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| - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Origem, caracteristicas e mercado da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), (Linnaeus, 1758), € uma espécie de
peixe da familia dos ciclideos, originaria do continente africano, mais especificamente do
rio Nilo, no Leste da Africa, e esta amplamente distribuida por todo 0 mundo, devido a sua
facilidade de adaptacédo aos climas tropical e subtropical [1, 2].

E uma das espécies aquicolas de maior potencial zootécnico, representando a
segunda espécie de peixe mais produzida no mundo [3]. Possui grande aceitacdo pelos
produtores [4, 5], devido algumas -caracteristicas, como: rusticidade, adaptacdo as
variacfes climatoldgicas, facilidade na reproducdo, melhoramento genético, rapido
crescimento, versatilidade para cultivo em tanques escavados e tanques-rede, habito
alimentar onivoro, consumo de racdo durante todo ciclo de cultivo, boa conversao
alimentar, baixo custo de producéo, tolerante ao cultivo em altas densidades de estocagem,
entre outras caracteristicas [6-12].

Outro fator que determina a grande aceitacdo da tilapia, entre as espécies aquicolas,
é a grande aceitacdo e apreciacdo pelos consumidores, pois apresenta alto rendimento de
filé, com valores variando entre 35 a 40%, carne saborosa e de boa qualidade, com baixo
teor de gordura e de calorias, ndo possui espinhas em “Y” no filé, tornando-a apropriada
para industrializacdo [13-15]. A carne de tilapia é encontrada no mercado em uma grande
diversidade de apresentac@es: inteira, eviscerada fresca ou congelada e em filés com e sem
pele, sendo o filé a op¢do de maior interesse [16], tornando-a um dos produtos mais
populares no comércio de peixes [17].

Segundo Ribeiro [18], apesar de ser uma espécie difundida ha varios séculos,
apenas entre a década de 1920 e 1950, passou a ser cultivada de forma intensiva. No
Brasil, a tilapia do Nilo foi introduzida em 1971, pelo Departamento Nacional de Obras

Contra as Secas (DNOCS), juntamente com outras espécies de peixes e crustaceos
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exoticos, que vinham sendo introduzidas no pais, para povoamento de agcudes publicos da
regido do nordeste brasileiro [19, 20], com a finalidade de incentivar a producdo e
consumo de proteinas de alto valor biologico. Mas foi no ano de 1996, com a introducéo de
20.000 exemplares de tilapia do Nilo (Chitralada) originarias da Tailandia, e com novas
técnicas de reproducdo, que impulsionou a producdo da espécie no Brasil [21], de tal
forma, que a partir do ano de 2002, o cultivo de til&pia superou as carpas, passando a ser a
espeécie de agua doce mais cultivada no pais [22].

Em 2005, a Estacdo Experimental em Piscicultura da Universidade Estadual de
Maringa (UEM-CODAPAR) recebeu 30 familias da linhagem GIFT, através de um projeto
elaborado em parceria com a Wordfish Center e apoio da Secretaria Especial de
Aquicultura e Pesca (SEAP), e assim o Brasil tornou-se o primeiro pais na América Latina
a receber esta linhagem geneticamente melhorada [23].

A variedade GIFT (Genetic Improvement of Farmed Tilapias) é fruto de pesquisas
iniciadas na Malasia em 1988, com a lideranca da Wordfish Center [24] 6rgdo nao
gorvernamental, sendo composta por quatro linhagens comerciais de tilapias cultivadas na
Asia e outras quatro linhagens silvestres de cultivo Africano. A combinacio destas
linhagens puras foi feita com finalidade de aumentar a variabilidade genética, e com o
resultado obtido foi realizado a selecdo das primeiras geragdes desta linhagem. Segundo a
Wordfish Center e seus parceiros, a linhagem devera ser testada em diferentes ambientes
de cultivo e em muitos outros paises até que possa se expandir plenamente [25].

Sendo a tilapia do Nilo uma das espécies de peixes mais cultivadas no mundo,
diversas pesquisas buscam de forma continua novas tecnologias e alternativas com o

objetivo de melhorar o sistema de producdo dessa espécie [26].

1.2 Criacdo de peixes em tanques-rede

A criagdo de peixes em tanques-rede tem crescido nos paises como China,
Indonésia e Brasil e com tendéncia a tornar-se 0 mais importante sistema de criacdo de
peixes, devido as vantagens que apresenta em relagdo aos sistemas convencionais de
cultivo [27], como menor varia¢do dos parametros de qualidade da agua, maior facilidade
para despesca e menor investimento inicial, 60 a 70% menor quando comparados ao
sistema semi-intensivo, em viveiros escavados, considerando também a infraestrutura

necessaria [28].
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Apesar de ser bastante difundida em todo 0 mundo, a piscicultura em tanque-rede é
recente no Brasil, data da década de 1990, sendo inicialmente praticada de forma mais
intensiva nas regides sudeste e nordeste do pais [15], mas com tendéncia para crescer e
com possibilidade de implantagdo em diversas regides do Brasil, principalmente para
criacdo de tilapias [29], que tem se destacado por ser uma espécie precoce e apresentar
bom desempenho em sistemas intensivos de produgao [30].

O cultivo de peixes em tanques-rede € classificada como um sistema intensivo de
producdo, com alta e continua renovacao de 4gua, que promove a remocao dos metabdlitos
e dejetos produzidos pelos peixes, mantendo a qualidade da agua, e considerada uma
alternativa para o aproveitamento de corpos d’agua ja existentes [31, 32]. Esse sistema
proporciona maior produtividade por area, permitindo producdo de proteina animal em
menor espaco disponivel [33].

Porém devemos destacar que esse sistema também apresenta algumas
desvantagens, como risco de rompimento da tela ou rede e consequente perda dos animais,
impossibilidade de instalacdo em aguas de baixa qualidade, dependéncia total dos animais
por racdo completa e enriquecida [34] e possibilidade de manifestacdo de doencas, em
virtude do maior estresse [35].

A piscicultura é uma atividade agropecudria que ocorre em um meio que possui
grandes particularidades, quando comparado a outros sistemas intensivos de producéo,
exigindo um amplo conhecimento na area [36]. O ecossistema aquatico € muito dinamico,
e a producdo intensiva de peixes, favorece alteracdes complexas na qualidade da &gua,
tornando um meio susceptivel para o desenvolvimento acelerado de patdgenos [37], e estes
fatores aliados a0 manejo zootécnico intensivo, predispdem 0s peixes ao ataque por estes
organismos patogénicos [38].

Em sistemas aquicolas intensivos as situacdes de estresse sdo muito comuns, devido
as variaveis naturais, como as condi¢cdes ambientais e climaticas, gerando consequéncias
negativas para a producdo de peixes, como: reducdo no desempenho, aparecimento de
doencas e até alteracdes morfoldgicas que comprometam estruturas vitais dos peixes [39].
Assim, os estudos de prevaléncia de ectoparasitos, hematoldgicos e histoldgicos podem ser
excelentes ferramentas para 0 monitoramento e diagnostico de alteragcdes na saude, estado

nutricional e o desempenho dos peixes.
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1.3 Ectoparasitos em peixes

Um dos grandes desafios da piscicultura brasileira é reduzir as perdas produtivas
relacionadas ao manejo inadequado nos sistemas de criacdo que acabam promovendo o
desenvolvimento de doencas infecciosas e parasitarias [40, 41] principalmente nos
sistemas intensivos. Estudos relacionados a presenca de parasitos de peixes em
pisciculturas intensivas tem recebido grande atencdo devido as implicacdes econdmicas,
pois um grande numero de parasitos pode causar grande mortalidade, reduzir taxas de
crescimento, além de diminuir o valor final do produto, sendo que o tratamento € um
processo caro e dificil para o produtor [42, 38, 43].

Os primeiros casos de parasitismo em tilapias cultivadas no Brasil foram
registrados por Bekeési [44], na regido Nordeste. Entre os mais importantes ectoparasitos
descritos em til&pia do Nilo, destacam-se os tricodinideos e monogendides [45, 46], sendo
caracterizados como indicadores de qualidade do ambiente de cultivo [47].

Altas infestacbes por Trichodina sp., ocorrem principalmente em sistemas
intensivos de cultivo de tilapias [48]. A Trichodina sp. (Ehrenberg, 1830) é um protozoario
ciliado que apresenta formato circular e um disco adesivo com uma série de denticulos,
com o qual fixa-se nas branquias e tegumento, e apresenta movimentos giratérios que
acabam danificando as células epiteliais [49]. Sua alimentacdo esta baseada nas células
epiteliais do hospedeiro, provocando hipersecrecdo de muco e principalmente, acao
abrasiva das estruturas esqueléticas do disco adesivo, destruindo as células epiteliais [50].
Os sinais patoldgicos incluem a perda de apetite, letargia, excesso de producdo de muco no
epitélio branquial e pele, eritema, e as vezes hemorragias cutaneas [49].

Os monogendides sdo helmintos que desempenham o papel de ectoparasitas na
superficie do corpo, branquias, cavidade nasal e sistema urinario de peixes [51].
Caracterizam-se pela presenca de um aparelho de fixacdo localizado na parte posterior do
corpo chamada haptor. Esta estrutura € formada por ganchos, barras e ancoras que sdo
introduzidos no corpo dos peixes para fixacdo, provocando uma série de reagoes,
culminando na morte por asfixia [38].

As doengas causadas por monogenoides estdo entre as mais importantes para a
piscicultura, uma vez que provocam elevadas taxas de mortalidade nos peixes. Sua
ocorréncia nas branquias dos peixes pode ocasionar hiperplasia celular, hipersecrecdo de
muco e, em alguns casos, fusdo de filamentos das lamelas das branquias. A producéao

excessiva de muco pode ocasionar uma impermeabilizacdo das branquias, dificultando a
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respiracdo causando morte por asfixia. Quando esses ectoparasitas encontram-se aderidos
ao tegumento, geralmente causam lesBes mais brandas, porém, podem abrir portas de

entrada para eventuais infeccdes secundarias [38].

1.4 Hematologia em peixes

A hematologia estuda a morfologia, bioquimica e funcdo das células sanguineas e
dos 6rgéos que as produzem, bem como, o efeito de doencas nos parametros sanguineos Os
estudos dos componentes sanguineos e suas fungdes sdo importantes para 0 conhecimento
das condic@es de equilibrio normais e patologicas [52], e permitem avaliar as condi¢des de
defesa organica e identificar as respostas dos peixes diante dos desafios de criacdo de
forma eficaz [53].

Assim, este tipo de avaliagdo auxilia na determinacgdo da influéncia de condigdes
fisiopatologicas que afetam a homeostase dos organismos, auxiliando no diagnostico de
condicdes adversas e na compreensdo da relacdo entre as caracteristicas sanguineas e a
salide dos peixes, e sua interacdo com o meio ambiente [54-56].

