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RESUMO - O estudo da hematologia é conside-
rado uma importante ferramenta para o processo
de diagnodstico de doengas. As técnicas usadas em
mamiferos sdo amplamente aplicadas em peixes,
no entanto com algumas modificagdes. A presenca
de eritrocitos nucleados e trombdcitos em peixes
pode causar dificuldade na identificacdo das cé-
lulas sanglineas, principalmente na contagem de
leucécitos totais. A presente pesquisa foi realizada
com o objetivo de avaliar duas metodologias (direta
e indireta) de quantificagdo de leucdcitos. Espéci-
mes de tilapia foram divididos ao acaso em quatro
grupos de 48 peixes cada. Cada grupo foi dividido
em trés réplicas experimentais com 16 animais por
réplica em aquarios de 40 L e mantidos por 10 dias.
A quantificagdo dos leucdcitos foi determinada em
6 animais por grupo nos tempos: 0, 3, 7 e 10 dias. A
metodologia direta em camara de Neubauer apre-
sentou grande oscilagdo dos dados com relagao a
média, o oposto tendo sido observado na metodo-
logia indireta realizada em extensdes sanguineas,
que apresentou maior homogeneidade entre os
grupos. Devido a este fator a metodologia indireta
pode ser considerada mais confiavel que a meto-
dologia direta para quantificacdo de leucdcitos em
peixes.

Palavras-chave: Sangue, leucécitos, peixe, Oreo-
chromis niloticus.

ABSTRACT - Haematological investigation is an
important part of disease diagnosis. The techniques
used for mammals are generally applicable for
fishes with slight modification. The presence of
nucleated erythrocytes and thrombocytes in fish
may cause some confusion in the identification of
blood cells, mainly in total leukocytes count. This
work evaluated two different methods (direct and
indirect) of leukocytes counting. Specimens of
tilapia were divided randomly into four groups of 48
fish each. Each group was further randomized into
three replicate experiments of 16 fish per replicate
in 40 L aquarium and maintained for 10 days.

Counting of leukocytes in peripheral blood was
determined in six fishes per group at the times: O,
3, 7 and 10 days. The direct method in Neubauer
chamber showed a large dispersion of data in
regard to the average, the opposite was observed
in indirect method determined in blood smears that
showed more homogeneity among groups. Due to
this factor the indirect method can be considered
more accurate than the direct method for counting
leukocytes in fishes.

Key words: Blood, leukocytes, fish, Oreochromis
niloticus.

INTRODUGAO

A aquicultura é um dos sistemas de produgéo que
mais cresce no mundo. Baseado em estatisticas da
FAO (1999), a produgéo brasileira, nos ultimos anos
tem aumentado na proporgédo de 30% ao ano. Assim,
a aquicultura comega a desempenhar importante papel
econdmico e social no cenario nacional, consolidando-
se como atividade em expansao, gerando alimen-
tos, empregos, impostos e divisas (BORGHETTI e
OSTRENSKY, 1998).

Atilapia, Oreochromis niloticus, € uma das espécies
mais indicadas para o cultivo intensivo principalmente
em paises tropicais como o Brasil, onde as temperaturas
favorecem seu desempenho. Além disso, suas caracte-
risticas zootécnicas e alta qualidade de carne fazem da
tilapia um produto de grande interesse para o processa-
mento industrial. Esta espécie vem sendo criada em boa
parte do pais, com exce¢ao apenas de alguns estados
da regido norte (OSTRENSKY et al., 2000).

Ao mesmo tempo em que ocorre a expansao desta
atividade, ocorrem também os problemas sanitarios,
pois com a intensificacdo dos meios produtivos, o
transporte, a ma qualidade da agua, entre outros, atuam
como agentes estressantes, resultando em depressao
dos mecanismos de defesa organica e aumentando a
susceptibilidade dos peixes as enfermidades, que
consequentemente causa prejuizos na producgéo do
pescado (SCHALCH et al., 2005).
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O estudo dos parémetros sangliineos em peixes
tem sido freqlientemente utilizado para a detecgéo de
alterages fisiopatoldgicas em diferentes condi¢des
de estresse (NUSSEY ef al., 1995; RANZANI-PAIVA
et al., 2005). Alteragdes no quadro hematoldgico de
peixes expostos a metais pesados foram observa-
das em Hoplias malabaricus (OLIVEIRA-RIBEIRO
et al., 2006), em Acipenser baeri (MIKRYAKQOV e
LAPIROVA, 1996), em Oreochromis niloticus
(NUSSEY et al., 1995; ISHIKAWA, 2003), em
Oreochromis aureus (ALLEN, 1994), em peixes pa-
rasitados (SILVA-SOUZA et al., 2000, MARTINS et
al., 2004, RANZANI-PAIVA et al., 2005; AZEVEDO et
al., 2006a), o efeito do estresse por restricao alimen-
tar em Hoplias malabaricus (RIOS et al., 2005), de
toxinas (GORDON et al., 2005; MOLINA et al., 2005)
e contaminagéo bacteriana (RANZANI-PAIVA et al.,
2004; SILVEIRA-COFFIGNY et al., 2004; MISRA et
al., 2006a).

