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RESUMO

Este estudo avaliou o hemograma e a resposta
inflamatória aguda em tilápia do Nilo alimentada com 500mg
de vitamina C e 500mg de vitamina E/kg de ração. Após 30
dias de alimentação com a dieta suplementada com as
vitaminas, 500μg de carragenina, 3mg de lipopolissacarídeo
(LPS)/kg de peixe e 0,5ml de solução salina estéril (controle)
foram injetados na bexiga natatória dos animais. Seis horas
após, os peixes foram anestesiados para coleta de amostras
sangüíneas e análise da resposta inflamatória. Peixes injetados
com carragenina e LPS apresentaram as maiores contagens
totais de leucócitos no sangue, sendo que a suplementação
vitamínica na ração provocou redução no número total de
trombócitos nos injetados com carragenina. A taxa de glicose,
o número de eritrócitos, o hematócrito e o cortisol não sofreram
influência da suplementação vitamínica na ração. A
suplementação vitamínica provocou redução no número de
neutrófilos no sangue dos animais injetados com LPS. Nos
peixes injetados com carragenina e LPS alimentados com
vitaminas, houve maior migração de células para o sítio
inflamado. O LPS provocou maior migração de células em
comparação com os demais tratamentos, principalmente por
macrófagos. A suplementação vitamínica provocou aumento
no número de trombócitos no exsudato em peixes injetados
com carragenina e LPS.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus , hematologia,
inflamação, vitamina C, vitamina E.

ABSTRACT

This study evaluated the haematology and acute
inflammatory response in Nile tilapia fed with 500mg vitamin

C and 500 mg vitamin E/kg dry ration. Thirty days after feeding
with supplemented diet, 500μg carrageenin, 3mg
lipopolysacharide (LPS)/kg body weight and 0.5ml sterile saline
solution (control) were injected in the swim bladder. Six hours
after the fish were anesthetized to collect blood and analysis of
the inflammatory response. Fish injected with carrageenin and
LPS showed the highest counts of total leucocytes in blood
and, the vitamin supplementation provoked reduction in the
number of total thrombocytes in the carrageenin injected fish.
Glucose, erythrocyte number, hematocrit and cortisol were not
influenced by the vitamin supplmentation. The addition of
vitamins in the diet caused reduction in the number of neutrophils
in LPS injected fish. Once more, fish injected with carrageenin
and LPS fed vitamins showed higher migration of leucocytes to
the inflamed site. LPS provoked the highest migration of
inflammatory cells, mainly by macrophages when compared
to the other treatments. Vitamin supplementation increased the
number of thrombocytes in the inflammatory exsudate in
carrageenin and LPS injected fish.

Key words: Oreochromis niloticus, haematology,
inflammation, vitamin C, vitamin E.

INTRODUÇÃO

Com o desenvolvimento da Aqüicultura,
especialmente com a modernização das técnicas de
cultivo e a intensificação da criação, cada vez mais as
condições aquáticas podem ser comprometidas,
favorecendo a queda na resistência dos animais
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cultivados. Algumas substâncias têm a capacidade de
aumentar a resposta imunológica do organismo, sendo
denominadas de imunoestimulantes ou adjuvantes
(SAKAI, 1999).

A vitamina C contribui para a formação do
tecido ósseo e cartilaginoso, é responsável por
melhoras no crescimento de peixes e sua deficiência
provoca deformações ósseas, hemorragias, anorexia e
baixa resistência ao estresse (WANG et al., 2003) e
retardo no processo de cicatrização (MORAES et al.,
2003). Já a vitamina E (alfa-tocoferol) é a principal
vitamina lipossolúvel responsável por proteger a
membrana celular da peroxidação lipídica (THAKUR &
SRIVASTAVA, 1996). Sua deficiência causa baixo
crescimento, exoftalmia, ascite, anemia, brânquias
pálidas e disformes, prejuízo à produção de eritrócitos,
menor resposta de anticorpo, despigmentação e
acúmulo de gordura no fígado (TACON, 1992).

