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Resposta morfofuncional em tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus)
através do uso do Nicleo Homeopatico Homeopatila 100®

RESUMO
A pesquisa teve como propdsito avaliar o efeito do Nucleo Homeopético Homeopatila
100® no desempenho, prevaléncia de ectoparasitos e andlise morfoldgica hepdtica e
branquial em tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), linhagem GIFT. No inicio, aos 30
dias e no encerramento do experimento, foi estimado o desempenho, a prevaléncia de
ectoparasitos, a categoria de infestacdo por tricodinideo e a carga parasitiria de
Dactylogyridae em branquias e tegumento em tildpias, através da utilizacdo do Nucleo
Homeopdtico Homeopatila 100®, com quatro concentracdes: T1 (controle): 20 mL de
solucdo hidroalcéolica (4lcool 30° GL), T2: 20 mL, T3: 40 mL e T4: 60 mL de
Homeopatila 1 00® por kg de ragdo, com quatro repeticdes para cada tratamento
totalizando 16 unidades experimentais, distribuidas aleatoriamente, na densidade de 40
peixes m™. Os juvenis apresentaram peso € comprimento total médio inicial de 44,0 +
7,9 g e 13,1 £ 0,8 cm, respectivamente, com maior prevaléncia para parasitismo misto
(55,0%), Monogenoidea (38,0%), e Tricodinideos (5,0%) Ao final do experimento, os
valores dos parametros fisicos e quimicos da dgua estiveram dentro da normalidade e o
peso e o comprimento total médio dos peixes de todos os tratamentos foram
respectivamente: T1 (98,5 £229ge 17,6 £2,8 cm), T2 (99,0 £21,7 ge 17,5 £2,0 cm).
T3 (99,2 £ 16,1 ge 16,1 £ 0,9 cm) e T4 (98,9 = 20,8 g e 20,8 = 1,6 cm). Nao foi
observada diferenca estatistica (p<0,05), entre os tratamentos, em relacao aos resultados
de conversdao alimentar aparente e sobrevivéncia. Entre a prevaléncia total final de
ectoparasitos nos diferentes tratamentos homeopdticos, a Média da Categoria de
Infestagdo por Trichodina e a Intensidade Média por Monogenoidea, tanto no
tratamento controle como nos tratamentos homeopdticos, ndo foram verificadas
diferencas estatisticas (p<0,05). Houve diferenca significativa para o parasitismo misto,
o qual apresentou resultado inferior no tratamento com Homeopatila 100° na
concentracdo de 40mL por Kg de ragcdo, porém com parasitismo elevado para
Monogenoidea. Ao final do experimento foi analisada a morfologia hepética e branquial
das tildpias alimentadas com o Ndcleo Homeopdtico Homeopatila 100°. O figado e os
arcos branquiais de oito peixes por tratamento foram removidos, e submetidos a

procedimentos histolégicos padrao. Os figados foram pesados, feito a média dos valores



da relacdo hepatosomadtica e seguiram para rotina histoldgica padrio para andlise
morfoldgica geral e determinagdo do nimero de hepatdcitos por drea, com a coloragdo
HE e para a evidenciacdo do glicogénio intracelular foi utilizado uma técnica de
histoquimica com Acido Periédico de Schiff (PAS) + Hematoxilina. As brinquias
foram coradas com HE, para andlise morfoldgica e técnica histoquimica Alcian Blue +
PAS para a evidenciacdo das células produtoras de mucinas neutras e mucinas acidas. A
RHS dos peixes tratados com Homeopatila 100° foi significativamente inferior
(p<0,05), aos peixes do grupo controle (T1). Os melhores resultados encontrados no
figado e nas branquias foram para os peixes tratados com Nicleo Homeopdtico
Homeopatila 100° na concentracdo de 40mL por quilo de ragdo (T3), em relacdo ao
nimero de hepatécitos/mm?, para o comportamento do glicogénio intracelular (drea
ocupada por glicogénio), para os valores médios das alteracdes histoldgicas hiperplasia,
fusdo lamelar e telangectasia e para o percentual de células produtoras de mucinas
neutras e 4cidas (p<0,05). Concluiu-se que a Homeopatila 100® na concentragdo de
40mL por quilo de racdo (T3), apresentou resultados satisfatérios para o desempenho e
prevaléncia parasitdria e contribuiu para melhor resposta morfofuncional do figado e

branquias em juvenis de tildpias do Nilo.