Embora existam inumeras pesquisas dos parame-
tros hematolégicos em peixes, as literaturas apresen-
tam muitas informacdes inconsistentes com relacao
a nomenclaturas, diferenciagdo celular, maturagéo e
fungéo das células sangiineas dos peixes (HRUBEC
e SMITH, 1998; TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).
YASUTAKE e WALES (1983) e RANZANI-PAIVA e
SILVA-SOUZA (2004) relatam que assim como as
aves, 0s peixes possuem eritrocitos nucleados, sendo
esta particularidade em alguns casos a responsavel
pela dificuldade na identificacao e diferenciacao pre-
cisa das células.

Dentre os componentes do sangue, os leucdcitos
representam importante papel na imunidade néao
especifica e os seus valores podem ser considerados
como indicadores do estado de saude dos peixes
(MISRA et al., 2006b). Segundo TAVARES-DIAS e
MORAES (2004), as metodologias de quantificacdo
dos leucdcitos em peixes, ao contrario das dos
mamiferos, apresentam uma série de dificuldades
devido a imprecisao da diferenciacdo entre os
leucdcitos e os trombdcitos durante a quantificagéo
direta na cAmara de Neubauer. Os leucdcitos sao
células que desempenham papel na atividade nos
processos inflamatorio e imunoldgico nos tecidos
de mamiferos (GARCIA-NAVARRO e PACHALY,
1998), o mesmo é afirmado em peixes (SILVA et al.,
1998; RANZANI-PAIVA et al., 2004; TAVARES-DIAS
e MORAES, 2004). Ja os trombdcitos sédo células
responsaveis pelo processo de coagulacao sanguinea
(YASUTAKE e WALES, 1983; TAKASHIMA e HIBIYA,
1995; MATUSHIMA e MARIANO, 1996; HRUBEC e
SMITH, 1998;). No entanto, de acordo com TAVARES-
DIAS et al. (1999; 2000) e TAVARES-DIAS e FAUSTINO
(1998) e TAVARES DIAS et al. (2007) os trombadcitos,
embora ndo sejam de linhagem leucocitaria, foram
considerados como células sangiineas de defesa,

predominante em varias espécies dulciaquicolas. Esta
hipétese é corroborada por NAKAGHI et al. (1995),
onde localizaram citoquimicamente em trombdcitos
de pacu a presenca de fosfatase acida, que é uma
enzima com atividade digestiva e peroxidase, uma
enzima com atividade oxidativa nos processos de
fagocitose. Além disso, MATUSHIMA e MARIANO
(1996) observaram a migragéo predominante de
trombdcitos no exsudato presente na luz da bexiga
natatéria apds diferentes tempos de injecao do irritante
carragenina. Por outro lado, HRUBEC e SMITH (1998)
e PITOMBEIRA e MARTINS (1966) recomendam
a contagem de leucdcitos totais pela metodologia
indireta com o objetivo de diferenciar os trombdcitos
dos leucdcitos e para isso partem da contagem de
eritrcitos na cadmara de Neubauer e da contagem
de leucdcitos em extensdes sanguineas. De acordo
com HRUBEC e SMITH (1998) através da contagem
em extensodes sanglineas, € possivel diferenciar com
maior confiabilidade os trombdcitos dos linfécitos.

Este trabalho teve como objetivo avaliar e comparar
duas metodologias de quantificagéo (direta x indireta)
de leucdcitos totais em Oreochromis niloticus através
de teste experimental em laboratério.

Material E Métodos

O experimento foi realizado na Unidade Labo-
ratorial de Referéncia em Patologia de Organismos
Aquaticos do Instituto de Pesca de Sao Paulo.