A interação entre as vitaminas C e E
administradas em conjunto na alimentação de peixes
demonstra um efeito sinergístico, principalmente sobre
o sistema imunológico inato. ORTUÑO et al. (2001)
observaram que Sparus aurata alimentados com dieta
suplementada com vitaminas C e E apresentaram
elevada atividade fagocitária de leucócitos no rim
anterior. Por outro lado, SEALEY & GATLIN III (2002),
ao suplementarem o híbrido Morone chrysops x M.
saxatilis com megadoses de vitaminas C e E na ração,
verificaram ineficácia contra infecção experimental com
Streptococcus iniae. Observa-se que, algumas vezes,
megadoses podem não surtir efeito sobre o organismo.
Porém, quando MENEZES et al. (2006) alimentaram
Arapaima gigas com dieta contendo uma combinação
de vitamina C (800mg kg-1 de ração) e E (500mg kg-1 de
ração), observaram aumento no percentual de
hematócrito, taxa de hemoglobina, leucócitos totais,
proteínas totais e eosinófilos. Neste estudo, não foram
utilizadas megadoses, mas sim quantidades de
vitaminas que levaram em consideração resultados
prévios positivos com as suplementações de vitamina
C e E em Piaractus mesopotamicus (MORAES et al.,
2003; BELO, 2002).

A resposta inflamatória em peixes foi
avaliada após administração de carragenina
(MATUSHIMA & MARIANO, 1996; MARTINS et al.,
2000, 2001), carvão coloidal (ELLIS et al., 1976),
lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli, adjuvante
completo de Freund (ACF), querosene e carragenina
(WHITE et al., 1981; JENKINS & KLESIUS, 1998),
parafina líquida (SUZUKI, 1986), microcistina
(VAJCOVÁ et al., 1998), Edwardsiella ictaluri
(HÉRBERT et al., 2000), peptidoglucano (KONO &
SAKAI, 2001), beta-glucano de Saccharomyces

cerevisiae e LPS de Salmonella typhimurium
(PAULSEN et al., 2001).

Pelo fato das vitaminas C e E atuarem no
sistema de defesa dos animais e tendo em vista sua
importância na composição da ração para peixes, o
objetivo deste estudo foi avaliar se existe diferença no
quadro hematológico e na resposta inflamatória aguda
induzida pela carragenina e LPS em tilápia do Nilo
(Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758) alimentada
com dieta suplementada com 500mg de vitamina C e
500mg de vitamina E kg de ração-1.

MATERIAL   E   MÉTODOS

Tilápias com peso médio de 236,71+26,73g
e comprimento total médio de 20,27+1,60cm foram
aclimatadas durante 10 dias em caixas d’água de 250L
no Laboratório de Patologia de Organismos Aquáticos,
Centro de Aqüicultura, UNESP, Jaboticabal, SP. Esses
animais, durante esse período, foram alimentados duas
vezes ao dia com ração peletizada (28% de proteína
bruta e 4000kcal de energia bruta kg-1). A temperatura
da água manteve-se em 28,7+1,4oC, o pH em 7,0+0,5 e o
oxigênio dissolvido em 4,8+0,9 mg l-1.

Os animais foram alimentados com ração
contendo 500mg de vitamina C + 500mg de vitamina E
kg de ração-1, durante 30 dias, antes da injeção dos
irritantes e coleta de amostras. A ração comercial isenta
de vitamina C e E foi cedida pela D’Guabi (Divisão de
Organismos Aquáticos Mogiana Alimentos, Campinas,
SP) e as vitaminas pela Roche. Os ingredientes foram
misturados à respectiva proporção juntamente às
vitaminas para peletização e armazenamento à
temperatura de 4oC, em saco plástico escuro.

O processo inflamatório foi induzido pela
injeção de 500μg de carragenina (Marine Colloids)
dissolvidos em 0,5ml de solução salina estéril, 3mg de
LPS kg-1 de peixe dissolvidos em 0,5ml de solução salina
estéril ou apenas 0,5ml de solução salina estéril
(controle) com agulha e seringa de tuberculina estéreis,
na bexiga natatória. Seis horas após as injeções, os
animais foram anestesiados com benzocaína para
amostragem de sangue, sacrificados e o componente
celular da reação avaliado segundo MARTINS et al.
(2001).