Palavras-chave: Piscicultura. Tilapicultura. Homeopatia populacional. Ectoparasitos.
Histopatologia.



Morpho-functional response in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) with
homeopathic nucleus Homeopatila 100°

ABSTRACT
The effect of Homeopathic Nucleus Homeopatila 100® on the performance, ectoparasite
prevalence, and morphological analysis of liver and gills of Nile tilapias (Oreochromis
niloticus) of the GIFT strain is evaluated. Performance, ectoparasite prevalence and
trichodinid infection category and Dactylogyridae parasite load in the tilapia’s gills and
skin were evaluated at the beginning, on the 30" day, and at the end of the experiment.
The Homeopathic Nucleus Homeopatila 100° was employed at four concentrations: T1
(control): 20 mL of a hydro-alcohol solution (alcohol 30° GL), T2: 20 mL, T3: 40 mL
and T4: 60 mL of Homeopatila 100 per kg of diet, with four repetitions in each
treatment, in 16 randomly distributed experimental units, with a density of 40 fish.m™.
The weight and total initial average length of the juveniles were respectively 44.0 £ 7.9
g and 13.1 = 0.8 cm. Mixed parasitism (55.0%), Monogenoidea (38.0%) and
Trichodinids (5.0%) had the highest prevalence. At the end of the assay, the physical
and chemical parameters of the water were normal and the fish weight and total average
length in all treatments were: T1 (98.5 £ 22.9 g and 17.6 £ 2.8 cm), T2 (99.0 £ 21.7 g
and 17.5 £ 2.0 cm), T3 (99.2 + 16.1 g and 16.1 £ 0.9 cm) and T4 (98.9 + 20.8 g and
20.8 £ 1.6 cm), respectively. No statistical differences (p<0.05) with regard to results
for apparent food conversion and survival were recorded among treatments. Further, no
statistical difference (p<0.05) occurred between the total final prevalence of
ectoparasites in the different homeopathic treatments, Infestation Category Average by
Trichodina and Average Intensity by Monogenoidea, in control and in homeopathic
treatments. Although a significant difference occurred in mixed parasitism, with lower
results for treatment with Homeopatila 100° at the concentration of 40 mL per kg of
diet, high parasitism occurred in the case of Monogenoidea. The morphology of the
liver and gills of Nile tilapias fed with the Homeopathic Nucleus Homeopatila 100® was
evaluated at the end of the experiment. The liver and gill arches were removed from
eight fish in each treatment and standard histological procedures were carried out. Liver
samples were weighed and mean liver-body ratios were taken. Histological routine was
undertaken for general morphology analysis and for the determination of the number of
hepatocytes per area with Hematoxylin-Eosin staining. Schiff’s Periodic Acid (PAS) +

Hematoxylin histochemical technique was employed to detect intracellular glycogen.



Gills were stained with Hematoxylin-Eosin for morphological analysis and Alcian Blue
+ PAS histochemical technique was used to register neutral and acid mucin-producing
cells. RHS of Homeopatila 100®-treated fish was significantly lower (p<0.05) than that
of fish in the control group (T1). Best results in liver and gills were recorded in fish
treated with Homeopathic Nucleus Homeopatila 100® at the concentration of 40 mL per
kg of diet (T3) when number of hepatocytes/mm?, behavior of intracellular glycogen
(glycogen-occupied area), histological changes average rates (hyperplasia, lamellar
fusion and telangiectasia) and percentage of neutral and acid mucin-producing cells
were taken into account (p<0.05). Homeopatila 1 00® at 40 mL concentration per kg of
diet (T3) provided satisfactory results for the performance and parasite prevalence and
contributed towards the best morpho-functional response of the liver and gills of

juvenile tilapias.