Quando o peixe esta sofrendo efeito de algum agente estressor, sdo desencadeadas
respostas ao estresse, que sdo divididas em primarias, aquelas medidas pelos hormonios
catecolaminas e cortisol que atingem todo o organismo e acabam provocando os efeitos
secundarios [57]. As respostas secundarias que compreendem os efeitos bioquimicos e
fisiol6gicos associados com o estresse, como: hiperglicemia, aumento das proteinas totais e
modificacdo hematoldgica [58, 59], e as respostas tercidrias que atingem o organismo
como um todo, comprometendo o crescimento, a reproducdo e o sistema imunolégico do
organismo [60].

O sangue é um tecido liquido, do tipo conjuntivo, contido no sistema circulatério
animal, e mantido em movimento regular e unidirecional, devido as contra¢des ritmicas do
coragdo. E constituido por células em suspensdo em um fluido intercelular denominado,
plasma (fase liquida), formado por 90% de agua, 10% de substancias solidas, entre as quais
encontram-se proteinas, sais minerais, glicose, uréia, aminoacidos, colesterol, gorduras,
gases respiratorios, hormonios, enzimas, anticorpos, etc [61, 62]. A fase sélida € composta
por glébulos vermelhos (eritrécitos) e os glébulos brancos (leucdcitos e trombacitos), entre
as avaliagdes que podem ser realizadas a partir das coletas sanguineas, os parametros
relacionados a série vermelha, auxiliam na identificacdo de processos anémicos e 0

leucograma no diagndstico de processos infecciosos [54].
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O hemograma é o conjunto de analises realizadas para determinar o nimero das
diferentes células existentes no sangue, o volume que as células vermelhas ocupam e a
quantidade de hemoglobina dentro delas, e pode ser dividido em trés partes: eritrograma,
leucograma e trombograma [53].

O eritrograma é composto pelas seguintes andlises: contagem de eritrocitos,
determinacdo do hematdcrito e da taxa de hemoglobina, calculo dos indices
hematimétricos de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). No leucograma é
realizada a contagem relativa e absoluta dos diferentes leucdcitos e no trombograma a
contagem de trombocitos[53].

Os eritrocitos sdo as células mais abundantes e possuem funcdo de transporte de
oxigénio e gas carbonico [61]. Os leucdcitos fazem parte do sistema imune do organismo e
os trombdcitos sdo células com papel importante no processo de coagulacdo sanguinea
[63]. A contagem diferencial de leucdcitos € o método que permite ao pesquisador
conhecer a porcentagem dos tipos de células existentes no sangue [64].

A composicao bioquimica do plasma e soro sanguineo é uma importante ferramenta
no diagndstico da higidez dos peixes, através da qual é possivel detectar alteracdes no
funcionamento dos 6rgdos e a adaptacdo do animal perante os desafios fisioldgicos e
desequilibrios metabdlicos, especificos ou de origem nutricional [65].

E importante ter o conhecimento dos valores médios dos parametros
hematoldgicos, tanto em ambiente natural e em cativeiro e nos diferentes sistemas de
criagdo comercial, sob condi¢fes de homeostase e de estresse, para a identificagcdo das
alteracdes fisioldgicas, derivadas da nutricdo e de fatores ambientais, que possam interferir
na hematopoiese [66, 54]. Andalises hematologicas em pesquisas com animais sdo bem
aceitas e consideradas como procedimento de rotina em diagndsticos, pois as enfermidades
em humanos e animais, de modo geral, estdo relacionadas as alteracfes do hemograma [64,
54].

Em peixes, estes diagndsticos vém sendo estudados e aperfeicoados desde a década
de 90, mas novos estudos ainda sdo necessarios, por tratar-se de uma importante
ferramenta para o diagnostico, do estado patoldgico e nutricional dos peixes [67]. E,
segundo Neu et al. [68] os valores de referéncia para os parametros bioquimicos para

peixes, ainda ndo estdo totalmente padronizados, apresentando grande variagdo em tilapias.
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1.5 Histologia hepética

Nos peixes, 0s estudos histopatologicos sdo realizados em diferentes 6rgdos,
especialmente naqueles responsaveis pelo metabolismo de substancias toxicas, como o
figado, que pode sofrer alteragdes estruturais e metabdlicas, mediante a exposi¢do de
poluentes, alteragcdes na alimentacéo, as toxinas, 0s parasitos e 0s microrganismos [69-72].
Dependendo da severidade dessas alteracGes, pode refletir em uma grande variedade de
processos patoldgicos levando até a morte do animal [73].

Os vertebrados possuem figado bem definido, sendo o érgdo mais volumoso do
corpo, ocupando uma &rea consideravel na parte ventral e anterior do abdomem [74]. O
figado de tilapia do Nilo é um érgdo grande e tem apenas dois lobos. O lobo esquerdo €
maior e se espalha ao longo de quase toda a cavidade corporal, na face visceral tem relacao
com o intestino. Possui uma vesicula biliar bem desenvolvida e de forma arredondada [75].

O figado dos teledsteos apresenta-se como o0 6rgdo principal, controlando muitas
funcBes vitais. O tecido hepatico tem indmeras funcGes importantes nos peixes,
participando da sintese de proteinas, lipidios, carboidratos e vitelogenina. Possui funcao
catabllica e de excrecdo de nitrogénio e glicogénio, e ainda é responsavel pela
detoxificacdo de compostos toxicos produzidos pelo metabolismo do animal, bem como de
xenobidticos administrados ou descartados no ambiente aquatico, como drogas, metais
pesados, pesticidas, entre outros, eventualmente absorvidos pelos peixes [76-78].

Entre as funcBes do figado, estd a sua capacidade de acumular substancias de
reserva, especialmente sob a forma de glicogénio e lipidios, as variacdes no
armazenamento dessas substancias dependem da espécie, idade, sexo, condicdo
nutricional, maturacdo gonadal e de aclimatacdo térmica [79, 80]. De forma resumida, a
funco principal do figado dos peixes é preparar as substancias nutritivas, provenientes da
absorcédo intestinal, para o aproveitamento pelo organismo e ainda, a producdo de sais
biliares que fazem emulsificacdo ou solubilizacdo das gorduras, facilitando a acdo das
enzimas [81].

A alimentac&o e a qualidade do alimento podem influenciar na estrutura do figado e
podem provocar lesdes ao tecido hepético [82]. A qualidade do ambiente também pode
provocar algumas alteragdes, como: vacuolizacdo dos hepatdcitos, redugdo do estoque de
glicogénio, inflamacdo, alteracdo no formato dos capilares sinusdides e neoplasmas, essas
varidveis podem ser interpretadas como respostas ao estresse ambiental, sendo,

considerados indicadores histopatoldgicos da qualidade do ambiente [83].
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1.6 Histologia branquial

As branquias, na maioria dos teledsteos, € o principal 6rgdo responsavel pelas
trocas gasosas e desempenha papel essencial nos processos de osmorregulacao, equilibrio
acido-bésico e excre¢do de compostos nitrogenados [84, 85].

Nos peixes teledsteos, as branquias apresentam uma morfologia baésica,
geometricamente organizada, com as lamelas distribuidas regularmente ao longo de todo o
filamento, e nos espacos entre as lamelas flui a agua [86]. A estrutura branquial é composta
por oito arcos branquiais, estando alocados quatro de cada lado da cavidade orofaringea, e
protegidos do meio externo pelo opérculo [87].

No epitélio branquial podem ser encontrados diversos tipos de células envolvidas
no controle do equilibrio hidrico e idnico [88], como as células pavimentosas que sdo as
mais numerosas, as células mucosas responsaveis pela secrecdo de mucosubstancias e as
células-cloreto que séo responsaveis pela absorcio de fons de CI e Ca®* nos peixes de agua
doce [89].

As células mucosas sdo caracteristica proeminente do epitélio branquial e
apresentam importancia biolégica na interface do muco entre os peixes e 0 ambiente,
participando também do processo de osmorregulacdo, protecdo mecénica e imunolégica
[90]. A producdo de muco pelos peixes faz parte do mecanismo de defesa, pois 0 muco
contém substéncias que inibem o crescimento e o desenvolvimento de muitos parasitos,
bactérias e fungos [37, 80].

As branquias encontram-se em contato direto com o ambiente e na presenca de
agentes estressores podem exibir modificacdes que sdo consideradas respostas de defesa,
pois algumas levam ao aumento da distancia entre 0 meio externo e o meio interno,
diminuindo a area da superficie em contato com o meio. Os agentes estressores que podem
ser: quimicos, fisicos ou biolégicos, induzem reacdes no tecido branquial, causando
disturbios circulatérios como: congestdo, telangectasia, edema e a proliferacdo de células
como a hiperplasia epitelial e de células mucosas, além de processos inflamatorios que
podem levar a necrose desses tecidos [91, 84, 92] (Figura 1 e 2).

As alteracOes histopatoldgicas branquiais podem interferir na sadde e no
desempenho dos peixes [93], essas alteracbes podem ser quantificadas através da
morfometria branquial e contagem do nimero de células de cloreto e de células mucosas
[94].
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Figura 1. Cortes histologicos de branquias de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). (A) Visdo geral (4X,
alcian blue + PAS), onde: 1 - rastros branquiais, 2 - estrutura cartilagionsa, 3 - filamentos branquiais. (B)
Estrutura normal (10X HE) e (C) (40X, alician blue + PAS). 4 - suporte cartilaginoso, 5 - epitélio

respiratorio, 6 - célula mucosa, 7- espago de passagem da agua e (D) (20X, HE) 8 - telangectasia, 9 -
elevacéo epitelial (Cavichiolo, 2009).

Figura 2. Cortes histolégicos de branquias de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). (A) 1 - células de muco

(20X, alcian blue + PAS). (B) fusdo lamelar (30X, HE). (C) 2 - elevacdo epitelial (30X, HE). (D) hiperplasia
(40X, HE) (Cavichiolo, 2009).
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1.7 Homeopatia

O aumento da demanda mundial por proteina de origem animal com alto valor
bioldgico exige uma intensificacdo nos sistemas de producdo com ciclos produtivos cada
vez mais curtos. Isto causa alteragdes complexas no ambiente de cultivo, tornando cada
vez mais susceptivel o desenvolvimento acelerado de inimeros patdgenos [37, 38], sendo
comum o uso de farmacos, que muitas vezes nao estdo licenciados e liberados para uso em
peixes [95]. Atualmente existe uma tendéncia para producdo com principios de
sustentabilidade, preservacdo do ecossistema aquatico, com racionalizacdo do uso de
medicamentos, visando uma producdo de alimentos mais seguros [96], e a homeopatia
atende esses principios, pois 0os medicamentos homeopaticos ndo apresentam riscos aos
animais, aos manipuladores do medicamento e ao meio ambiente [97].

