limaet al., 2001).

Originario da China, o kinguio pertence a classe
Actinopterygii, ordem Cypriniformes e familia Cyprinidae
(Neveset a., 2004).

Entre os peixes ornamentais mais cultivados, o Kinguio
(Carassius auratus) destaca-se por sua beleza, elevada taxa
de prolificidade, rusticidade e boa adaptaco ao manejo e as
variagtes das condi¢cdes ambientais (Silva & Schulz, 2006).

Os parametros hematol 6gicos podem ser utilizados como
ferramentas para diagndstico de enfermidades, indicadores do
estado fisioldgico, nutricional e estresse de manipulacdo do
peixe (Tavares-Dias & Moraes, 2003).

As células sanguineas dividem-se em células vermel has,
chamadas de eritrécitos, e células brancas, os leucdcitos. O
estudo das células sanguineas é uma ferramenta fundamental
para diagnésticos de doencas infecciosas, leucemias e
estresse (Garcia-Navarro, 2005). No C. auratus, o principal
sitio de formagdo de eritrdcitos é o rim cefélico, quando
comparado com a reduzida atividade eritropoietica do bagco
(Houston et &l., 1996).

O crescimento dos peixes é influenciado por fatores
ambientais como a temperatura, o fotoperiodo, o nivel de
oxigénio dissolvido, bem como pela assimilacéo de nutrientes.
Similarmente os valores hematol6gicos podem ser
influenciados pelas condic8es ecofisioldgicas (Tavares-Dias
& Moraes, 2004).

Dessa forma, alguns compostos organicos podem atuar no
desempenho do organismo, como as vitaminas, que sao
essenciais para 0 crescimento e metabolismo. As vitaminas
geralmente ndo sdo sintetizadas pelo organismo e quando
sintetizadas ocorrem em quantidades insuficientes, sendo
acrescentadas na dieta fornecida aos peixes cultivados para
manutencdo das fungdes fisioldgicas (Lovell, 1998).

Entre elas, o &cido ascorbico tem participagdo em
numerosos processos fisiol 6gicos e bioquimicos, atuando
como agente redutor, no transporte de hidrogénio no interior
das células, além de participar nos processos enzimaticos de
hidroxilag@o, como na formacé&o de prolina e hidroxiprolina,
gue compde o colageno e matriz celular, na sintese da carnitina
gue atua na utilizag&o do acido félico e no metabolismo do
ferro e lipideos (O’ Keefe & Grant, 1991). No sangue esta
envolvido na maturagéo dos eritrécitos, na coagulacéo e na
manutencdo da hemoglobina em niveis normais (Nelson &
Cox, 2000). Além disso, a vitamina C favorece o desempenho
do sistema imunoldgico, sendo os linfocitos e os neutrofilos
as principais células de defesa influenciadas (Lim et al., 2000).
No entanto, o &cido ascorbico ndo é produzido por peixes
teledsteos, ou em alguns casos produzidos em quantidade
limitada a partir de outras substancias, ja que os mesmos nao
possuem a enzima gulonolactona oxidase (Baldisserotto,
2002).

Em peixes, as manifestacfes clinicas de deficiéncias
nutricionais de vitamina C, estdo relacionadas com ateragdes

morfol égicas e fisiol 6gicas como anorexia, letargia, reducdo
do crescimento e do desempenho reprodutivo, natacéo
erratica, deformidades estruturais, escurecimento da pele,
opacidade de cdrnea, ascite e exoftalmia hemorragica (Wang
et a., 2003). Nesse contexto, objetivou-se avaliar o efeito da
vitamina C sobre os parémetros hematol 6gicos de C. auratus.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na estufa do Grupo de
Estudos de Manejo na Aquicultura — GEMAQ da
Universidade Estadual do Oeste do Paranad - UNIOESTE,
Campus Toledo, por um periodo de 120 dias. Foram utilizados
80 juvenis de Kinguio (C. auratus), com peso e comprimento
inicial médio de 20,36 + 0,30 g e 11,37 + 0,98 cm,
respectivamente. Os individuos foram distribuidos em um
delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos
e duas repetices, em 10 tanques-rede de 0,20 m3 cada,
confeccionados em malha sombrite e instalados em um tanque
circular de alvenaria com capacidade de 25 m3, provido de
aeracd@o constante. Periodicamente foram realizadas trocas
parciais de dgua para manutencéo da qualidade e compensar
as perdas por evaporagéo.