Keywords: Fish culture. Tilapia culture. Population homeopathy. Ectoparasites.
Histopathology.
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100®/Kg racdo); E: Hiperplasia, fusdo lamelar e telangectasia (circulo)
- T2 (20mL Homeopatila 100°/Kg ragdo); F: Fusdo lamelar e presenga
de Monogenoidea (seta) - T4 (60mL Homeopatila 100®/Kg racio).
HE, (A0X) ettt sttt st

Figura 2 - Técnica histoquimica Alcian Blue (pH 2,5) + PAS, modificada para
evidenciacdo de células produtoras de mucinas neutras (setas
vermelhas) ¢ mucinas acidas (setas azuis) das branquais de tildpia
do Nilo (0. niloticus). T1 (Controle): a) Estrututa da branquia com a
presenca de Monogenoidea (seta larga), mucinas neutras e dcidas; b)
mucinas neutras e Telangectasia (seta larga ponta dupla); ¢) Presenca
do protozodrio Trichodina (seta larga), mucinas acidas; T2 (20mL
Homeopatila 100°/Kg ragdo): a, b) mucinas neutras e 4cidas; c)
mucinas neutras e dcidas e Telangectasia (seta larga ponta dupla); T3
(40mL Homeopatila 1 00®/Kg racdo): a,b,c) mucinas neutras e acidas;
T4 (60mL Homeopatila 100®/Kg ra¢do): a) mucinas neutras e dcidas
b) mucinas 4cidas e Telangectasia (seta larga); ¢) mucinas 4cidas.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aquicultura e Piscicultura

A aquicultura brasileira vem crescendo nos ultimos 20 anos, sendo a criacdo de
tildpia a principal responsdvel por este aumento, representando cerca de 50% da
producdo nacional. O Brasil tem grande potencial aquicola por causa de suas condi¢des
de temperatura, e principalmente, os grandes recursos hidrograficos para o cultivo
(FERNANDES JUNIOR et al., 2010).

A producao mundial total da pesca atingiu um novo recorde de 143,6 milhdes de
toneladas em 2006 sendo 92 milhdes de toneladas de capturas da pesca e 51,7 milhdes
de aquicultura. Desse total, 110,4 milhdes de toneladas foram utilizadas para consumo
humano, enquanto os outros foram projetados para produtos ndo alimentares como
racdo animal e farinha de peixe para aquicultura. O aumento da produgdo ocorreu no
setor da aquicultura, que atualmente contribui com 47% de todos os peixes para
consumo humano. A producdo da pesca de captura estabilizou e ndo se espera que
aumente para além dos niveis atuais (FAO, 2009).

A aquicultura continental, com uma producdo de 191.183,5 t., representa 18,2%
da producdo total brasileira. Em 2006, a aquicultura continental ndo apresentou um
crescimento homogéneo entre as regides do Pais. A regido Norte apresentou um
crescimento de 12,1% e as regides que menos cresceram foram: a Centro-Oeste com
1,3%, a Nordeste com 2,1%, a Sul apresentou um crescimento de 6,1% e a que mais
cresceu foi a regido Sudeste com 13,2%. Da producdo total 99,5%, 190.161,5 t. foi
oriunda da piscicultura, ficando a carcinicultura e ranicultura com 0,2% (373 t.) e 0,3%
(649 t.), respectivamente (FAO, 2009).

A producdo por regido foi assim apresentada pelo IBAMA (2007): a Regido
Norte, a producao foi de 22.100,0 t. (11,6%), a Nordeste 36.049,0 t. (18,9%), a Sudeste
36.279,0 t. (19,0%) e a Centro-Oeste 33.932,0 t. (17,7%). A maior producdo foi da
regido Sul com 62.823,5t (32,9%).

A demanda crescente por alimentos de alta qualidade e a necessidade de

producdo, cada vez maior de fontes proteicas, faz da aquicultura uma atividade em
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ascensdo no Brasil, uma vez que, os produtos gerados apresentam caracteristicas que os
colocam como destaque entre os alimentos com potencial de produ¢do em paises tanto
em desenvolvimento como os mais desenvolvidos (ZIMMERMANN; FITZSIMMONS,
2004). A espécie cujo potencial se destaca na produg¢ao mundial € a tildpia do Nilo, com
132.957 toneladas em 2009 (FAO, 2009).