O termo homeopatia tem origem das palavras em latim, Homeos, que significa
semelhante e pathos, que significa moléstia. Surgiu na Alemanha, com os trabalhos de
Samuel Hahnemann (1755-1843), um médico insatisfeito com sua profissdo e com as
formas de tratamento da época, e que em 1976, com seus estudos, descobriu que “o
semelhante cura o semelhante”, sendo essa a primeira lei do tratamento que passou a
desenvolver [97], ou seja, para se obter sucesso no restabelecimento de uma enfermidade, é
necessario administrar um principio medicamentoso que produza no organismo sadio 0s
sintomas da moléstia que se quer tratar [98].

Em 1810, Hahnemann escreveu o livro Organon da arte de curar, onde descreve 0s
quatro principios basicos deste método terapéutico [99], os principios fundamentais s&o:

a) Lei da semelhanca. Cada paciente apresenta uma forma pessoal da doenca que sofre.

b) Experimentacdo no homem sadio. O medicamento a ser prescrito é aguele cujos

sintomas manifestados quando ingerido pelo homem sadio, sdo os mais proximos daqueles
manifestados pelo paciente.

¢) Administracdo do medicamento em doses minimas. O medicamento deve ser diluido e

dinamizado.

d) Indicacdo de medicamento Unico. A homeopatia é uma ciéncia baseada na arte médica

do estimulo do organismo doente, na qual a escolha do medicamento € determinada de
acordo com os sintomas produzidos pela doenca (Lei dos semelhantes “Similia Similibus
Curantur”), proporcionando ao individuo condigdes fisicas e mentais para alcancar a cura.

Hipdcrates (460-377a.C.), considerado o Pai da medicina, defendia que dois

métodos terapéuticos poderiam ser usados com sucesso. O primeiro era “cura pelos
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contrarios” (Contraria Contrariis Curentur), em que sintomas sao tratados com medidas
contrérias, e que foi consolidada por Galeno (129-199 d.C.) e Avicena (980-1037),
considerada a base da medicina alopatica. O segundo ¢ a “cura pelos semelhantes” (Similia
Similibus Curentur), em que a doenca pode ser tratada com a aplicagdo de medidas
semelhantes a mesma, reavivada no século XVI por Paracelso (1493-1591) [100]. Com
relacdo a lei dos semelhantes, Hipocrates se referia, dizendo: “o que produz estranguria,
cura estrangdria; 0 que causa 0 vomito, cura o vomito; o que da febre a um homem sdo,
cura um homem que tem febre” [101]. Este principio evidenciado por Hipocrates foi
experimentalmente confirmado por Samuel Hahnemann e é posto em pratica por inUmeros
clinicos até a atualidade [102].

A experimentacdo teve inicio, apoOs a tradug¢do da “Matérias médicas” de William
Culler, na qual era considerado o efeito curativo de China (Cortex piravianis) no
tratamento da malaria. Entdo Hahnemann decidiu experimentar China em si mesmo, para
perceber os efeitos, e percebeu que a intoxicagcdo causada por China, causava sintomas
semelhantes aos que a malaria induzia. Desta sua experimentacdo, concluiu também que
cada impacto medicamentoso € diferente dos outros medicamentos, sendo Unico, e que
testando cada medicamento com cuidado em pessoas saudaveis, conheceria os verdadeiros
efeitos de cada medicamento no corpo [103].

No Brasil, esta terapia foi introduzida em 1840 pelos médicos Beinoit Mure e Jodo
Vicente Martins, que fundaram no Rio de Janeiro, o Instituto Homeopatico do Brasil [97].
No ano de 1966, durante o governo do presidente Castello Branco, foi decretada a incluséo
da Farmacologia Homeopatica em todas as faculdades de farmacia do Brasil, e em 1977,
foi publicada a primeira edicdo oficial da Farmacopéia Homeopatica Brasileira. Porém, a
homeopatia s6 foi reconhecida oficialmente como especialidade médica, pelo Conselho
Federal de Medicina, no ano de 1980, deixando de ser uma “terapia alternativa” [104].

O medicamento homeopético pode ser preparado a partir de diversas substancias
que sdo extraidas da natureza. Muitos estudos foram realizados por Hahnemann e outros
estudiosos, sobre o poder curativo de cada substancia, obtendo-se assim um largo espectro
de medicamentos que podem ser utilizados [101]. O produto é preparado através da
diluicdo dessas substancias, seguida do processo de dinamizacdo, que é a liberacdo da
energia dindmica por meio da vibragdo molecular, as sucussdes. Além de ser extremamente
diluido, o produto homeopatico, passa por sucussdes através de agitacdes, e cada vez que é
diluido e passado para uma poténcia mais alta ele € agitado cem vezes. Essa agitacdo, que a

principio parece n&o ter importancia, na verdade é extremamente necessaria, porque muitos
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medicamentos simplesmente diluidos sdo inertes, porém, depois de agitados passam a ter
um poder medicamentoso extraordinario, ou seja, a dinamizacdo do medicamento desperta
nele uma energia. O medicamento homeopatico age principalmente por energia, ndo por
peso, ndo por massa. A escala centesimal é obtida com a diluicdo de uma parte da
substancia em cem partes de solucdo hidroalcodlica. Em sua nomenclatura, a letra C €
adicionada depois do numero de diluicdes, e a letra H é usada em seguida da letra C
referindo-se a Hahnemman, portanto trata-se de diluicdes hahnemmanianas. As substancias
também podem ser dinamizadas em poténcias decimais ou milesimais [100].

A homeopatia tem como prioridade o tratamento de cada organismo como unico,
respeitando suas particularidades. Baseado neste principio, o paciente deve ser
individualizado, buscando ao méaximo todos aqueles sintomas raros, estranhos e peculiares
apresentados na moléstia, entendendo que o que é digno de curar € o doente e ndo a
patologia propriamente dita [17].

O equilibrio da energia vital, ou seja, estado de saude, reflete na integridade dos
orgdos e na regulacdo de suas funcdes, nos costumes e comportamento de cada animal de
acordo com a sua espécie. Portanto, a saude representa a energia que flui no corpo
controlando suas fung@es vitais de forma dindmica e harmoniosa, que, € ao encontrar-se
em desequilibrio implica no aparecimento da doenca [105].

O estresse é um dos principais fatores que provocam a quebra da homeostase,
estado de equilibrio e conservacdo de elementos fisioldgicos e do metabolismo, o qual
provoca uma série de alteracbes metabdlicas, idnicas, hematoldgicas e imunoldgicas,
favorecendo o aparecimento de doencas e até mortalidade [106]. Segundo Hahnemann
[107], é necessario conhecer as causas que quebram a homeostase do animal, tanto de
maneira direta quanto indireta, e que propiciam uma enfermidade, para que a salde possa
ser preservada.

Para o reestabelecimento da homeostase, uma terapéutica importante que pode ser
utilizada com seguranca para o tratamento de doencas em peixes, € a homeopatia,
terapéutica de reposicdo e regulacdo, que fornece ao organismo suporte para restabelecer o
equilibrio organico quebrado [108]. O carater energético da terapéutica homeopatica
proporciona aos animais tratados, a reducdo do estresse, principalmente nos sistemas
intensivos, como € o caso do cultivo de peixes em tanques-rede. Animais cultivados em
condigdes de baixo estresse apresentam melhora nas suas potencialidades de produgdo com

qualidade e maior sobrevivéncia [17].
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O tratamento homeopético também esta vinculado ao sistema imunolégico, pois,
além do poder de cura, pode propiciar a imunizacdo indireta, inespecifica e natural,
capacitando assim o organismo para se defender contra os agentes infecciosos [109]. No
século XIX e inicio do século XX, varios relatos de homeopatas classicos, demonstraram a
homeopatia como um instrumento eficaz no controle de epidemias [110].

A homeopatia animal foi iniciada por Hahnemann, e tem se fortalecido com o
passar do tempo, pois a resisténcia a antibioticos tem se tornado um problema de saide
publica, enquanto o uso de produto homeopatico ¢ considerado “ecologicamente correto”,
uma vez que esses medicamentos ndo trazem riscos aos animais, aos manipuladores do
produto e nem ao meio ambiente [97].

A homeopatia aplicada em lotes de animais ficou conhecida como homeopatia
populacional, e segue 0s mesmos principios da homeopatia classica. Uma populacdo é
caracterizada quando todos os animais sofrem os mesmos desafios como um organismo
unico, devendo ser animais da mesma espécie, do mesmo lote e mantidos nas mesmas
condicbes de criacdo [109]. E considerada como uma terapia de regulacdo, aproveitando a
tendéncia natural do organismo de restabelecer a homeostase [107]. A homeopatia
populacional se diferencia pela sua facilidade de administracdo, que no caso dos peixes,
pode ser administrada via ragao.

Ainda sdo poucos os estudos e medicamentos homeopaticos testados em animais de
producdo, principalmente em espécies aquicolas, porém, aos poucos tem despertado o
interesse de pesquisadores por essa area, gerando varios trabalhos de mestrado, doutorado
e artigos, com dados cientificos interessantes a cadeia produtiva.

Alguns autores observaram efeitos benéficos com a utilizacdo da homeopatia em
tilapias do Nilo:

- Valentim-Zabott et al. [112] estudando o efeito do nucleo homeopético
Homeopatila RS®, observaram maior sobrevivéncia, menor indice hepatossomatico e
menor inclusdo lipidica no figado de tilapias tratadas com o nicleo homeopatico.

- Siena et al. [113], avaliaram diferentes niveis de inclusdo do nlcleo homeopatico
Homeopatila 100®, e concluiram que o uso de 40mL/kg de racdo do ndcleo homeopético
em dietas para alevinos de tilapias do Nilo, proporcionou um menor indice
hepatossomatico e maior taxa de sobrevivéncia.

- Piau Janior et al. [114] avaliaram a acdo do ntcleo homeopatico Homeopatila RS®
sobre o comportamento morfométrico das fibras musculares brancas de tilapia do Nilo, e

concluiram que os alevinos tratados com homeopatia apresentaram maior hipertrofia das
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fibras musculares e maior sobrevivéncia, quando comparados aos alevinos do tratamento
controle e aos que receberam 17-a-metiltestosterona.

- Braccini et al. [115] também avaliaram diferentes niveis de inclusdo do nucleo
homeopatico Homeopatila 100®, e concluiram que o uso de 40 mL/kg de racdo do nicleo
homeopético proporcionou maior numero de hepatdcitos e concentragdo de glicogénio
intracelular no figado, menos alteragcdes branquiais com maior producdo de células
mucinas acidas, em juvenis de tilapia do Nilo, sem interferir no desempenho zootécnico.