As tilapias, Oreochromis niloticus foram adquiridas
de uma piscicultura comercial. O lote foi composto por
250 individuos com peso médio de 27,13 + 4,67 g. O
periodo de aclimatagéo foi de 96 horas em caixa de
amianto, preenchidas com agua declorada e providas
de aeracgéo artificial. Neste periodo os peixes foram
alimentados com ragédo comercial e ficaram em ob-
servagao a fim de monitorar as possiveis variagdes
(estresse, parasitismo e mortalidade,) que pudessem
interferir negativamente no experimento. Apds este
periodo, os peixes foram transferidos para aquarios
com capacidade para 40 L de agua, com sistema
de aeracgao artificial, em densidade de 16 peixes por
aquario.

Quatro grupos experimentais foram determinados
ao acaso, com trés repeticdes cada, totalizando a
utilizagao de 12 aquarios e 192 peixes.

Para as analises sanguineas, os peixes foram
retirados dos aquarios, anestesiados com benzocaina
€ 0 sangue coletado por pung¢ao caudal, com auxilio
de seringas descartaveis previamente heparinizadas.
As puncgdes foram realizadas em dois individuos por
aquario, totalizando seis de cada grupo, nos interva-
los; 0, 3, 7 e 10 dias de experimentagéo. Os peixes
utilizados nas pungdes sanguineas foram retirados
do experimento.
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A partir das amostras de sangue foram obtidas
as contagens de eritrocitos e leucdcitos totais (con-
tagem direta) em camara de Neubauer, utilizando-
se a solugdo de NATT e HERRICK (1952) como
diluente na proporgao de 1:200. Os eritrocitos foram
quantificados nos cinco quadrantes secundarios do
quadrado central e os leucdcitos foram quantificados
nos quatro quadrados laterais.

A contagem indireta dos leucécitos totais foi
realizada segundo metodologia proposta por
HRUBE e SMITH (1998). Para tanto, foram prepa-
radas extensdes sanguineas, coradas em seguida
pelo May-Grunwald-Giemsa segundo ROSENFELD
(1947). Nesta metodologia de quantificagéo, foram
contados aproximadamente 2000 eritrocitos de cada
extensdo, e o numero de leucdcitos e trombdcitos.
Os numeros totais de leucdcitos e trombocitos fo-
ram estimados através da relagdo do numero de
eritrocitos totais (obtidos na camara de Neubauer),
segundo a férmula:

Leucdcitos totais (por L) = NL x NE (por pL)/2000
(HRUBE e SMITH, 1998)

onde:

NL: numero de leucdcitos

NE: namero de eritrécitos (Camara de Neu-
bauer)

2000: 2000 eritrocitos contados na extenséo
sanglinea

As variaveis fisicas e quimicas da agua foram
monitoradas diariamente: Temperatura (°C), através
de termdmetro de coluna de mercurio; pH e condu-
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tividade elétrica (uScm™'), através de aparelhos de
medicéo digital por eletrodo.

Durante os 10 dias de experimentacao, a alimen-
tacéo dos peixes foi fornecida com ragéo extrusada
na proporgao de 1% de peso vivo logo apos as cole-
tas de sangue. Posteriormente, foi realizado a sifona-
gem das fezes. Neste processo foram realizadas as
trocas de 1/3 do volume da agua dos aquarios.

Os dados foram expressos em média + desvio
padrédo (DP). A estatistica foi realizada por analise
de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey com significancia a 5% (p< 0,05).

Resultados De Discussao

Os resultados obtidos para os parametros in-
dicadores de qualidade de agua apresentado na
TABELA 1 nao variaram significativamente entre
os tratamentos (p>0,05), com excegdo somente
para a condutividade. A temperatura foi mantida
a 25,38+1,04°C, pH a 7,01+£0,58 e condutividade
128,36+38,06 pncm/. Segundo KUBITZA (2000), os
niveis destas variaveis se encontram na faixa ideal
de conforto para a espécie.

No processo da puncéo sanguinea foi deter-
minada a utilizacdo do anticoagulante heparina,
por ser natural e sem restricdes para analises de
idons sanguineos. Além disso, muitos trabalhos de-
monstraram bons resultados deste anticoagulante
em estudos hematolégicos em peixes (RANZANI-
PAIVA e SILVA-SOUZA, 2004; RANZANI-PAIVA et
al., 2004; RANZANI-PAIVA et al, 2005; ISHIKAWA
et al., 2007).