A produgdo de tildpia no Brasil apresenta um padrdo de crescimento continuo
desde 1994. Entre os anos de 2003 a 2009, a produgdo de tildpia cresceu 105%, de
64.857,5 t para 132.957,8 t. Os maiores aumentos de produ¢ao foram em 2002, quando
houve um acréscimo de 59% em relacdo a 2001 e, em 2007, quando a producio
aumentou 33% em relacdo ao ano anterior. Entre 2006 e 2009, a produc¢ido aumentou
86%, chegando a ultrapassar 130 mil toneladas. Ressalta-se que do ano de 2007 para
2008, houve crescimento de 17%, de 95.091,0 t para 111.145,3 t. Do ano de 2008 para
2009, houve crescimento de 20% da produgdo, chegando a 132.957,8 t. A producdo de
tildpia representa 39% do total pescado proveniente da piscicultura continental
(BRASIL, 2010). O filé de til4pia fresco, produzido no Brasil concorre com a produgao
da China, que é o maior produtor mundial, seguido da India (SUSSEL, 2008).

A aquicultura no Brasil tem atraido a atencdo de produtores e de proprietarios
para as atividades de cultivo, produg¢do de pescado e de pesca desportiva. A pesca
contribui com pelo menos 50% do total de proteina animal na dieta de muitas regides
costeiras do mundo em desenvolvimento (FAO, 2009). A relagdo direta, com a geracdo
de trabalho e ampla relacdo econdmica com outras atividades, tem gerado uma renda de
U$ 200 milhdes, com mais de 300 mil trabalhadores diretamente envolvidos
(KITAMURA et al., 2002).

A substitui¢do da pesca - artesanal, comercial ou esportiva - pela aquicultura é
uma estratégia correta, porque estimula uma cadeia produtiva completa que tem
inimeros elos, tais como: cultivo e producdo; preservacdo e estocagem; venda e
comercializacdo. Essa cadeia, pode ainda incentivar, substituir a pesca por outras
atividades artesanais e de subsisténcia. Entretanto, a aquicultura pode ser tanto
fortemente impactante quanto fortemente impactada, necessitando de um gerenciamento
integrado, preditivo e estratégico, € de um monitoramento permanente (TUNDISI,
2006).

A questdo ambiental € um tema cada vez mais recorrente nas discussoes

relacionadas aos recursos aqudticos, em especial, aos peixes. Este grupo recebe destaque
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pela peculiaridade de envolver aspectos econOmicos, culturais e ecoldgicos
(AGOSTINHO et al., 2007).

O uso sustentdvel das dguas subterraneas implica numa profunda relagcdo com as
aguas superficiais, cuja qualidade vem sendo agredida por incontdveis agentes, entre
eles, agrotoxicos, fertilizantes quimicos e farmacos veterindrios cujas consequéncias sao
ainda em grande parte desconhecidas tanto para a saide humana quanto animal
(WOLKMER; SCHEIBE, 2008).

No Brasil, a aquicultura vem se desenvolvendo fundamentada nos principios
técnicos, associada aos 6rgdos de pesquisa e, se firmando com profissionalismo, tendo
em vista a grande quantidade dos recursos hidricos estimados em 5,3 milhdes de
hectares de dgua doce, em reservatérios naturais e artificiais, além das favordveis
condicdes climaticas (AYROZA et al., 2006).

Embora a industria da aquicultura brasileira tenha crescido 15% a.a., o potencial
para a expansdo dessa atividade € pouco aproveitada. Isso se deve, entre outras
questdes, a falta de uma politica efetiva para organizar e promover o desenvolvimento
da aquicultura como produtora de alimentos (ROTTA, 2003). Esta, ainda é uma
atividade complexa o que exige aprendizado constante, dedicagdo, assisténcia técnica
especializada e continua, demanda de mercado e, embasamento cientifico (WILCOX,
2004).