As dietas foram formuladas com 32% de proteina bruta e
3200 kcal kg! de energiadigestivel (Tabela 1), com o objetivo
de ser isoproteicas e isoenergéticas. Os suplementos mineral
e vitaminico utilizados est@o descritos na Tabela 2, com
concentragdes de: 0 (controle), 250, 500, 1000, 2000 mg de
vitamina C kg de raggo, obtidos através do produto comercial
(monofosfatada no protegida com concentragcdo de 35%). Os
ingredientes selecionados e utilizados na elaboracé@o das
dietas foram moidos individua mente em moedor tipo martelo,
TRAPP 2CV - 220V Monofasico - TRF-400, com peneira 0,5
mm, misturados e homogeneizados de acordo com 0s
tratamentos.

Apobs a mistura dos ingredientes, a ragdo passou pelo
processo de extrusdo com matriz de 2,0 mm e a secagem foi
realizada em estufa com ventilag&o forcada, Tecnal-TE - 39413
por um periodo de 48 h a 55 °C. O arragoamento dos peixes
foi realizado quatro vezes ao dia, as 8h, 11h, 14h e 17h, ad
libitum, até a saciedade aparente dos peixes.

Asvariaveisfisicas e quimicas da &gua, pH, condutividade
elétrica (MS cm1) e oxigénio dissolvido (mg L-1) foram
mensuradas semanal mente com 0s respectivos equipamentos,
Hanna HI 8314, Hanna HI 99301e Hanna HI 9146, a
temperatura (°C) foi monitorada diariamente, quatro vezes ao
dia, com termdmetro de mercdrio.

Ao fina do experimento, os peixes foram mantidos em jejum
por 24 h, para esvaziamento do trato gastrointestinal. Apos
serem retirados das unidades experimentais foram
anestesiados com solugéo de benzocaina (75 mg L ) (Gomes
et a., 2001), durante 15 minutos, e posteriormente pesados
em balanca semi-analitica Gehaka-Bg 4000, classe 2. Apés esse
procedimento iniciou-se as coletas de sangue por puncéo da
vela caudal (Figura 1), utilizando-se seringas descartaveis
contendo EDTA (10%). Para realizag&o do hemograma foram
coletados 0,5 mL de sangue.
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Tabela 1. Composi¢do em ingredientes (% matéria natural) e composi¢ao
nutricional utilizados na confec¢éo experimental das ragdes

Table 1. Composition of ingredients (% fresh matter) and nutritional composition
used for the preparation of experimental diets

Tabela 2. Formulagéo do suplemento mineral e vitaminico incorporado nas
racBes experimentais de C. auratus (g por 10 kg de ra¢&o)

Table 2. Formulation of vitamin and mineral supplement incorporated in
experimental diets of C. auratus (g for 10 kg of ration)

Ingredientes (%) Nutrientes (%)
Milho grao 14,347 Amido 20,597
Trigo gréo 20,000 Arginina 2,125
Farelo de soja 24,500 Célcio 2,500
Visceras de aves 17,457 Energia digestivel tilapia ~ 3200,000
Oleo de soja 6,225 Fenilalanina 1,508
Farinha de anchoveta 8,750 Fibra bruta 2,470
Fosfato bicalcico 2,569 Fésforo disponivel 1,225
Glaten de milho 3,159 Fosforo total 1,400
Calcario calcitico 1,571 Gordura 9,990
Suplemento (min. + vit.) 1,000 Histidina 0,741
Sal 0,300 Isoleucina 1,388
Propionato 0,100 Leucina 2,718
Antioxidante (BHT) 0,020 Linoléico 4,006
Lisina 1,751
Metionina + cistina 1,103
Metionina 0,618
Proteina bruta 32,000
Treonina 1,287
Triptofano 0,351
Valina 1,617

Para contagem de eritrocitos foi utilizada camara de
Neubauer. A contagem foi feita com aumento de 10 vezes e
apos, em cada reticulo, foi realizada a média do nimero de
células, sendo o resultado expresso em Numero de Células x
108 uL de sangue, segundo Collier (1944).