- Merline et al. [116] estudaram os efeitos do medicamento Homeopatila 100®
sobre os indicadores de estresse em tilapia-do-Nilo e concluiram que os animais tratados
com a homeopatia apresentaram niveis de cortisol, glicose e hemoglobina plasmatica
significativamente inferiores e maior percentual de células de defesa organica (trombdcitos
e linfécitos) aos animais do grupo controle.

- Fuzinatto et al. [117] observaram maior peso final para tilapias alimentadas com
racdo contendo 40 mL do nicleo homeopatico Homeopatila 100%/kg de racdo, sem
apresentar diferenca na conversao alimentar.

Com base nas informacGes apresentadas, a proposta deste estudo foi avaliar as
respostas de desempenho produtivo, presenca de ectoparasitos, hematologia, histologia
hepatica e branquial em tilapias do Nilo alimentadas com dietas contendo ou néo incluséo
do ntcleo homeopatico Homeopatila 100® e cultivadas em tanques-redes. A maioria das
pesquisas com nudcleos homeopaticos para peixes até o momento foram realizadas em
laboratério, com condi¢cdes de execucdo que podem ser monitoradas e controladas,
necessitando-se de estudos a campo, onde ndo ha controle algum sobre as condigdes e
interferéncias do ambiente, e onde os animais estdo sob o manejo diario como em uma
producdo comercial.

Os resultados do presente estudo obtidos até o0 momento, sao apresentados em um
capitulo — Capitulo 11, intitulado “Nucleo homeopatico Homeopatila 100® no cultivo de
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) em tanques-rede” — redigido de acordo com as

normas de publicacdo da revista Biomed Research International (APENDICE 1I).
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I - NQCLEO HOMEOPATICO HOMEOPATILA 100® NO CULTIVO DE
TILAPIAS DO NILO (Oreochromis niloticus) EM TANQUES-REDE*

Resumo: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do produto Homeopatila 100® sobre
0 desempenho zootécnico, resposta hematoldgica, prevaléncia de parasitos, histologia
hepatica e branquial em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) cultivadas em tanques-
rede. O experimento durou 91 dias e foram utilizados 1240 juvenis de tilapia do Nilo
(50,15+8,52 @), distribuidos em 10 tanques-rede de 1,2m3, e alimentados com racao
extrusada comercial. Os tratamentos consistiam em, um tratamento controle sem a incluséo
do produto homeopético e um tratamento com a inclusdo de 40 mL de Homeopatila
100®/kg de racéo. Foi observado diferenca significativa apenas para a prevaléncia de
ectoparasitos, apresentando reducdo ao longo do tempo para ambos 0s tratamentos, e nas
avaliacBes histologicas hepéticas, no qual o tratamento com produto homeopético
apresentou maior numero de hepatécitos e maior concentracdo de glicogénio hepatico, sem
apresentar diferenca entre os tratamentos para o indice hepatossomatico. Portanto, conclui-
se que 0 ndcleo homeopético Homeopatila 100® na concentracdo de 40 mL/kg de racéo,
apresentou resultados significativos na histologia hepatica, com maior numero de
hepatdcitos e maior concentracdo de glicogénio por area, sem interferir no desempenho
zootécnico, hematologia, prevaléncia de parasitos e histologia branquial de tilapias do Nilo

cultivadas em tanques-rede.

Palavras-chave: homeopatia populacional; histologia; tilapicultura; sanidade; protetor

hepaético.

*Artigo redigido de acordo com as normas de publicac@o da revista Biomed Research International. Fator
de impacto = 1,579. http://www.hindawi.com/journals/bmri/siguidelines/
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Il - HOMEOPATHIC COMPLEX HOMEOPATILA 100® IN CAGE
CULTURE OF NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus)

Abstract: The aim of this study was to evaluate the effect of the product Homeopatila
100® on growth performance, hematological response, parasites prevalence, and hepatic
and branchial histology of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) cultured in cages. The
experiment took 91 days. 1240 juvenile Nile tilapia (50.15+£8.52 g) were used, distributed
in 10 cages of 1.2m3, and fed with commercial extruded feed. The treatments consisted of a
control treatment with 40 mL of Homeopatila 100®/kg of feed, and a control treatment
without inclusion of the homeopathic product. A significant difference was observed only
in the prevalence of ectoparasites, presenting a decrease over time for both treatments, and
in hepatic histological evaluations, in which the treatment with homeopathic product
presented a higher number of hepatocytes and a higher concentration of hepatic glycogen,
whereas no difference was found between treatments for liver somatic index. Therefore,
we concluded that the homeopathic complex Homeopatila 100° at a concentration of 40
mL/kg of feed presented significant results in hepatic histology, with a higher number of
hepatocytes and a higher concentration of glycogen per area, not interfering on the growth
performance, hematology, prevalence of parasites and branchial histology of Nile tilapia

farmed in cages.

Keywords: populational homeopathy; histology; tilapia culture; sanity; liver protector.
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Introducéo

Segundo a FAO [1], a produgdo pesqueira e da aquicultura mundial no ano de
2012, gerou 10 milhdes de toneladas a mais que em 2010, chegando ao patamar dos 158
milhGes de toneladas. A origem desse crescimento ocorreu devido principalmente, ao
rpido desenvolvimento da aquicultura e ao aumento do consumo per capita de pescado.
Este ultimo fator, que na década de 60 foi de apenas 10 kg/habitante/ano, praticamente
dobrou para os dias atuais, chegando aos 19,2 kg/habitante/ano. E importante destacar que
0 peixe representa aproximadamente 17% do consumo de proteina no mundo [1].

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) tem ocupado lugar de destaque no
cenario da piscicultura mundial, devido a suas caracteristicas produtivas potenciais e pela
boa aceitacdo do mercado consumidor [2], representando a segunda espécie de peixe mais
produzida no mundo [1]. Dessa forma, diversas pesquisas buscam continuamente novas
tecnologias e alternativas com o objetivo de melhorar o sistema de producdo dessa espécie
[3].

Existe uma tendéncia para producdo com principios de sustentabilidade,
preservacdo do ecossistema aquatico, com racionalizacdo do uso de medicamentos,
visando uma producdo de alimentos mais seguros [4]. Segundo palavras do Diretor Geral
da FAO, no prefécio da publicacdo The State of World Fisheries and Aquaculture [1],
deve-se ter respeito pelo meio ambiente para assegurar a prosperidade sustentavel,
afirmando que “A satde do nosso planeta, bem como a nossa propria saude e a seguranga
alimentar no futuro, dependera de como nos tratamos o mundo azul”. A homeopatia vem
de encontro com esses principios, pois os medicamentos homeopaticos ndo apresentam
riscos aos animais, aos manipuladores do medicamento e ao meio ambiente [5].

A homeopatia estimula o sistema de defesa dos organismos de modo que resistam
as doencas, aos insetos-praga e aos impactos dos fatores climaticos ou ambientais,
promovendo o equilibrio sem extinguir virus, fungos, bactérias, insetos e outros tipos de
agentes patogénicos [6]. Os peixes sdo os vertebrados mais parasitados, e quando sdo
submetidos a manejos inadequados, a homeostase entre o hospedeiro e a sua fauna
parasitaria é quebrada, desencadeando surtos parasitarios [7, 8].

Estudos realizados através da histopatologia dos 6rgdos de peixes, como figado e
branquias e analises hematologicas, tem grande relevancia em pesquisas com tilapia, por
estarem associadas ao desenvolvimento de alteragOes estruturais e celulares, que podem

interferir na satde e desempenho dos peixes [9-12].
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A maioria dos estudos com nucleos homeopaticos para peixes [13-21], foram
realizadas em laboratorio, com condi¢des de execucdo que podem ser monitoradas e
controladas. Portanto, necessita-se de estudos a campo, onde ndo ha controle algum sobre
as condicdes e interferéncias do ambiente, e onde os animais estdo sob o manejo diario
como em uma producdo comercial.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do nucleo homeopatico Homeopatila
100® sobre o desempenho zootécnico, prevaléncia de parasitos, resposta hematoldgica,

histologia hepética e branquial em tilapias do Nilo cultivadas em tanques-rede.

Material e métodos

Local e periodo

O experimento foi realizado no rio do Corvo, afluente do rio Paranapanema,
tributério do reservatério da hidrelétrica de Rosana no limite entre os municipios de
Diamante do Norte e Terra Rica-PR, acesso no km 52 da PR 557. O periodo experimental
foi de 91 dias (marc¢o a junho de 2014).

Os procedimentos experimentais adotados para execugdo do presente estudo foram
aprovados pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacdo da
Universidade Estadual de Maring4, sob o Protocolo n° 010/2014.

Animais e instalacdes

Foram utilizados 1.240 juvenis pos-revertidos de tilapia do Nilo, da linhagem GIFT
(Genetic Improvement of Farmed Tilapia), com peso inicial médio de 50,15+8,52 g e
comprimento inicial médio de 13,27+1,05 cm, obtidos de uma piscicultura comercial,
distribuidos em 10 tanques-rede com capacidade de 1 m® (1,0 x 1,0 x 1,2 m de altura),
totalizando 124 animais por tanque-rede, sendo este considerado uma unidade

experimental.

Dietas e regime de alimentacao

Os juvenis foram alimentados com ragéo extrusada comercial de 2,5mm (42% PB),

durante os primeiros 30 dias e posteriormente, racdo comercial de 5 mm (32% PB), até o
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final do experimento, ambas as ra¢Ges provenientes do mesmo fornecedor. Amostras das
races foram coletadas para analise da composi¢do bromatoldgica, e encaminhadas para o
Laboratério de Qualidade de Alimentos da Universidade Estadual do Oeste do Parana —
Unioeste/Campus Toledo-PR. Os resultados da analise de composi¢do bromatologica das
racOes extrusadas comercial de 2,5 mm (42% PB) e de 5 mm (32% PB), apresentaram
valores préximos aos niveis de garantia informados pelo fornecedor, sendo que 0s niveis
de proteina bruta verificados foram de 41,38 e 32,87% de PB, respectivamente.

A racdo foi fornecida trés vezes ao dia (8h00, 13h00 e 17h00). Foram realizadas
biometrias mensais para ajuste do calculo de racdo, feito de acordo com a biomassa de
cada tanque-rede. O tratamento utilizado foi o Ntcleo Homeopéatico Homeopatila 100° na
concentracdo de 40 ml/kg de racdo determinado por Braccini et al. [17], em comparagéo
com o tratamento controle 0 ml/kg de ragdo. O Nicleo Homeopético Homeopatila 100° foi
elaborado pela empresa REAL H de Campo Grande - MS, e sua composicao oficial esta
descrita na Tabela 1. O produto estd cadastrado no Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA).

Tabela 1. Composicdo do nlicleo homeopatico Homeopatila 100°.

Composto /10009
lodum 102
Sulphur 10790
Natrum muriaticum 107400
Streptococinum 10760
Veiculo (Alcool etilico 30° GL) Q.5.p

Fonte: Real Homeopatia — Brasil. Q.s.p: Quantidade Suficiente Para.