O Brasil possui um grande potencial hidrico e climatico, possibilitando o cultivo
de varias espécies de peixes. A piscicultura vem despertando interesse crescente por
parte de pequenos e médios empresarios em todo pais por se tratar de um
empreendimento que tem seu produto final com alta taxa de aceita¢cdo pelo mercado
(GAMA, 2008).

E uma atividade zootécnica relacionada com a criacio de peixes em condicdes
controladas ou semicontroladas, tendo em vista a qualidade do produto somada a
producdo em massa. Essa atividade tem sido considerada como a mais promissora
quando o objetivo é aumentar a producdo de alimentos ricos em proteina (FREITAS,
2002), sendo o cultivo de peixes em viveiros naturais ou artificiais, tendo como
finalidades o consumo, a pesca esportiva, o povoamento € o repovoamento, o cultivo
ornamental e outras (MARDINI; MARDINI, 2000).

O Brasil apresenta recursos favordveis ao desenvolvimento da piscicultura,
tendo como locais propicios para a criagdo de peixes em gaiolas ou tanques-rede: lagos,

lagoas, grandes reservatorios, viveiros, canais de irrigacdo, rios, riachos, barragens,
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represas formadas por nascentes, grandes acudes, mares e estudrios (MARDINI;
MARDINI, 2000). E uma atividade de grande interesse nacional, tendo em vista as
excelentes condi¢des climdticas, grande extensdo territorial e disponibilidade de dgua
(HILSDORF; MOREIRA, 2004).

Com a expansio da piscicultura no Brasil, a partir da década de 1980, observou-
se crescente interesse por parte dos criadores no que diz respeito aos prejuizos
econdmicos causados pela mortalidade de peixes, sendo que um maior nimero de
espécie passou a ser cultivada. Desta maneira, houve a necessidade de aplicacdo de
novas técnicas de tratamento e controle das enfermidades (MARDINI; MARDINI,
2000; ZANOLO; YAMAMURA, 2006).

Como em qualquer criacdio de organismo vivo, a produg¢do na piscicultura
também estd, diretamente, ligada ao grau de interferéncia que o homem exerce sobre um
determinado cultivo. Pode-se prever que a piscicultura se tornard cada vez mais
intensiva. Para isso, € necessdrio que haja um desenvolvimento da economia como um
todo, além da necessidade de novas tecnologias e investimentos elevados, é preciso um

mercado que consuma um produto de alto valor (CERQUEIRA, 2004).

1.2 Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

A tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, (Linnaeus, 1758) vulgarmente
conhecida como tildpia nilética, s@o ciclideos nativos do continente Africano e da
Palestina, encontram-se difundidos por todo o mundo, em vdrios paises de clima
tropical e subtropical, onde foram introduzidos deliberadamente ou acidentalmente.
Apesar desta pratica ser difundida ha vérios séculos, somente entre a década de 1920 e
1950 passaram a ser cultivados de forma intensiva (RIBEIRO, 2001).

E considerada uma espécie importante, com grande potencial zootécnico para a
piscicultura nacional e mundial e de grande aceitacao pelos produtores e consumidores
(OSTRENSKY et al., 2000; BOMBARDELLI et al., 2004; ZANIBONI FILHO, 2004;
ZANOLO; YAMAMURA, 2006). Por causa de suas caracteristicas, como plasticidade
genética, rusticidade, precocidade, tempo curto de cada geracdo, facilidade de
comercializacdo, facilidade de adaptacdo as condi¢des adversas de cultivo, filé de alta
qualidade, resisténcia ao estresse, as parasitoses e a presenca de poluentes de natureza
variada (BEYRUTH et al., 2004; EL-SAYED, 2006), boa qualidade de textura e sabor

da carne, boa conversdo alimentar, adaptacdo de cultivo em altas densidades de
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estocagem, facilidade de reprodu¢do em confinamento (AYROZA et al., 2006), utiliza
tanto o alimento natural (fitoplancton) como ra¢des comerciais com baixos teores de
proteinas, diminuindo assim, o custo de produgdao (FITZSIMMONS, 2000), alto valor
comercial, com um custo de producdo relativamente baixo (ZIMMERMANN;
HASPER, 2003).