Com seringa contendo EDTA a 10%, cerca
de 2ml de sangue foram coletados para dosagem do
cortisol, pelo método de radioimunoensaio (kits DPC -
Diagnostic Products Corporation), e da taxa de glicose
(KING & GARNER, 1947). As extensões sangüíneas
foram coradas com Giemsa/MayGrunwald para
contagem diferencial de leucócitos (ROSENFELD, 1947)
e contagens totais de trombócitos e leucócitos pelo
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método indireto (MARTINS et al., 2004). O percentual
de hematócrito (GOLDENFARB et al., 1971) e a
contagem total de eritrócitos foram obtidas em
hemocitômetro.

Os resultados foram submetidos à analise
de variância (ANOVA) aplicando-se o teste F (P<0,05)
e para comparação de médias, o teste Tukey. Para
verificação dos contrastes que envolvem grupos de
médias, utilizou-se o teste de Scheffé, conforme
indicações de BANZATTO & KRONKA (1995).

RESULTADOS

Após 30 dias recebendo ração contendo as
vitaminas, os animais atingiram o peso médio final de
301,3+69,5g e o comprimento total médio de 25,5+2,5cm.

O número total de leucócitos nos animais
que não foram injetados com substâncias (SI) não se
alterou com a suplementação vitamínica na ração, sendo
estatísticamente igual ao dos grupos injetados com
carragenina e LPS, ambos alimentados com as vitaminas
(Tabela 1).

Porém, tilápias injetadas com carragenina e
LPS apresentaram as maiores contagens totais de
leucócitos no sangue periférico. A suplementação
vitamínica na ração provocou redução significativa no
número total de leucócitos e trombócitos dos animais
injetados com carragenina e LPS, não diferindo, porém,
entre estes dois tratamentos (Tabela 1). Embora a taxa
de glicose dos animais sem injeção (SI) de substâncias

tenha se mantido entre 26,1 e 29,6mg dl-1, não houve
diferença em relação aos demais tratamentos, que
mostraram valores entre 30,9 e 54,2mg dl-1.

O número de eritrócitos, o percentual de
hematócrito e a concentração de cortisol plasmático
não foram diferentes entre os tratamentos, nem
sofreram influência da suplementação vitamínica na
ração (Tabela 1). Apesar da variação entre os
tratamentos, não houve diferença significativa no
número de monócitos, linfócitos e basófilos no sangue
circulante (Tabela 2). Por outro lado, o número de
neutrófilos nos animais injetados com salina
alimentados com vitaminas foi maior do que o dos não
injetados (SI), dos injetados apenas com salina e o dos
injetados com carragenina alimentados com vitaminas.
Por sua vez, a suplementação com vitaminas na ração
provocou redução no número de neutrófilos no sangue
dos animais injetados com LPS (Tabela 2).

A contagem total de leucócitos no exsudato
da bexiga natatória da tilápia foi influenciada pela
alimentação com vitaminas na ração (Tabela 2). Nos
animais injetados tanto com carragenina, como com
LPS, alimentados com vitaminas, houve maior migração
de células para o sítio inflamado. Além disso, observa-
se que o LPS foi a substância que mais provocou
acúmulo ou migração de células (17.314 células μl-1) em
comparação com os demais tratamentos.
Interessantemente, o número de trombócitos no
exsudato inflamatório também foi maior nos animais
injetados com carragenina e LPS, ambos alimentados

Tabela 1 - Valores médios e desvio padrão das características hematológicas de tilápia do Nilo não-injetada (SI), injetada com salina (Sal),
carragenina (Car) e LPS sem e com suplementação de 500mg de vitamina C e E kg-1 de ração. Letras distintas na coluna indicam
diferença significativa entre os tratamentos (P<0,05).