A determinacdo da concentracdo de hemoglobina foi
realizada através do método de Callier (1944), com o resultado
expresso em g dI-l. Para determinacdo do percentual de
hematdcrito, utilizou-se da técnica do microhematdcrito,
segundo o0 método de Goldenfarb et al. (1971).

Com os valores do nimero de eritrécitos, hematderito e taxa
de hemoglobina foram calculados trés indices hematimétricos
absolutos (Wintrobe, 1934), o Volume Corpuscular Médio, a
Hemoglobina Corpuscular Média e a Concentragdo de
Hemoglobina Corpuscular Média.

Para contagem de leucocitos e trombécitos total, foram
confeccionadas duas 1aminas de extensfes sanguineas por
animal. Sendo a colorag&o das |&minas realizada por meio da
utilizacdo de um kit de corantes rapido (Pandtipo).

Para a contagem do diferencial de leucécitos foram
contados 100 leucdcitos em microscopio de luz comum, com
objetiva de imersdo 100 vezes. A contagem foi feitano corpo
da extensdo, percorrendo-se todo o material, movimentando-
se aléminaem “zig-zag”, de acordo com método de Martins
et a. (2004). O nimero de cada tipo celular foi expresso em
porcentagem.

Os dados foram submetidos ao teste de homogeneidade e
normalidade e a andlise de regressao (ANOVA) em programa
estatistico SAS (Statistic Analyses System).
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Nutrientes Tratamentos (mg kg1 VIT C)
0 250 500 1000 2000
Vitamina A 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
Vitamina D3 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040
Vitamina E 3,000 3,000 3,000 3,000 3,000
Vitamina K3 MNB 0,229 0,229 0,229 0,229 0,229
Vitamina B1 0,204 0,204 0,204 0,204 0,204
Vitamina B2 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250
Vitamina B6 0,102 0,102 0,102 0,102 0,102
Vitamina B12 0,040 0,040 0,040 0,040 0,040
Vitamina C 0,000 7,143 14,286 28,571 57,143
Niacina 1,020 1,020 1,020 1,020 1,020
Pantotenato de Calcio 0,510 0,510 0,510 0,510 0,510
Biotina 0,500 0,500 0,500 0,500 0,500
Acido Félico 0,061 0,051 0,061 0,051 0,051
Inositol 1,020 1,020 1,020 1,020 1,020
Cloreto de Colina 8,333 8,333 8,333 8,333 8,333
Sulfato de Cobre pentahidratado 0,400 0,400 0,400 0,400 0,400
Sulfato de Ferro monohidratado 2,667 2,667 2,667 2,667 2,667
Sulfato de Manganés 1,923 1,923 1923 1,923 1,923
Sulfato de Zinco 2,286 2,286 2,286 2,286 2,286
lodato de calico 0,016 0,016 0,016 0,016 0,016
Selenito de sddio 0,009 0,009 0,009 0,009 0,009
Sulfato de Cobalto 0,033 0,033 0,033 0,033 0,033
Subtotal 22,734 29,877 37,020 51,306 79,877
Propionato 2,000 2,000 2,000 2,000 2,000
Veiculo 75,266 68,123 60,980 46,694 18,123
Total 100,00 100,000 100,000 100,000 100,000

Figura 1. Coleta do sangue de Kinguio (C. auratus)

Figure 1. Goldfish blood sampling (C. auratus)

Fonte: arquivo pessoal, 2010
Source: personal files, 2010
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final do periodo experimental, os peixes apresentaram
peso e comprimento final de 55,85+ 9,89 g e 14,38 + 1,53 cm.
A temperatura da agua, o pH, condutividade €elétrica e o
oxigénio dissolvido apresentaram valores médios de 24,8 +
1,53°C; 7,13+ 0,59; 0,10 = 0,07 mScm'%; 5,12 + 0,60 mg L1,
Estes valores encontram-se adequados ao bom desempenho
produtivo dos peixes (Boyd, 1990).