As tildpias (familia Cichidae) foram introduzidas no Brasil, em 1952, sendo a
espécie O. niloticus, a que apresentou melhores caracteristicas para o cultivo
(STICKNEY, 2000; EL-SAYED, 2006; AGOSTINHO et al., 2007) e para a piscicultura
brasileira (ZANIBONI FILHO, 2004), com grande potencial e importancia para a
aquicultura mundial (STICKNEY, 2000). Vem ocupando um lugar de destaque na
piscicultura (MARDINI; MARDINI, 2000) principalmente, no que diz respeito aos
paises tropicais e subtropicais (CAMPOS-RAMOS et al., 2003; DESPREZ et al., 2003),
como o Brasil. E, hoje, propulsiona o que poderd vir a ser uma das principais indudstrias
de peixes no mundo (KUBITZA, 2003).

As tildpias s@o os peixes mais cultivados em vdrios paises do mundo (MEURER
et al., 2005), entre eles, o Brasil (BOMBARDELLI; HAYASHI, 2005; CYRINO et al.,
2005; MEDRI et al., 2005), apresenta caracteristicas aconselhadas para a piscicultura
brasileira e com grande potencial para o cultivo em larga escala no pais (BORGHETTI
et al., 2003; ZANIBONI FILHO, 2004). A tildpia se tornou um dos produtos mais
populares no mercado de produtos aquaticos, dos EUA, tanto em volume quanto em
diversidade de apresentacdo - tildpia eviscerada fresca e congelada, inteira e em filés
(JORY et al., 2000).

Sao reconhecidas 77 espécies de tildpias, sendo que 22 s@o criadas em escala
experimental e/ou produc¢do comercial. Basicamente trés géneros de tildpias sao
descritos (Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia). Porém, poucas delas se destacaram na
aquicultura mundial, sendo a do género Oreochromis, a tildpia do Nilo (O. niloticus),
com diferencial bdésico, pelo seu comportamento reprodutivo e alimentar e a mais
adaptdvel ao cultivo intensivo, por isso se tornou a espécie mais cultivada em todo
mundo (KUBTIZA, 2000; RIBEIRO, 2001; ZANIBONI FILHO, 2004).

A tildpia GIFT (Genetic Improvement of Farmed Tilapias) teve seu
melhoramento genético iniciado em 1988, no WorldFish Center, utilizando a tildpia do
Nilo - O. niloticus (GUPTA; ACOSTA, 2004).

Esta espécie € conhecida como uma espécie guardadora interna, ou seja,

protegem a progénie na boca. Apoés a fertilizagdo, coletam os ovos em sua boca onde os
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incuba, permanecendo sem se alimentar por duas semanas ou mais. Por esta razdo, em
nivel comercial, sdo comercializados cultivos exclusivos de machos, e a técnica
utilizada, consiste na reversio sexual de larvas de tildpias através do uso de ragdes com
hormonios masculinizantes em progénies recém-nascidas por aproximadamente, trés a
quatro semanas de vida (RIBEIRO, 2001).

As expectativas e os desafios permitem vislumbrar um cendrio otimista para a
atividade. Os elos da cadeia produtiva ja estdo suficientemente fortalecidos para que se
inicie um promissor crescimento da tilapicultura. Ja estd na hora de deixar de ser o

eterno “Pais do Potencial Aquicola” (SUSSEL, 2008).

1.3 Qualidade da Agua

A Declaragdo Universal dos Direitos da Agua foi proclamada tendo como
objetivo atingir todos os povos e todas as nagdes, para que todos os homens, tendo esta
declaracdo constantemente presente no espirito se esforcem através da educagdo e do
ensino, em desenvolver o respeito nacional, o seu reconhecimento e a sua aplicacdo
efetiva (IFRAH, 1996).