O n(cleo homeopatico Homeopatila 100®, foi incorporado na ragdo por asperséo,
em seguida homogeneizado e deixado secar naturalmente ao ar na sombra por um periodo
de 24 horas para que o alcool utilizado como veiculo evaporasse totalmente e a racdo se
apresentasse solta e sem odor de alcool. Depois de preparada a racdo ficou acondicionada
em local arejado, sem incidéncia de luz solar, produtos quimicos e de equipamentos que
emitissem campo magnetico. A racdo foi preparada semanalmente em quantidade

suficiente para uma semana de alimentacao.
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Parametros fisicos e quimicos da agua

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da agua (pH, oxigénio
dissolvido) foram registrados semanalmente com valores de 8,33+0,50 e 9,28+2,06 mg/L
respectivamente, e a temperatura foi monitorada diariamente (9h e 16h) apresentando valor
médio de 25,79+2,99°C. Os parametros de qualidade da &gua mantiveram-se dentro dos
valores considerados ideais para condi¢cGes de bem estar da espécie e de acordo com as

normas da resolucdo CONAMA 357/05 para aguas interiores.

Avaliacéo do desempenho

Para determinacdo dos indices de desempenho produtivo, no inicio e no final do
experimento, todos os peixes foram anestesiados com benzocaina (19/10 mL de &lcool/10
L de agua) [22], e registrados o peso (g) e o comprimento total (cm). Ao final do
experimento, 0s peixes permaneceram em jejum prévio de 12 horas, foram eutanasiados
com overdose de benzocaina e posteriormente sacrificados por sec¢do da medula espinhal
na regido cervical.

Os dados de desempenho avaliados foram o peso médio (g) inicial e final;
comprimento médio (cm) inicial e final; ganho em peso (g) = (peso corporal final — peso
corporal inicial); ganho em peso diario (g/dia) = ((peso corporal final — peso corporal
inicial)/dias de experimento); conversdo alimentar aparente = (dieta consumida/ganho em
peso); sobrevivéncia (%) = (100*(ndmero de peixes final/nimero de peixes inicial)); fator
de condicdo = ((peso corporal final/(comprimento final)3)*100); gordura visceral (%) =
(100*(peso gordura visceral)/(peso corporal final)); e rendimento filé (%) = (100*(peso
filé)/(peso corporal final)). Para avaliagdo da uniformidade em peso dos lotes de peixes em
cada tanque-rede, foi adaptada uma equagdo proposta por Furuya et al. [23]. Para este
calculo foram usadas as medidas de peso corporal individual dos peixes de cada unidade
experimental, calculada a média, em seguida quantificado o nimero de individuos que
apresentavam o peso dentro do intervalo correspondente a 20% acima e abaixo da média

de peso de cada unidade experimental.
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Prevaléncia de ectoparasitos

A primeira identificacdo da prevaléncia de ectoparasitos foi realizada na
implantacdo do experimento, com a coleta de amostras de 100 peixes, através do exame do
raspado do primeiro arco branquial e da regido dorsal, do lado esquerdo de cada peixe,
previamente anestesiado com benzocaina (1g9/10 mL de &lcool/10 L de &gua) [22]. As
coletas seguintes foram realizadas aos 30, 60 e 90 dias, sendo coletadas amostras de oito
peixes por repeticdo, totalizando 40 peixes por tratamento.

A carga parasitaria de Dactylogyridae foi estimada de acordo com Bush et al. [24] e
as categorias de infestacdo por tricodinideos foram estabelecidas pela adaptacéo da técnica

de Madsen et al. [25], estimando a prevaléncia de ectoparasitos nos diferentes tratamentos.

Parametros sanguineos

Ao final do periodo experimental foram realizadas coletas sanguineas de trés peixes
de cada unidade experimental, capturados aleatoriamente e anestesiados com benzocaina
(1 g/10 mL de alcool/10 L de &gua), totalizando 15 animais por tratamento. De cada animal
foi retirada uma aliquota 0,5 mL com seringa heparinizada, para as analises hematoldgicas
e outra aliquota de 1,5 ml com seringa sem heparina, para as analises bioquimicas.

No sangue total foram realizadas as analises de contagem total de eritrocitos com
utilizacdo de cdmara de Neubauer, taxa de hemoglobina realizada por meio da metodologia
descrita por Collier [26], percentual de hematdcrito seguindo a metodologia de Goldenfarb
et al. [27], e os indices hematimétricos como volume corpuscular médio (VCM (fL) =
((hematdcrito  x  10))/eritrocitos), hemoglobina corpuscular média (HCM (ug) =
((hemoglobina x 10))/eritrocitos) e a concentracdo de hemoglobina corpuscular média
(CHCM (gdL™) = ((hemoglobina x100))/ hematécrito).

Foram preparadas extensdes sanguineas em laminas de vidro que foram secas ao ar
e coradas pelo método de Rosenfeld [28]. A leitura foi realizada em microscopio optico,
com objetiva de 100x, utilizando 6leo de imersdo. A contagem total de leucdcitos e
trombacitos foi realizada pelo metodo indireto [29]: Leucdcitos totais (UL) = ((nUmero de
leucdcitos contados na extensdao*numero de eritrécitos em camara de Neubauer)/2000); e
trombocitos totais (UL) = ((numero de trombocitos contados na extensdao*ndmero de
eritrocitos em camara de Neubauer)/ 2000).

A contagem do diferencial de leucdcitos consistiu em determinar a proporgao

existente entre as distintas variedades de leucécitos: linfocitos, neutrofilos e mondcitos.
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Em microscopio de luz comum, com objetiva 100 vezes foram contados 100 leucdcitos.
Para a contagem, percorreu-se todo o esfregaco, movimentando a lamina em “zig-zag”. O
numero de cada elemento foi expresso em porcentagem. Posteriormente, foram realizadas
analises bioquimicas de proteinas totais (g.dL™), triglicerideos (mg.dL™), colesterol total
(mg.dL™) e glicose (mg.dL™ ). As amostras foram centrifugadas a 2.500 rpm por cinco
minutos para obtencdo do soro. Para a realizagdo das analises utilizaram-se “kits”
especificos Gold Analisa Diagndstica®, sendo a leitura processada em espectrofotometro e

procedida conforme instruc6es do fabricante.

Histologia hepética

Ao final do periodo experimental foram coletados os figados de oito animais por
repeticio para a determinacdo da relacdo hepatossomatica (RHS%) = (100(peso
figado)/(peso corporal final)), no total de 40 peixes por tratamento. Posteriormente, dois
figados de cada repeticdo (10 peixes por tratamento), foram lavados com agua destilada e
conservadas amostras da por¢cdo mediana do lobo esquerdo.

As amostras de figado foram fixadas em solucdo de Bouin aquoso [30] e,
posteriormente, transferidas para frascos contendo &lcool 70°. O material foi desidratado
pela passagem em série crescente de alcoois, diafanizado em xilol e incluido em parafina,
para a obtencdo de cortes transversais semisseriados, com 6 um de espessura, com auxilio
de micrétomo rotativo (Microm HM 340 E Thermo Scientific - Alemanha). Essas analises
foram realizadas no Laboratério de Histologia da Universidade Estadual do Oeste do
Parana — Unioeste/Campus Toledo-PR.

Amostras do figado foram coradas no Laboratorio de Histotécnica Animal do
Departamento de Ciéncias Morfologicas da Universidade Estadual de Maringa-PR. As
caracteristicas morfoldgicas foram analisadas através de um indice de lesdes calculado
segundo Bernet et al. [30]. Para analise morfoldgica e determinacdo do numero de
hepatécitos por &rea (area Util de contagem: 20914,7228um?), as laminas foram coradas
pelo método de Hematoxilina e Eosina - HE [31], e para evidenciacdo do glicogénio
intracelular e determinacdo do percentual ocupado por esta inclusdo por area (area util de
contagem: 20914,7228um?), foram coradas através da técnica histoquimica Acido
Periddico de Schiff (PAS) + Hematoxilina [32].

As andlises histolégicas do figado, independentemente da técnica de coloragdo,

foram realizadas a partir de imagens capturadas em microscopio optico (P1 Olympus BX
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50 - Manila, Filipinas) acoplado a uma camera (Olympus PMC 35 B - Berlim, Alemanha),
utilizando objetiva de 40x, em 10 imagens por corte (30 imagens/animal), totalizando 300
imagens/tratamento. Estas mensuracdes foram realizadas com auxilio de software de

analise de imagem Image Pro Plus® (version 4.5, Media Cybernetics, USA).

Histologia branquial

O segundo e terceiro arco branquial do lado direito dos mesmos dois peixes que
foram retirados os figados, foram removidos para avaliacdo histoldgica. As branquias
foram lavadas com agua destilada e coletada amostra do segundo arco branquial direito, de
dois peixes por repeticéo, totalizando 10 peixes por tratamento.

As amostras das branquias foram fixadas em solu¢do de Bouin aquoso [31] e,
posteriormente, transferidas para frascos contendo alcool 70°. O material foi desidratado
pelas passagens em séries crescentes de alcoois, diafanizado em xilol e incluido em
parafina, para a obtengdo de cortes transversais semisseriados, com 6 um de espessura,
com auxilio de micrétomo rotativo (Microm HM 340 E Thermo Scientific - Alemanha).
Essas analises foram realizadas no Laboratdrio de Histologia da Universidade Estadual do
Oeste do Parana — Unioeste/Campus Toledo-PR.

As branquias foram coradas no Laboratorio de Histotécnica Animal do
Departamento de Ciéncias Morfologicas da Universidade Estadual de Maringa-PR. Foi
utilizado o método de coloracdo com Hematoxilina-Eosina — HE [31], para anélise
morfolégica e verificacdo de possiveis alteracdes branquiais utilizando o método
semiquantitativo proposto por Schwaiger et al. [33], adaptado em escala crescente de
valores médios de alteracdo (V.M.A), dependendo do grau de severidade das lesdes,
descritas por Mallatt [34], de acordo com a seguinte escala: Nivel 0 = nenhuma alteracao
histoldgica; Nivel 1 = alteracdes leves; Nivel 2 = alteracbes moderadas e pontuais; Nivel 3
= alteragdes severas e extensas.