Avaliando-se os dados obtidos através da andlise
estatistica para as diferentes caracteristicas hematol 6gicas
(Tabela 3) foi observado que ndo houve diferenca significativa
(P > 0,05) entre os tratamentos, segundo o programa
estatistico SAS.

Tabela 3. Parametros hematimétricos referentes ao eritrograma de C. auratus
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de vitamina C

Table 3. Parameters of the RBC erythrogram C. auratus fed diets containing
different levels of vitamin C

Niveis de suplementacéo de vitamina C
(mg kg1 de ragao)

Par ametr os*

0 250 500 1000 2000 CV (%)
Eritrocitos (x 10°uL) 2,0 1,9 20 23 19 165
Hemoglobina(gdLl) 82 85 84 90 86 11,2
Hemat6crito (%) 355 333 359 360 361 12,0
VCM (u3) 168,3 170,6 180,9 163,8 189,1 17,9
HCM (pg) 416 432 423 40,9 449 16,4
CHCM (%) 246 255 235 252 240 114

VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglohina corpuscular média; CHCM = concentragéo de
hemoglobina corpuscular média; CV = coeficiente de variagéo
* Néo houve diferencas significativas (P>0,05)

No processo metabdlico a vitamina C auxilia na maturacéo
dos eritrocitos, na coagulagdo sanguinea e na manutencao
da hemoglobina em niveis normais, apesar de ainda ndo ser
conhecida a dosagem ideal para cada espécie. Adham et al.
(2000), constataram uma reduc¢é@o do hematdcrito, da
hemoglobina e da contagem de eritrécitos em animais que ndo
receberam suplementac&o vitaminica de acido ascorbico,
caracterizando como anemia.

N&o foi observada diferenca significativa nos valores do
eritrograma, e o nivel isento de vitamina C resultou em queda
da hemoglobina. O menor nivel de hemoglobina, mesmo que
ndo diferindo estatisticamente, pode ser atribuido a reducéo
na absor¢ado e redistribuicdo de Ferro e, conseguentemente,
na sintese de hemoglobina (Adham et al., 2000). Pois, a
vitamina C participa na liberagdo do ferro da trasnferrina e
ferritina, da forma oxidada para forma reduzida, que é
subsequentemente, incorporada a hemoglobina e outros
compostos essenciais, favorecendo o seu transporte no
organismo (Delvin, 1998).

Resultados semelhantes aos encontrados neste estudo
foram relatados por Adham et al. (2000), ao testar a
suplementagdo com &cido L-ascérbico de 100 e 500 mg kgt
na dieta para o bagre do canal (Clarias garapinus), néo

observando alteragdes no hematécrito e contagem total de
eritrocitos. Lim et al. (2000) também ndo encontraram efeito
significativo dos niveis de vitamina C na porcentagem de
hematécrito de catfish (Ictalurus punctatus). Ja Barros et al.
(2002), avaiando ainteracdo da vitamina C com o ferro nas
respostas hematoldgicas de tilapia do Nilo (Oreocrhomis
niloticus) observaram aumento da porcentagem de
hematdcrito, com o incremento de vitamina C na rag&o. Por
outro lado, a auséncia destes nutrientes na ragéo propiciou o
aparecimento de anemia microcitica e hipocrémica. Enquanto
gue a presenca da vitamina em doses elevadas estimulou a
liberagdo de eritrdcitos imaturos na corrente sanguinea.