TABELA 1 — PARAMETROS FiSICOS DA AGUA NO EXPERIMENTO COM O. NILOTICUS, SAO PAULO,

2003.
Grupo pH Condutividade (uS/cm) Temperatura (°C)
1 6,77 £ 0,252 126,73 £ 39,19° 25,43 + 1,102
2 7,03+1,022 112,88 £ 31,29 ¢ 2528 +1,12 2
3 7,03+0,722 133,28 £ 40,38 ° 25,34 + 1,012
4 7,22+0,392 140,56 + 47,73 @ 25,48 + 1,022
CV (%) 3,97 3,91 0,43

MEDIAS EM MESMA COLUNA SEGUIDA DE MESMA LETRA NAO DIFEREM SIGNIFICATIVAMENTE

(P>0,05)
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TABELA 2 - VALORES MEDIOS ABSOLUTOS (ML) E DESVIO PADRAO DE LEUCOCITOS DE O. NILOTICUS
(N=24) PELA METODOLOGIA DIRETA E INDIRETA, SAO PAULO, 2003.

Tempo (dias)

0 3 7 10
Indireta 20360 + 4956%* 7714 £ 737%® 9675 + 11618 12695 + 1708%®
Direta 15708 + 8938 1045 + 68898 16354 + 6548 12000 + 448428

MEDIAS SEGUIDAS COM MESMAS LETRAS NA COLUNA (MINUSCULAS) E NA LINHA (MAIUSCULAS)
NAO DIFEREM SIGNIFICATIVAMENTE (P> 0,05)

FIGURA 1 - VALORES MEDIOS DE LEUCOCITOS QUANTIFICADOS PELA METODOLOGIA DIRETA E
INDIRETA EM O. NILOTICUS.

Contatagem Leucécitos (Direta/Camara de Neubauer) Contagem Leucdcitos (Indireta/Extensao sangiiinea)

25000
23000

I 21000 3 21000
= 5 19000
r 13233 é 17000 —&—Grupo 1
e 15000 '3 15000 —B—Grupo 2
: 13000 § 13000 —— Grupo 3
8 11000 g 11000 —e—Grupo 4
H s 9000
3 9000 > 7000

7000 5000

5000 3000

Tempo (dias)

Os valores médios de leucécitos quantificados
pela metodologia direta e indireta estdo apresenta-
dos na TABELA 2 e FIGURA 1. Segundo os dados
percebe-se declinio nos valores médios de leucocitos
totais em ambas as metodologias testadas, sendo
mais pronunciado no terceiro dia de experimentacao.
GILL e PANT (1985) atribuem esta alteragao ao fator
estresse de experimento que também é demonstrado
em varios vertebrados.

Segundo BENFEY e BIRON (2000), Oncorhyn-
chus mykiss e Salvelinus fontinalis submetidos ao
estresse de confinamento e manipulagéo apresen-
taram diminui¢gdo do numero de leucdcitos e ligeiro
aumento do numero total de trombdcitos. Esses au-
tores mencionam a hipétese de que o estresse leva
a uma redistribui¢cdo dos linfécitos, principalmente
nos orgéos linféides, diminuindo-os na circulagéo
sanguinea, ou a destruicdo dos linfécitos em res-
posta ao alto nivel de cortisol. Esta ultima hipotese
€ confirmada por WOJTASZEK et al. (2002), que
observaram profunda linfopenia e eosinopenia em
Cyprinus carpio apés 24 horas da inoculagéo de
cortisol.

Tempo (dias)

Houve interagdo significativa (p<0,01) entre as
médias das metodologias testadas sobre os tempos
de coletas das amostras (TABELA 2). Observou-se
na terceira coleta (sétimo dia), que os leucdcitos
quantificados pela metodologia direta apresentou
média superior ao da metodologia indireta. E, além
disso, pela analise da FIGURA 1, verificou-se que
a metodologia direta apresentou grande oscilagao
entre as médias, o oposto foi observado na metodo-
logia indireta, que apresentou maior homogeneidade
entre as médias observadas nos diferentes tempos
de coletas. Esta afirmacao é corroborada pelos
dados do desvio padrdo das médias apresentadas
na TABELA 2, onde através da metodologia direta
verificou-se valores superiores aos encontrados pela
metodologia indireta em todos os tempos de coletas,
evidenciando assim maior variagao dos dados entre
as repeticoes.