Tratamentos Leucócitos (x 1000 µl-1) Trombócitos (x 1000 µl-1) Glicose (mg dl-1)

SI 8,2+1,4c 9,0+2,2ba 26,1+5,2ba

SI+Vit 8,3+1,4c 8,9+2,5b 29,6+7,1ba

Sal 18,1+5,5ab 12,2+4,6a 38,7+8,2a

Sal+Vit 12,8+2,4bc 9,7+3,9ba 30,9+3,8ba

Car 23,5+6,4a 17,5+6,5a 54,2+23,4a

Car+Vit 7,8+0,7c 6,7+0,6b 47,0+15,1a

LPS 22,9+4,2a 12,8+6,4ab 40,9+9,9a

LPS+Vit 8,8+2,9c 9,4+1,9b 30,9+1,3ba

Tratamentos Eritrócitos (x 1000 µl-1) Hematócrito (%) Cortisol (μg dl-1)
SI 1732,9+335,3a 29,8+5,9ª 45,1+9,6ª
SI+Vit 1571,4+342,7a 37,9+6,4a 39,4+8,9a

Sal 1484,3+369,4a 30,1+5,6a 43,2+5,9a

Sal+Vit 1596,6+389,0a 38,6+6,5a 45,9+11,2a

Car 1504,4+227,8a 32,9+7,5a 51,7+10,0a

Car+Vit 1224,3+116,4a 36,7+3,1a 54,2+14,2a

LPS 1370,0+126,1a 35,8+5,1a 52,3+15,5a

LPS+Vit 1486,7+296,8a 37,7+1,3a 53,6+10,4a
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com vitaminas na ração. O número de macrófagos no
exsudato apresentou maior valor nos peixes injetados
com LPS, sendo que a suplementação vitamínica
provocou aumento neste número nos animais injetados
com carragenina, mas redução nos injetados com LPS
(Tabela 2).

DISCUSSÃO

Neste ensaio, o número de eritrócitos, o
hematócrito e o número de linfócitos na contagem
diferencial de leucócitos apresentaram maiores valores
do que os observados também em tilápias por UEDA
et al. (1997), TAVARES-DIAS & FAUSTINO (1998) e
TAVARES-DIAS & MORAES (2003). A taxa de glicose
neste estudo foi semelhante aos valores observados
por HRUBEC et al. (2000) e AZEVEDO et al. (2006), em
tilápia, sendo que a falta de diferença significativa entre
os tratamentos permite sugerir que não houve efeito
estressante das substâncias injetadas.

Se pode ocorrer inibição no eixo hipotálamo-
pituitária após administração de LPS, conforme
observado por BRUNETTI et al. (1994), é possível
explicar a influência das injeções de salina, carragenina
e LPS na população de leucócitos no exsudato da bexiga
natatória. Ocorrendo tal inibição, a liberação de cortisol,
hormônio antiinflamatório, pode ser prejudicada,
favorecendo a resposta inflamatória. A falta de resposta
do cortisol à aplicação de carragenina já foi relatada em

P. mesopotamicus por MARTINS et al. (2000). A
inalteração dos níveis circulantes de cortisol neste
estudo corroborou as observações de BARCELLOS et
al. (1997) e MARTINS et al. (2004), em tilápia estressada
por anoxia. Para minimizar os efeitos estressantes de
transporte e confinamento, neste ensaio, os peixes
foram aclimatados durante 10 dias antes da
experimentação, conforme recomendado por
BARCELLOS et al. (1997) e MARTINS et al. (2004). A
inalteração da taxa de glicose, do número de eritrócitos,
do hematócrito e do cortisol possivelmente se deve à
adaptação dos animais às condições experimentais.
Além disso, a injeção de salina, carragenina ou LPS
podem não ter tido efeito sobre essas variáveis, uma
vez que as mesmas dosagens foram utilizadas com
sucesso no híbrido tambacu e em P. mesopotamicus
(MARTINS et al., 2001; 2006, respectivamente).

A injeção de carragenina e LPS provocou
maior migração de células para o foco inflamatório,
confirmado pela contagem total de leucócitos no
exsudato. No Brasil, estudos demonstraram que, por
vezes, a injeção de LPS pode não ter a resposta
esperada. Este foi o caso de FLORES QUINTANA &
MORAES (2001), que, ao injetarem a substância na
cavidade de P. mesopotamicus, não verificaram
alteração no número de macrófagos e linfócitos no
exsudato inflamatório. Por outro lado, MARTINS et al.
(2001) observaram migração de células envolvidas na
resposta inflamatória no exsudato da bexiga natatória

Tabela 2 - Valores médios e desvio padrão da contagem diferencial de leucócitos no sangue e de leucócitos totais, trombócitos e macrófagos
no exsudato da bexiga natatória de tilápia do Nilo não-injetada (SI), injetada com salina (Sal), carragenina (Car) e LPS sem e com
suplementação de 500mg de vitamina C e E kg-1 de ração. Letras distintas na coluna indicam diferença significativa entre os
tratamentos (P<0,05).