Com base nesta escala, um valor médio de alteracdo histoldgica (VMA) foi
conferido para cada animal. A partir dos dados individuais foi calculada a média de VMA
para cada tratamento. A ocorréncia e frequéncia das alteracfes: hiperplasia, fusdo lamelar e
telangectasia foram analisadas em trés cortes histologicos por animal em microscopio
optico (P1 Olympus BX 50 - Manila, Filipinas) acoplado a uma camera (Olympus PMC 35
B - Berlim, Alemanha), utilizando objetiva de 40x. Para a evidenciagdo das ceélulas

produtoras de mucinas neutras e mucinas acidas e posterior analise quantitativa as amostras
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de branquias foram submetidas a técnica histoquimica Alcian Blue + PAS, modificada
(Alcian Blue pH 2,5 - PAS Stain/PAB) [35]. Esta anélise foi realizada a partir de imagens
capturadas em microscopio optico (P1 Olympus BX 50 - Manila, Filipinas) acoplado a uma
camera (Olympus PMC 35 B - Berlim, Alemanha), utilizando objetiva de 40x. Foram
capturadas 10 imagens de cada regido da branquia (apical, intermediaria e basal), no total
de 30 imagens por regido, totalizando 90 imagens por animal (450 imagens por
tratamento). Estas mensuracdes foram realizadas com auxilio de software de analise de

imagem Image Pro Plus® (version 4.5, Media Cybernetics, USA).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade Shapiro-Wilk e,
quando constatada distribuicdo normal, procedeu-se ANOVA seguida de teste de Tukey
para comparacdo de médias ou do teste t. Para os dados que ndo seguiram distribuicdo
normal, aplicou-se a analise ndo paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida do proprio teste de
médias. As andlises foram realizadas utilizando o ambiente estatistico R (versdo 1.8.1)
[36].

Resultados e discussao
Desempenho zootécnico

Os tratamentos com e sem o produto homeopatico, ndo proporcionaram diferencas
(P>0,05) no desempenho zootécnico bem como no rendimento de filé dos animais (Tabela
2). Os valores observados estdo de acordo com os resultados descritos por Braccini et al.
[17], que trabalharam com o mesmo produto homeopatico em diferentes niveis de
concentracdo e ndo observaram diferenca para peso final, comprimento final, conversao
alimentar aparente e sobrevivéncia de juvenis de tilapia do Nilo que receberam o produto
durante 57 dias. Siena et al. [20] também ndo observaram diferenca no peso final e
comprimento final de alevinos machos revertidos de tilapia do Nilo, linhagem Supreme,
que receberam Homeopatila 100® durante 61 dias, porém verificaram maior sobrevivéncia
para aqueles peixes que receberam 40 mL/kg do produto na ragao.

Fuzinatto et al. [13], observaram maior ganho em peso para juvenis de tilapia do
Nilo que receberam 40mL de Homeopatila 100®/kg de racdo durante 84 dias, sem que

houvesse diferenga na converséo alimentar. Em trabalho realizado com diferentes niveis de
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Homeopatila 100® em tambaqui (Colossoma macropomum), Pinheiro et al. [14],
observaram menor ganho em peso para 0s animais que receberam 60mL/kg de racdo, sem
interferéncia na sobrevivéncia. Valentim-Zabott et al. [21] observaram que os valores de
comprimento e peso final, foram menores para alevinos de tilapia tratados com o nucleo
homeopéatico Homeopatila RS, quando comparados ao tratamento com hormonio e o
controle. Porém, a sobrevivéncia foi significativamente maior para 0s animais que

receberam o produto homeopatico.

Tabela 2. Valores médios * erro padrdo da média do desempenho zootécnico e rendimento
de filé de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), alimentadas com racdo contendo nicleo
homeopatico Homeopatila 100®, no inicio e durante o periodo experimental.

Tratamentos
Variaveis
Controle Homeopatila 100®

Peso inicial (g) 50,22+0,39 50,03+0,39
Comprimento total inicial (cm) 13,25+0,03 13,28+0,06
Peso final (g) 350,27+4,68 340,00+4,49
Comprimento total final (cm) 25,33+0,09 24,96+0,09
Ganho em peso (g) 300,05£3,74 289,97+4,13
Ganho em peso diario (g/dia) 3,23+0,04 3,12+0,04
Conversdo alimentar aparente 1,23+0,02 1,28+0,02
Sobrevivéncia (%) 94,17+0,76 93,33+0,90
Fator de condicéo 2,10+0,04 2,12+0,02
Uniformidade (%) 52,46+2,85 53,10+0,90
Gordura visceral (%) 1,90+0,13 2,08+0,13
Rendimento de filé (%) 30,42+0,42 31,52+0,24

Teste t (P<0,05).

A sobrevivéncia no presente estudo foi bem elevada em ambos os tratamentos,
estando os valores proximos ao observado por Valentim-Zabott et al. [21], Siena et al. [20]
e Braccini et al. [17], que avaliaram o uso de produtos homeopaticos para tilapias do Nilo,
porém em fases diferentes. Contudo, ressalta-se que os altos valores observados no atual
estudo também podem estar relacionados a0 manejo adequado, & qualidade de 4gua em que
0S animais permaneceram, bem como regime alimentar.

A uniformidade dos lotes ndo foi influenciada pelo uso do ndcleo homeopatico.

Normalmente no cultivo de tilapias, observa-se uma grande heterogeneidade do lote, que
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se deve ao comportamento hierdrquico da espécie. Os ciclideos apresentam
comportamento territorialista e sua criagdo necessita maiores cuidados para manter a
uniformidade do lote. Quanto maior a diferenca, maior o prejuizo na comercializacao
devido a presenca de peixes pequenos [40].

Todas variaveis de desempenho zootécnico ficaram dentro dos valores
considerados normais para o cultivo de tilapias em tanques-rede, ndo diferindo entre os

peixes que receberam o nlicleo homeopatico Homeopatila 100 e o grupo controle.

Prevaléncia de ectoparasitos

Os peixes em pisciculturas podem ser infestados por inumeras espécies de
parasitos, que podem ocorrer em sua superficie, 0s ectoparasitos, e 0S que ocorrem nos
6rgdos internos, os endoparasitos [41]. As perdas causadas por esses organismos
representam fator determinante para o sucesso na producdo de peixes, pois, além de
disseminar agentes patogénicos para o ambiente podem representar um risco a saude
publica [42].

Vérios estudos realizados com produtos homeopaticos em outros animais
apresentaram diminuicdo de infestagdo por parasitos [43-47]. Na composicdo da
formulacdo do Homeopatila 100%, um dos componentes é o Sulphur, indicado segundo
Rezende [6], para o controle de ectoparasitos em animais.

Na implantacdo do experimento a prevaléncia de ectoparasitos em 100 peixes
capturados aleatoriamente foi de 85,0%, com maior prevaléncia para Monogenoidea
(42,0%), seguido do parasitismo misto (34,0%) e por Gltimo Trichodina (9,0%). Ao final
do periodo experimental, ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para a
prevaléncia de ectoparasitos entre os tratamentos, porém houve diferenca significativa
(P<0,05) na prevaléncia dos ectoparasitos ao longo do tempo, e ao final do experimento,
cerca de 27,5 a 32,5% dos peixes encontravam-se parasitados (Tabela 3).

Pinheiro et al. [14], avaliando Homeopatila 100® para tambaqui ndo observaram
diferenca significativa (P>0,05) para prevaléncia de ectoparasitos. Diferindo de Braccini et
al. [17] que verificaram diferenca significativa (P<0,05) para Monogenoidea e parasitismo
misto, no qual o tratamento com 40 mL de Homeopatila 100® apresentou menor
prevaléncia de parasitismo misto, porém maior prevaléncia de Monogenoidea. Ja

Valentim-Zabott et al. [21], assim como no presente estudo, também verificaram reducédo
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na prevaléncia de ectoparasitos utilizando o nicleo homeopéatico Homeopatila RS durante a
fase de reversdo sexual.

Valentim-Zabott et al. [21] verificaram durante a reversdo sexual, 100% de
parasitismo no inicio do experimento, com 80% para Trichodina e 20% para parasitismo
misto, e ao final do periodo experimental, ndo foi verificada presenca de ectoparasitos
tanto para tratamento controle e com hormoénio, quanto para o ndcleo homeopatico

Homeopatila RS.

Tabela 3. Valores médios + erro padrdo da média da prevaléncia de ectoparasitos, em
tilpia do Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem GIFT, no inicio e durante o
experimento, no tratamento controle e com o niicleo homeopéatico Homeopatila 100®.

Trichodina (%)

Periodo
Tratamento __ i _ _
Inicial 30 dias 60 dias 90 dias
Controle 0.00 22,50+8,29°*  30,0+9,35" 7,50+3,06™"
Homeopatila 100® ’ 7,50+3,06%° 32,545,00**  10,00+6,12%®
Monogenoidea (%)
Periodo
Tratamento _ i i i
Inicial 30 dias 60 dias 90 dias
Controle 42.00 10,00+4,68**  7,50+7,50**  20,00+5,00*"
Homeopatila 100° ’ 17,5046,37*"  10,00+4,68**  10,00+4,68**
Parasitismo Misto (%)
Periodo
Tratamento __ i _ _
Inicial 30 dias 60 dias 90 dias
Controle 24,00 27,50+7,29°  22,50+10,00¥*  5,00+3,06°®
Homeopatila 100® ’ 45,00+12,87**  25,00+7,91*®  7,50+3,06°®
Total (%)
Periodo
Tratamento _ i i i
Inicial 30 dias 60 dias 90 dias
Controle 5 00 65,00+15,00** 60,00+9,19%**  32,50+6,37%°
Homeopatila 100® ’ 70,00+12,25*  67,50+8,48°*  27,50+9,19°®

Parasitismo misto: Trichodina + monogenoidea. Valores seguidos por letras minGsculas iguais na mesma
coluna ndo diferem significativamente (P>0,05) entre os diferentes tratamentos pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis. Valores seguidos por letras maiusculas diferentes na mesma linha diferem significativamente
(P<0,05) entre os diferentes periodos pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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A gravidade das doengas causadas por protozodrios pode variar dependendo do
nimero de parasitos na infestacdo, do sistema de cultivo, da espécie, tamanho, sexo e
estado de salde dos peixes. Trichodina e monogenéticos sdo 0s ectoparasitos mais
comumente encontrados em peixes. Os casos de infestacdo intensa ocorrem geralmente,
devido a alteragdes ambientais como eutrofizagdo, oscilagbes de temperatura e pH,
favorecendo assim, a reproducdo desses protozoarios [48-50].

Quanto a infestacdo por Trichodina e intensidade média por Monogenoidea (Tabela
4), ndo foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos, e a intensidade
média por Monogenoidea diminuiu ao longo do tempo para ambos os tratamentos. Os
valores observados estdo proximos dos valores descritos por Braccini et al. [49], para a

mesma area experimental, no periodo de abril a agosto de 2006.

Tabela 4. Média * erro padrdo da média das categorias de infestacdo por Trichodina e
intensidade média por Monogenoidea, em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), no
inicio e durante o experimento, no tratamento controle e com o ndcleo homeopético
Homeopatila 100°.