Os valores de leucécitos encontrados no presente
trabalho, tanto pela metodologia direta e indireta
sdo apresentadas e comparadas com outros traba-
Ihos citados na literatura (QUADRO 1). Observa-se
que os valores encontrados no presente trabalho
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encontram-se préximos aos resultados observados
por NUSSEY et al. (1995), ISHIKAWA (2003) e AZE-
VEDO et al. (2006a; 2006b). O oposto é observado
nos resultados apresentados por ALLEN (1994) e
BARROS et al. (2002) com médias e amplitude de
variagdes extremamente altas. OLIVEIRA-RIBEIRO
et al. (2006) mencionam que mesmo trabalhando
com a mesma espécie de peixe pode ocorrer diferen-
¢a no numero de leucdcitos entre os experimentos.
Dentre os varios fatores destacam-se as diferentes
procedéncias dos animais e condi¢gdes anteriores
a captura.

A literatura apresenta varios trabalhos utilizando
a quantificagao de leucécitos pela metodologia direta
em peixes (DICK e DIXON, 1985; KLINGER et al.,
1996; BENFEY e BIRON, 2000; TAVARES-DIAS
et al., 1999, 2001, 2002a, 2002b; BARROS et al.,
2002; DAS e MUKHERJEE, 2003; MARTINS et al.,
2004; MELA, 2004; SELVARAJ et al., 2005; MG-
BENKA et al., 2005; MISRA et al., 2006a; OLIVEIRA-
RIBEIRO et al., 2006). Ja outros autores utilizaram a
metodologia indireta (RANZANI-PAIVA et al., 1987;
MAZON et al., 2002; TAVARES-DIAS et al., 2002b;
ISHIKAWA, 2003; RIOS et al., 2005; AZEVEDO et
al., 2006a; 2006b).

Percebe-se um predominio da utilizacdo da me-
todologia direta. Atualmente, devido a alta precisao
das micropipetas automaticas e pela sua praticida-
de, estas tém substituidos as antigas pipetas de
diluicdo (pipeta de Thomma). No entanto, segundo
TAVARES-DIAS e MORAES (2004), as técnicas
de coloracdo dos leucdcitos nesta metodologia
na camara de Neubauer ndo sdo muito eficientes
e, além disso, apresentam grande dificuldade na
diferenciagao principalmente entre linfocitos e trom-
bdcitos, acarretando na grande variagdo nos dados
descritos para uma mesma espécie. TAVARES-DIAS
et al. (2002b) testaram as metodologias de colora-
coes recomendadas por NATT e HERRICK (1952),
CHRISTENSEN et al. (1978), KEKIC e IVANC (1982)
e por BERRA et al. (1993), sendo que nenhuma delas
apresentou eficiéncia na coloragdo dos leucécitos
em peixes.

Na metodologia indireta, que consiste na estima-
tiva dos valores absolutos de leucdcitos através dos
dados obtidos da extensdo sanguinea, alguns auto-
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res recomendam a quantificagdo de 7000 eritrécitos
(McKNIGHT,1966), 5000 eritrécitos (PITOMBEIRA
e MARTINS, 1966), 3000 eritrocitos (RIOS et al.,
2005) e 2000 eritrocitos (HRUBEC e SMITH, 1998;
WOJTASZEK et al., 2002; MARTINS et al., 2004).

A quantificagdo de um nimero maior de eritré-
citos torna a estimativa mais confiavel, no entanto
o trabalho e o tempo empregados sdo maiores.
TAVARES-DIAS et al. (2002b), avaliaram trés me-
todologias, sendo uma direta e duas indiretas com
sangue de Piaractus mesopotamicus. Em uma das
metodologias indireta foi determinada a contagem
dos leucécitos em 10 campos homogéneos em cada
extensao, ja outra metodologia foi realizada conforme
sugerido por PITOMBEIRA e MARTINS (1966). De
acordo com seus resultados nao houve diferenca
significativa (p>0,05) entre as metodologias indiretas
testadas. NATT e HERRICK (1952) questionam a
precisdo da metodologia indireta, afirmando que a
distribuicdo dos leucdcitos na extenséo sanguinea
se concentram nas bordas das I&minas devido as
diferencas de densidades, assim como ocorre com
os mamiferos. No presente trabalho a contagem dos
leucdcitos foi padronizada determinando-se campos
com densidades homogéneas de eritrécitos, e além
disso, evitou-se a contagem nas bordas das exten-
sbes sanguineas.