Sangue
Tratamentos

Monócito (no µL-1) Linfócito (no µL-1) Neutrófilo (no µL-1) Basófilo (no µL-1)

SI 1422,6+55,7ab 6200,9+56,0a 556,9+41,7a 35,7+11,1ª
SI+Vit 1089,8+63,6ª 5845,8+280,1a 1241,5+253,6a 23,8+6,4a

Sal 1473,3+124,4a 12074,5+618,1a 3645,3+562,8a 181,0+44,9a

Sal+Vit 1317,1+117,6a 6912,0+338,9a 4553,0+267,7b 17,9+9,3a

Car 1981,0+211,6a 16081,0+946,2a 5303,9+790,5a 133,9+34,4a

Car+Vit 523,4+17,2a 4825,1+131,1a 2428,9+124,6a 22,6+0,49a

LPS 2093,1+376,0a 13249,9+506,0a 7295,9+606,4a 261,1+45,1a

LPS+Vit 502,5+104,5a 2149,8+289,9b 6147,7+274,9b 0a

Exsudato da bexiga natatória
Tratamentos

Leucócitos (no µl-1) Trombócitos (no µl-1) Macrófagos (no µl-1)
Sal 165,7+58,0a 47,6+4,1c 7,1+2,0c

Sal+Vit 742,9+136,7a 178,3+7,0c 30,7+1,5c

Car 274,3+63,5a 713,0+8,2a 117,9+4,2a

Car+Vit 6335,7+2657,5b 1493,3+124,6c 461,9+42,1c

LPS 9821,4+5619,1b 4587,6+1140,7b 2034,0+919,3b

LPS+Vit 17314,3+4823,4c 9671,8+449,5c 1385,1+83,4c
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do híbrido tambacu. MATUSHIMA & MARIANO
(1996) observaram migração de leucócitos e
trombócitos para a bexiga natatória de tilápia 3h após
injeção de carragenina, corroborando estes resultados.
Neste ensaio, a tilápia apresentou maior migração de
células para o sítio inflamado quando comparada com
o híbrido tambacu. Essa diferença na resposta de cada
espécie de peixe pode, sem dúvida, existir, e fora
comprovada por MATSUYAMA & IIDA (1999) com o
aumento no número de neutrófilos no exsudato de tilápia
comparado com o de carpa.

Interessantemente, animais alimentados
com dieta suplementada com vitamina C e E durante 30
dias antes da indução do processo inflamatório
mostraram aumento no número de células no exsudato,
quando comparados aos não-suplementados. Estes
resultados corroboraram os achados de SOBHANA et
al. (2002), os quais observaram maior infiltração de
células em Cirrhinus mrigala suplementado com
vitamina C. Segundo ORTUÑO et al. (1999), níveis
elevados de vitamina C provocam maior atividade do
sistema complemento, importante mediador químico,
que pode influenciar na resposta inflamatória. A
presença de macrófagos e trombócitos no exsudato da
bexiga natatória da tilápia corroborou as observações
de SUZUKI & HIBIYA (1988), em carpas injetadas no
tecido orbital com carragenina e LPS, e de JENKINS &
KLESIUS (1998), com migração de macrófagos em
Ictalurus punctatus estimulado por adjuvante
incompleto de Freund e esqualene.

Concluindo, houve coerência entre os
resultados da contagem total de leucócitos e
trombócitos no sangue periférico e seu número no
exsudato inflamatório. A diminuição nestes valores no
sangue dos peixes alimentados com vitaminas foi
acompanhada por aumento no número de células no
sítio inflamado. Este fato reforça a hipótese de que a
suplementação vitamínica possibilitou a maior migração
de células de defesa (leucócitos e trombócitos) para a
bexiga natatória após injeção de carragenina e LPS.
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