Média Categoria Infestacdo (Trichodina)

Periodo
Tratamento _ i i i
Inicial 30 dias 60 dias 90 dias
Controle 1,59+0,26*" 1,77+0,26** 1,00+0,45%
_ o 1,72+0,20 A A A
Homeopatila 100 1,90+0,29 1,45+0,17% 1,14+0,14
Intensidade média (Monogenoidea)
Periodo
Tratamento __ i _ _
Inicial 30 dias 60 dias 90 dias
Controle 2,08+0,31%"  1,07+0,31%°®  1,22+0,10%
. ® 4’51 aA aAB aB
Homeopatila 100 1,94+0,19 1,39+0,26 1,10+0,33

Categoria de infestacdo 1 =1 a5;2=6a10; 3 =11 a 15; 4 = 16 a 20; 5 = mais do que 20 espécimes de
Trichodina. Valores seguidos por letras minusculas iguais na mesma coluna néo diferem significativamente
(P>0,05) entre os diferentes tratamentos pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Valores seguidos por
letras maiusculas diferentes na mesma linha diferem significativamente (P<0,05) entre os diferentes periodos
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

A diminuicdo de infestagdo por ectoparasitos em ambos os tratamentos ao longo do
tempo pode ter relagdo com o fato de que os peixes foram adquiridos em uma produgéo
comercial da regido e encontravam-se estocados em viveiros escavados, e foram
transferidos para os tanques-rede no periodo experimental, passando por um processo de

adaptacdo, e entrando em equilibrio com o ambiente ao longo dos 91 dias de experimento.
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Braccini et al. [49], avaliaram a infestacdo parasitaria em tilapias do Nilo cultivadas
em diferentes densidades de estocagem e observaram uma diminui¢do na infestacdo
parasitaria & medida que os peixes foram crescendo, e a menor incidéncia de ectoparasitos
foi observada no periodo onde as temperaturas sdo mais amenas, fato relatado também por
Vargas et al. [50] e Vargas et al. [51]. O mesmo talvez possa ter ocorrido com o presente
estudo, pois durante o periodo experimental, houve uma redugdo na temperatura da agua, o

que € normal para a estacdo do ano.

Hematologia

Em peixes, as oscilagdes dos valores hematologicos podem ser influenciadas por
diversos fatores biologicos e ambientais, e também por estresse. A variacdo ocorre ndo so
entre espécies, mas entre individuos da mesma espécie, de acordo com as condi¢des

fisioldgicas dos animais [11, 12].

Tabela 5. Valores médios + erro padrdo da média dos pardmetros biogquimicos e
hematoldgicos de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), alimentadas com racao
contendo niicleo homeopético Homeopatila 100, cultivadas em tanques-rede.

Tratamento

Pardmetros

Controle Homeopatila 100®
Bioquimicos
Triglicerideos (mg.dL™) 197,21+14,26 221,62422,15
Colesterol total (mg.dL™) 117,71+11,88 106,92+9,64
Glicose (mg.dL™) 54,89+5,12 43,89+4,79
Proteina total (g.dL™) 3,27+0,08 3,3510,28
Hematoldgicos
Eritrocitos (10°.uL™) 1,52+0,05 1,56+0,05
Hemoglobina (g.dL™) 7,95+0,23 8,07+0,29
Hematocrito (%) 32,21+1,01 34,86+1,09
VCM (fL) 155,99+4,70 164,10+4,17
HCM (ug) 38,49+1,09 38,18+1,60
CHCM (g.dL™) 24.,85+0,79 23,41+0,81

VCM = volume corpuscular médio; HCM = hemoglobina corpuscular média; CHCM = concentracdo de
hemoglobina corpuscular média; Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (P<0,05).
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N&o foram observadas diferencas (P>0,05) para os pardmetros bioquimicos do
sangue das tilapias do Nilo que receberam ou n4o o produto Homeopatila 100 (Tabela 5).
Segundo Neu et al. [52], os valores de referéncia para os parametros bioquimicos para
peixes, ainda nao estao totalmente padronizados, apresentando grande variacdo em tilapias.

O padrdo hematologico dos peixes em funcdo da utilizacdo do produto
homeopético ndo foi alterado, estando todos os valores proximos aos observados em outros
trabalhos com a espécie, sugerindo-se que 0s animais apresentaram médias dentro da faixa
considerada normal para a espécie [53, 11].

Os tratamentos ofertados ndo alteraram os valores de leucdcitos totais, trombacitos
totais e no diferencial de leucdcitos, permanecendo dentro da amplitude de variacdo e
aceitos como normais para peixes teledsteos como descrito por Tavares-Dias e Moraes
[11].

Com relacdo ao diferencial de leucdcitos ndo foi observada diferenca (P>0,05)
entre as varidveis analisadas. A maior parcela encontrada nos peixes foi de linfocitos, com
valores médios de 89,64% para tratamento controle e 88,00% para tratamento homeopatico
(Tabela 6). Os linfocitos sao as células de maior concentracdo e variacdo, encontradas em
tildpias, e os monocitos sdo os menos discrepantes. Os valores encontram-se dentro da
faixa de variacdo para espécie, citadas na literatura e observadas nos mais diversos

experimentos [11].

Tabela 6. Valores médios * erro padrdo da média de leucdcitos, trombdcitos e diferencial
de linfécitos, neutrofilos, mondcitos, CGE e LI de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
alimentadas com ragdo contendo niicleo homeopético Homeopatila 100®, cultivadas em
tanques-rede.

o Tratamento
Variavels
Controle Homeopatila 100®

Leuccitos (UL D) 46738+4259,36 40930+4431,63
Trombécitos (uL™) 33297+3516,56 33941+3058,64
Linfécitos (%) 89,64+1,15 88,00+0,99
Neutrofilos (%) 4,86+0,69 6,2320,92
Mondcitos (%) 1,50+0,29 1,85+0,38
CGE (%) 1,14+0,25 0,770,29

LI (%) 3,29+0,74 3,15+0,34

CGE: célula granulocitica especial; LI: leucocitos imaturos. Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
(P<0,05).
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Em tilapias do Nilo, o tratamento homeopético com Homeopatila 100®, alterou os
niveis de cortisol, glicose e pardmetros hematolégicos, como percentual de linfdcitos,
neutrofilos, eosindfilos e trombdcitos, quando comparados com o grupo controle [16].
Tambaquis alimentados durante 60 dias com rac¢do contendo 20 e 60 mL de Homeopatila
100® tiveram maior hematécrito e maior VCM, enquanto os niveis de protefna plasmatica,
concentracdo de hemoglobina, hematdcrito, nimero de eritrocitos e CHCM ndo foram

influenciados pelo tratamento com produto homeopatico [14].

Histologia hepética

Em geral, pela avaliagio macroscépica dos figados, independentemente do
tratamento, foi possivel observar que 0s mesmos encontravam-se bem desenvolvidos, com
superficie lisa, brilhante e coloracdo vermelha com tendéncia ao marrom, sem nenhuma
evidéncia da presenca de estriacfes ou lesGes esbranquigadas tipicas de esteatose hepaética.

O figado é um orgdo hematopoiético, mas destaca-se pela sua capacidade de
acumular substancias de reserva, principalmente sob a forma de glicogénio e lipidios [54],
e estas reservas podem influenciar em seu peso e consequentemente no indice
hepatossomatico [55]. As variagdes no armazenamento de substancias no figado dependem
da espécie, idade, sexo, condicdo nutricional, ambiente, periodo de reproducdo e de
aclimatacao térmica, porém as diferencas observadas no presente estudo ndo podem ser
atribuidas a estas variaveis, pois todos os peixes eram machos revertidos, com peso inicial
e final semelhantes, e permaneceram em jejum por mesmo periodo de tempo.

Apesar de ser observado maior nimero de hepatécitos e maior porcentagem de
glicogénio naqueles que receberam Homeopatila 100®, o indice hepatossomatico n&o
apresentou diferenca (P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 7), diferindo do observado por
Braccini et al. [17] e Siena et al. [20] que verificaram menor indice hepatossomatico para
0s peixes que receberam 40mL de Homeopatila 100®/kg de racéo.

Microscopicamente foi observado o parénquima hepatico constituido por
hepatocitos dispostos em cordBes continuos permeados por sinusoides convergindo para a
veia centro-lobular. Apresentando hepatocitos tipicos, com nucleos arredondados de
posicdo central, com nucléolo evidente e citoplasma levemente acidofilo e vacuolizado,
hepatocitos maiores com nucleos deslocados para a periferia, independentemente do

tratamento. As observacdes sobre o figado de tilapia conferem com a descricéo histologica
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de Vicentini et al. [56], permitindo caracterizar a histologia do figado desses peixes como

padrdo estrutural para a espécie.

Tabela 7. Valores médios * erro padrdo da média do indice hepatossomatico (IHS),
hepatdcitos e percentual de ocupacdo de glicogénio, no tecido hepético de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus), alimentadas com racdo contendo nucleo homeopatico
Homeopatila 100°, cultivadas em tanques-rede.

o Tratamento
Variaveis - ®
Controle Homeopatila 100
IHS (%) 2,17+0,08° 2,22+0,07°
Hepatdcitos* 149,31+1,43" 169,15+1,48°
Glicogénio (%)* 17,19+0,73° 23,26+0,94°

IHS = indice hepatossomatico. * Area Util de contagem: 20914,7228um? Valores seguidos por letras
diferentes na mesma linha diferem significativamente entre os diferentes tratamentos pelo Teste t (P<0,05).

Os peixes que recebram Homeopatila 100®, apresentou um maior ndmero de
hepatocitos, estando de acordo com o observado por Braccini et al. [17] para tilapias,
porém Pinheiro et al. [14] observou uma diminuicdo no ndmero de hepatécitos para
tambaquis que receberam 40mL do produto.

Em estudo realizado por Figueiredo-Fernandes et al. [57], pesquisando alteracGes
histopatoldgicas no figado de tilapias do Nilo que foram expostas a diferentes
concentracOes de cobre, observaram uma diminuicdo do numero de hepatécitos nos cortes
histoldgicos conforme o0 aumento da concentracdo do metal pesado na agua.

Segundo Zelikoff [58], os hepatdcitos podem ser considerados o primeiro alvo da
toxicidade de uma substancia, o que caracteriza o figado como um 6rgdo biomarcador da
poluicdo ambiental. A detoxificacdo é considerada uma funcdo hepética importante, onde
muitas substancias toxicas sdo neutralizadas e posteriormente excretadas na bile [59].

Foi observada maior concentracdo de glicogénio hepéatico para os peixes que
receberam produto homeopatico, corroborando com Braccini et al. [17], porém para
tambaquis, Pinheiro et al. [14], ndo observou diferenca na concentracdo de glicogénio,
independe do nivel de Homeopatila 100® incorporado na ragéo.