A 4gua € a substancia mais importante para a vida no planeta. Sem a existéncia
dela teria sido impossivel a evoluc@o dos seres vivos na terra. A presenca da dgua estd
em todas as fungdes como absorcdo de nutrientes, regulacdo da temperatura corporal e
excre¢do, domina por completo a composi¢do quimica de todos os organismos, além de
ser 0 meio em que vivem os peixes. Os organismos aqudticos podem suportar
temperatura proximo a 0 grau até 40°C. De acordo com a temperatura dos corpos de
dgua, os organismos aquaticos podem ser classificados como peixes de dgua fria e
peixes de dgua quente, a exemplo da tildpia. A dgua tem um calor especifico muito alto,
portanto € uma das substancias que mais demora, para ser aquecida e, a0 mesmo tempo,
a que mais demora, para esfriar. Sendo assim, as suas caracteristicas regulam
eficazmente o metabolismo do ecossistema a variacdes climdticas e geograficas
decorrentes da interagdo (RIBEIRO, 2001; ARANA, 2004).

O conhecimento dos fatores que atuam diretamente na qualidade da 4gua de
viveiros de piscicultura € importante para um melhor gerenciamento desse
empreendimento. A limnologia é o campo da ciéncia que fornece informacdes
importantes a respeito dos ecossistemas aquiticos. O uso dos indicadores como

temperatura, OD, pH e condutividade auxiliam na identificacdo dos niveis de poluicao
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da dgua. A manutencdo de uma boa qualidade da 4gua, aliada a auséncia de
contaminac¢do, contribui para a manuten¢do da saide dos peixes e, para uma melhor
producdo (MERCANTE et al., 2008).

A qualidade e a quantidade da dgua sao fatores fundamentais para a escolha da
drea em que se pretende desenvolver um projeto de piscicultura. E importante o
conhecimento da origem desta e da vazao da dgua, incluindo os fatores fisico, quimicos
e biologicos que propiciem condicdes Otimas para o crescimento dos organismos
aquaticos (MARDINI; MARDINI, 2000; TOMAZELLI JUNIOR et al.,, 2004),
associadas a aplicabilidade correta das técnicas de manejo evitando o processo de
eutrofizacdo, deteriorando a qualidade da dgua, causada pela liberacdo de dejetos pelos
peixes (PADUA, 2001) como também, pela administracio de altas doses de racdo e pela
fertilizagc@o organica ou inorganica (MATSUZAKI et al., 2004).

Os efeitos da qualidade da dgua na saide e condic¢des fisiologicas dos peixes
variam consideravelmente em funcdo da espécie, tamanho, idade e histérico de
exposicdo a cada elemento em questdo. Considera-se a 4gua um ambiente favordvel a
proliferacdo de varios agentes patogé€nicos aos peixes, sendo as parasitoses responsaveis
por grandes perdas nas pisciculturas. (URBINATI; CARNEIRO, 2004).

Com o crescente desenvolvimento da piscicultura, a qualidade da dgua vem
tomando impulso de grande interesse nesta linha de atuagdo, visto que, em um
ambiente, dgua em condicdes inadequadas acarretard problemas no cultivo, levando os
peixes a morte. Os impactos negativos gerados pela aquicultura podem promover,
dentre outros agravantes, a formacao de floracdes de algas, afetando diretamente a biota
aqudtica e, assim, promovendo rdpidas alteracdes na qualidade da dgua (SIPAUBA-
TAVARES et al., 2003; SANTEIRO, 2005; LACHI; SIPAUBA-TAVARES, 2008).

Para se obter uma boa produgdo e garantir a saide dos peixes, € preciso a
manutencdo de padroes adequados de qualidade da dgua e dos alimentos fornecidos aos

peixes, para se evitar prejuizos financeiros (MERCANTE et al., 2008).

1.4 Ectoparasitos em tilapias
Os peixes sao os vertebrados que apresentam os maiores indices de infec¢do por
parasitos, pelas caracteristicas proprias do meio aquatico que facilitam a propagagio,

reprodugdo e complementacao do ciclo de vida de cada grupo (MALTA, 1984).
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Com o avango da piscicultura, principalmente na década de 1980, comecaram a
surgir novas técnicas de criacdo e espécies de peixes tanto nativas como exoticas sdao
cultivadas. O aumento necessario da producdo de peixes depende de varios fatores,
entre os quais se destaca a condi¢ao sanitaria (CRUZ, 2005).