De acordo com os resultados do presente traba-
Iho consideramos que a quantificagcao de leucécitos
pela metodologia indireta apresenta maior preci-
sdo. Esse achado corrobora resultados anteriores
(McKNIGHT, 1966; TAVARES-DIAS et al., 2002b),
onde estes afirmam maior fidedignidade dos re-
sultados obtidos pela metodologia indireta quando
comparado com a metodologia direta.

CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos no presente
trabalho conclui-se que a metodologia indireta em
extensdo sanglinea, apesar de ser mais trabalhosa
apresenta maior confiabilidade dos dados quando
comparados com a metodologia direta realizada em
camara de Neubauer.
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QUADRO 1 - LEUCOCITOS TOTAIS (ML) DE SANGUE EM DIVERSOS TELEOSTEOS, SAO PAULO, 2003

Espécies Metodologia \r;aéi(c)jirg: Ar?lzlriitggsode Referéncias
Oreochromis niloticus Direta 13630 + 6715(DP) Presente trabalho
Oreochromis niloticus Indireta 12611 +2141(DP) Presente trabalho
Oreochromis niloticus Indireta 8200 + 7500 (DP) AZEVEDO et al. (2006a)
Oreochromis niloticus Indireta 6000-7400 1700 - 21200 AZEVEDO et al. (2006b)
Oreochromis niloticus Indireta 20360 + 3316 (DP)  ISHIKAWA (2003)
Oreochromis niloticus Direta 102000 - BARROS et al. (2002)
Oreochromis aureus Contador automatico 106960 9670 - 153950 ALLEN (1994)

Oreochromis mossambicus ~ Contador automatico 4500 - NUSSEY et al. (1995)
Hoplias malabaricus Indireta 54700 - RIOS et al. (2005)

Hoplias malabaricus Direta 39600 + 3500(EP) OLIVEIRA-RIBEIRO et al. (2006)
Hoplias malabaricus Direta 3700 + 1400(EP) OLIVEIRA-RIBEIRO et al. (2006)
Hoplias malabaricus Direta 39600 + 3500 (EP) MELA (2004)

Piaractus mesopotamicus Direta 4600 + 960 (DP) TAVARES-DIAS et al. (2002a)
Piaractus mesopotamicus Direta 3636 + 3004 (DP)  TAVARES-DIAS et al. (2002b)
Piaractus mesopotamicus Indireta 18730 + 9721 (DP)  TAVARES-DIAS et al. (2002b)
Piaractus mesopotamicus Indireta 17827 + 8837 (DP)  TAVARES-DIAS et al. (2002b)
Colossoma macropomum Direta 2663 + 234 (DP) TAVARES-DIAS et al. (2001)
Brycon cephalus Direta 2597 + 1262 (DP)  TAVARES-DIAS et al. (1999)
Ictalarus punctatus Direta 57700 + 8100 (DP) KLINGER et al. (1996)
Clarias albopunctatus Direta 47000 + 15000 (DP) MGBENKA et al. (2005)
Oncorhynchus mykiss Direta 54000 +3000(EP)  BENFEY e BIRON (2000)
(diploide)

Oncorhynchus mykiss Direta 39200 +2700(EP)  BENFEY e BIRON (2000)
(triploide)

Salvelinus fontinalis Direta 39000 +2300(EP)  BENFEY e BIRON (2000)
(diploide)

Salvelinus fontinalis Direta 30800 +2000(EP)  BENFEY e BIRON (2000)
(tripdide)

Labeo rohita Direta 61280 +1060(EP) MISRA et al. (2006a)

Labeo rohita Direta 13950 + 76 (DP) MISRA et al. (2006b)

Labeo rohita Direta 19770 + 240 (EP) DAS e MUKHERJEE (2003)
Salmo gairdneri Direta 24800 14700 - 34900 DICK e DIXON (1985)

Salmo gairdneri Direta 40800 31900 - 49700 DICK e DIXON (1985)
Cyprinus carpio Direta 24000 +816 (-) SELVARAUJ et al. (2005)
Cyprinus carpio Indireta 28761 + 16137 (DP) RANZANI-PAIVA et al. (1987)
Leporinus macrocephalus Direta 4875 + 937 (DP) MARTINS et al. (2004)
Prochilodus scrofa Indireta 24650 +230 (-) MAZON et al. (2002)

Desvio Padrao (DP); Erro Padrao (EP); Sem informagéo (-)
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