O nucleo homeopatico utilizado proporcionou 35,3% a mais de reserva de
glicogénio quando comparado ao tratamento controle. A maior concentracdo de glicogénio
hepatico no tratamento com produto homeopatico pode estar relacionada ao maior nimero
de hepatdcitos observados no tratamento, pois uma das fungdes dos hepatocitos é acumular

glicogénio [59].
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Uma maior concentracdo de glicogénio hepéatico representa um fator positivo na
criacdo intensiva de peixes, pois as maiores reservas de glicogénio encontram-se no figado
e nos musculos, e sdo mobilizadas para atender as necessidades energéticas que aumentam
principalmente em condicfes estressantes, tanto no ambiente natural quanto nas criacfes
intensivas.

Em estudo sobre toxicidade cronica do Roundap em piaugus (Leporinus
macrocephalus), os autores observaram que 0s peixes expostos ao herbicida apresentam
deplecéo do estoque de glicogénio hepatico [60]. Segundo Santos et al. [61], o acimulo de
lipidios e a diminuicdo de glicogénio hepatico prejudicam as atividades metabdlicas.
Parece existir uma relacdo inversa entre a toxicidade de substancias e o numero de
hepatocitos [57], e isso possivelmente possa caracterizar um efeito hepatoprotetor ao
produto homeopatico Homeopatila 100°.

Na comparacdo do indice de lesdo dos figados, calculado com base em Bernet et al.
[30], foi encontrada diferenca significativa entre os tratamentos, sendo que os figados dos
peixes que receberam o nlcleo homeopatico Homeopatila 100® apresentaram menos

alteracdes histopaldgicas (Figura 3).
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Figura 3. indice de lesdo histopatoldgica no tecido hepéatico de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus),
alimentadas com ragéo contendo niicleo homeopéatico Homeopatila 100®, cultivadas em tanques-rede.

As alteracOes observadas no figado foram: dilatagdo de sinusoides, infiltracdo

leucocitéria, centro de melanomacrofagos, congestdo de sinusodides, estas as alteracdes
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mais prevalentes, sendo observado também a perda do limite celular e vacuoliza¢do do
citoplasma, porém com menor incidéncia.

Para verificar a satde geral dos peixes, pode-se utilizar a classificacdo de Zimmerli
et al. [62], em que os indices histopatoldgicos sao utilizados para classificar a severidade
de lesdo no tecido hepético: classe 1 (indice < 10), estrutura normal do tecido com leves
alteracoes; classe 2 (indice 10-25), estrutura normal do tecido com moderadas alteragdes;
classe 3 (indice 26-35), tecido hepatico com alteracfes pronunciadas; e classe 4 (indice
>35), tecido hepatico com alteragdes severas. Portanto, mesmo havendo diferenca
estatistica entre os dois tratamentos, os indices de ambos, enquadram-se na classe 2,
apresentando estrutura normal do tecido com moderadas alteragdes.

As alteracdes histopatoldgicas poderiam ter sido mais expressivas, se 0S animais
recebessem por um periodo maior de tempo o produto homeopatico e se o fornecimento de
alimento néo tivesse sido restringido (3% da biomassa do tanque), ou seja, se o alimento
tivesse sido fornecido a vontade, até a saciedade aparente dos animais, pois haveria uma
exigéncia maior do metabolismo do figado, podendo ficar mais evidente algumas das
alteracdes histopatoldgicas. Assim, é de grande importancia a realiza¢do de mais estudos e
diferentes avaliacdes do figado em futuros trabalhos, para uma melhor compreensdo do
efeito do produto homeopatico sobre este 6rgéo.

Histologia branquial

Na avaliacdo morfoldgica das lamelas branquiais, foram observadas as seguintes
alteracdes: hiperplasia, fusdo lamelar e telangectasia, que sd@o as alteragfes mais
encontradas nas branquias de teledsteos [10].

Segundo Morgan e Tovell [63] qualquer alteracdo nas branquias podera causar um
desequilibrio organico, comprometendo a sobrevivéncia e desempenho dos peixes. A
alteracdo branquial mais comum encontrada em tilapia e na maioria dos peixes teledsteos €
a hiperplasia, pois ela se manifesta apds a ocorréncia de algum agente estressor, servindo
como um mecanismo de reacdo e protecdo da resposta inflamatéria [10]. A fusdo lamelar
funciona como um mecanismo de defesa, diminuindo a area de superficie da branquia ou
aumentando a barreira de difusdo ao agente poluente ou estressor, porém a maior
dificuldade respiratoria pode induzir a vasodilatagdo, podendo levar ao aparecimento de

edemas e descolamento do epitélio branquial [64]. A telangectasia se caracteriza pela
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congestdo sanguinea com desintegracdo das estruturas de suporte e o extravasamento do
sangue para o interior das lamelas branquiais [65].

Apesar da presenca de alteracdes histoldgicas branquiais, ndo foram observadas
diferencas significativas (P>0,05) (Tabela 8) entre os tratamentos, corroborando com 0s
resultados observados por Siena et al. [20], e discordando com o observado por Braccini et
al. [17], que verificaram menores valores para as alteracdes branquiais para tilapias que
receberam 40mL de Homeopatila 100®/kg de racdo. O grau das alteracdes observadas
ficou entre alteracdes leves a alteracGes moderadas e pontuais, caracterizando um bom

manejo e boa qualidade de &gua, no periodo experimental.

Tabela 8. Valores médios + erro padrdo da média das alteracdes histologicas na analise das
branquias de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), alimentadas com racdo contendo
nticleo homeopatico Homeopatila 100®, cultivadas em tanques-rede, avaliadas em Valor
Médio de Alteracdo (V. M. A), pelo método de coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE).

o Tratamento
Variaveis : ®
Controle Homeopatila 100
Hiperplasia 2,33+£0,09 2,22+0,12
Fusdo lamelar 1,41+0,22 1,15+0,21
Telangectasia 0,93+0,08 0,74+0,08

V.M.A.: Valor Médio de alteracdo, medida semiquantitativa, variando de grau 0 a 3. Grau 0 = nenhuma
alteracdo histologica; Grau 1 = alteracGes leves; Grau 2 = alteracBes moderadas e pontuais; Grau 3 =
alteracBes severas e extensas. Kruskal-Wallis (P<0,05).

Os resultados das analises de frequéncia na produgdo de muco &cido e neutro nas
diferentes areas e quantidade total de células mucosas nos filamentos branquiais de tilapia
do Nilo ndo foram influenciados (P>0,05) pelo uso do produto homeopatico, apresentando-
se distribuidas de forma uniforme (Tabela 9).

As células caliciformes sdo responsaveis pela secrecdo do muco que serve de
protecdo ou defesa da estrutura branquial [66], sua frequéncia pode variar nas diferentes
regibes das branquias [67]. Porém, Cinar et al. [68], observaram distribuicdo de forma
uniforme nos arcos branquiais, ao avaliarem diferentes técnicas histoquimicas através de
reacOes de coloracdo para a caracterizacdo de glicoproteinas secretadas de muco neutro e
acido no segundo arco branquial de carpa capim (Cyprinus carpio).

Braccini et al. [17] observou menor nimero de células mucinas acidas e neutras
para o tratamento que recebeu produto homeopatico, e com porcentagens de ceélulas
mucinas acidas superiores as observadas no presente experimento, e consequentemente

porcentagens inferiores na producdo de células mucina neutras.
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Reis et al. [69] ao avaliarem as alteracfes do epitélio branquial e das lamelas de
tilpias, causadas por mudancas do ambiente aquatico em tanques de cultivo intensivo,
relataram que as mucosubstancias acidas sdo mais sollveis do que as neutras quando
entram em contato com 0 meio aquatico, pois possuem maior quantidade de cargas
elétricas residuais. As mucinas neutras sdo mais densas que as mucinas acidas,
promovendo maior protecdo e lubrificacdo das células epiteliais branquiais em ambientes

contendo substancias abrasivas, toxicas ou irritantes [70].

Tabela 9. Valores médios * erro padrdo da média da porcentagem de celulas mucosas
produtoras de mucinas &cidas e de mucinas neutras, presentes na regido apical,
intermediaria e basal de filamentos branquiais de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
alimentadas com ragdo contendo nlicleo heomopético Homeopatila 100®, cultivadas em
tanques-rede, evidenciadas pela técnica histoquimica alcian Bleu (pH 2,5) (PAS).

Acidas (%)
_ Tratamento
Posicéo
Controle Homeopatila 100®
Apical 49,45%3,27 49,94+3,78
Intermediéria 51,32+2,78 51,27+3,86
Basal 49,63+4,21 50,59+4,22
Total 50,13+1,89 50,60%2,15
Neutras (%)
Posicio Tratamento
Controle Homeopatila 100®
Apical 50,55+3,27 50,07+3,78
Intermediéria 48,68+2,78 48,74+3,86
Basal 50,37+4,21 49,41+4,22
Total 49,87+1,89 49,40+2,15
Quantificacdo total das células produtoras de muco &cido e neutro
Total 2595,84+189,21 2636,84+141,90
Teste de Tukey (P>0,05).

Segundo Breseguelo et al. [71], que ao analisar a producdo de mucinas em
branquias de peixe guaru (Poecilia vivipara), constataram que alteracdes do epitélio
branquial podem indicar uma adaptagdo ao meio para 0 retorno a homeostasia,

caracterizando mais uma protecao as superficies teciduais.
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De maneira geral, observou-se que o uso do Homeopatila 100° ndo apresentou
efeito sobre a maioria dos parametros avaliados, exceto para histologia hepatica. Um fator
que pode ter contribuido para a similaridade observada entre os dados, poderia ser a falta
de condicdes estressantes, de forma a forcar os peixes a reagirem, alterando seu estado de
homeostase, pois neste experimento a racdo fornecida atendia as exigéncias da espécie, a
qualidade de agua do local era ideal para o cultivo de tilapia e a densidade de estocagem
utilizada, é considerada moderada, com uma media final de aproximadamente 43,4 kg/m3,
ja em cultivos comerciais a estocagem geralmente € superior a 100 kg/ms. Outro fator,
pode ser que o nivel do nicleo homeopatico testado seja incipiente neste meio de cultivo e
para um periodo tdo longo, podendo talvez ser necessario niveis diferenciados entre as
varias fases de crescimento animal.

Informacdes relacionadas ao uso de produtos homeopaticos em peixes ainda séo
escassos, necessitando de mais pesquisas, principalmente, que reproduzam a realidade dos
sistemas de cultivo da cadeia produtiva de tilapias.

Concluséao

Conclui-se que o nicleo homeopatico Homeopatila 100° na concentragdo de 40
mL/kg de racdo, apresentou resultados significativos na histologia hepética, com maior
numero de hepatdcitos e maior concentracdo de glicogénio por area, fator positivo para o

cultivo intensivo de peixes, sem interferir no desempenho zootécnico e saude das tilapias.
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