Chagas & Val (2003) estudando o efeito da vitamina C
sobre os parametros hematol 6gicos de tambaqui (Colossoma
macropomum) demonstraram redugdo discreta, porém
significativa, nos valores de hematdcrito e contagem total de
eritrécitos, no grupo de peixes que nao recebeu acido L-
ascorbico, principalmente em comparagdo aos animais que
receberam 500 mg kg

Avaliando o efeito de grandes doses de &cido ascorbico
(AA) naragdo (400, 500, 600 e 800 mg de AA kg1), Affonso
et al. (2007) observaram aumento no percentual de
hematdcrito, taxa de hemoglobina e contagem de eritrocitos,
na dieta contendo suplementacdo de 600 e 800 mg de AA kg
1, por isso sugeriram a suplementacdo de 800 mg de AA kgt
para o matrinxa (Brycon amazonicus).

O numero de leucdcitos totais, trombacitos e diferencial
de leucdcitos, também ndo apresentaram alteraces em relacéo
aos diferentes niveis de vitamina C (Tabela 4).

Tabela 4. Par&metros do leucograma e trombograma de C. auratus alimentadados
com dietas contendo diferentes niveis de vitamina C

Table 4. Parameters of WBC and trombograma C. auratus fed with diets
containing different levels of vitamin C

Par dmetr os* Niveis de suplementacgdo de vitamina C
(mg kgt de racéo)

500 1000 2000 CV (%)

0 250

Leucacitos totais (uL) 10918 10184 10326 10721 10648 32,6

Trombadcitos (uL) 9198 12380 8858 11629 8819 37,2
Linfécitos (%) 850 850 838 857 847 8,2
Neutréfilos (%) 16 103 118 10,3 108 47,7
Mondcitos 2,3 4,2 S8 S5 2,6 66,0
CGE 1,5 11 11 2,2 1,7 121,5

CGE = Contagem geral de eritrécito
* N&o houve diferengas significativas (P>0,05).

N&o houve diferengas significativas nas contagens
diferenciais de leucdcitos e trombdcitos. Resultado devido,
provavelmente, ao fato de que os peixes ndo foram
submetidos a procedimentos estressante e/ou inflamatorio,
ndo havendo acdo do sistema imunoldégico, fazendo,
possivelmente, com que a vitamina C ndo tenha atuado no
sistema de defesa. Respostas semelhantes foram obtidas por
Martins (1995), em estudo com alevinos de pacu (Piaractus
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mesopotamicus) alimentados com dietas contendo distintos
niveis de vitamina C, ndo observou diferencas no nimero de
linfocitos, mondcitos e eosindfilos.

Adverso aos resultados obtidos neste trabalho, Araljo et
al. (2009) estudando pirarucus (Arapaima gigas) submetidos
atratamentos com vitamina C (100, 800 e 1200), observaram
aumento significativo (P<0,05), no nimero de leucécitos totais
em relagd@o ao tratamento controle, demonstrando que a
vitamina C tem a capacidade de aumentar a resisténcia
imunoldgica. Da mesma forma Martins (1998), utilizando
suplementacdo de éacido ascorbico para pacu (P
mesopotamicus), observou um aumento na resisténcia a
parasitas, sugerindo que um nivel adequado desta
suplementacdo vitaminica promove melhora nutricional e na
resposta imunol 6gica

Fujimoto & Carneiro (2001) demonstraram que a
suplementacdo de 500 mg de vitamina C kg! de ragcdo é
suficiente para prevenir a infestagcdo e ocorréncia de
deformidades em alevinos de pintado (Pseudoplatystoma
corruscans) em fase de crescimento. Em tilpias do Nilo
(Oreochromis niloticus) a auséncia de vitamina C nas dietas,
prejudicou a sintese do colageno levando aformagéo irregular
das vértebras, sugerindo o inicio de um quadro de lordoses e
de escoliose (Falcon et al., 2007).

No presente estudo ndo foram observadas alteracdes
hematol 6gicas importantes indicadores de deficiéncias
alimentares, porém alertamos para a importancia da
suplementacao da vitamina C naracéo para prevenir possivels
patologias, decorrentes de estados estressantes.

CONCLUSAO

A suplementagdo de vitamina C nas concentragdes
testadas na dieta de C. auratus ndo provocaram alteractes
nos parametros hematol 6gicos analisados.
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