Com a intensificacdo da piscicultura, fatores relacionados ao manejo e a
sanidade ineficientes, somando a falta de informagdes por parte do produtor; faz com
que ocorra o aparecimento de fatores de risco a saide dos peixes (MARTINS, 2004),
predispondo-os a vérias doencas, principalmente as parasitarias, em virtude da auséncia
ou a ndo execugdo de medidas profilaticas, facilitando a rdpida proliferagao dos micro-
organismos, causando estresse e desequilibrio hospedeiro/parasito/meio ambiente,
afetando o crescimento das tildpias, podendo causar elevadas taxas de mortalidade de
peixes (KUBITZA, 2000; BARKER et al., 2002; MORAES; MARTINS, 2004;
RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004; PAVANELLI et al., 2008).

Selye (1950) definiu estresse como: “Uma série de reagdes fisioldgicas pelas
quais um animal tenta restabelecer seu metabolismo normal frente a agentes externos de
origem fisica ou quimica”.

As alteragdes que produzem como respostas ao estresse encontram-se
englobadas no que se conhece como sindrome geral de adaptacdo (GAS - Geral
Adaptation Syndrome), aplicado tanto para mamiferos como para peixes, as quais se
desenvolvem em trés estdgios: Alarme. Uma série de alteragdes fisiologicas € iniciada e
o sistema de controle homeostitico pode compensar o distirbio; Resisténcia. Os
processos compensatérios podem restabelecer o balango fisiolégico, mas os custos
normalmente envolvem diminui¢do da “performance”; Exaustdo. A duragdo e a
severidade dos distirbios causados pelos estressores excedem os limites de tolerancia
bioldgica, podendo ter efeitos adversos e deletérios (JOBLING, 1994).

A relacdo hospedeiro-parasito é determinada por fatores como idade, estrutura
genética, habitat da populacdo de hospedeiros, como também por interacdes entre as
espécies de parasitos (DOBSON; KEYMER, 1990). A rdpida proliferacdo, associada a
outros fatores como a md qualidade ambiental, deficiéncia nutricional e manejo
inadequado, favorecem a ocorréncia de enfermidades parasitirias (SCHALCH;
MORAES, 2005). Os danos causados nos hospedeiros dependem da espécie do parasita,
tipo de lesdao no tecido do hospedeiro, do nimero de parasitas e do estado de saide do

hospedeiro (TAVARES-DIAS et al., 1999).
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A doenca parasitaria ocorre em consequéncia do desequilibrio entre o ambiente,
o hospedeiro e o parasito (NEVES, 2005). Este aspecto, promove a depressdao dos
mecanismos de defesa permitindo a acdo patogénica de agentes oportunistas, mas, a
capacidade de defesa do peixe € determinada por sua constituicao e condicao fisioldgica
(DALMO et al., 1997). As escamas formam uma capa protetora da pele e esta age como
barreira fisica € o muco possui dcido n-acetil neuraminico e acido n-glicol neuraminico
com propriedades, bactericida e fungicida, inibindo o estabelecimento e
desenvolvimento de agentes com potencial patogénico (LEHNINGER et al., 2002).

Os peixes em piscicultura sdo passiveis de serem infectados por numerosas
espécies de parasitas (protozodrios € metazodrios) que podem ocorrer na superficie,
sendo os ectoparasitos ou nos 6rgdos internos, chamados de endoparasitas, que lhes
permitem otimizar a vida parasitaria (PAVANELLI et al., 2008).

O ambiente aquatico facilita o acesso e a penetragdo de agentes patogénicos € o
confinamento dos peixes favorece o aparecimento de doencas (GOMES et al., 2003),
podendo ocorrer elevadas taxas de mortalidade (PAVANELLI et al., 2008), pela falta de
conhecimento de manejo, instalacdes, densidades de estocagem e necessidades
nutricionais dos peixes (VAL et al., 2006), como também efeitos causados pelo estresse
agudo e cronico em tildpia do Nilo (O. niloticus), por causa da interacdo social e
hierarquica entre os peixes (EL-SAYED, 2006).

A persisténcia das comunidades parasitdrias depende da relacdo entre a taxa de
crescimento dos hospedeiros e a patogenicidade dos parasitos e para que essa
persisténcia ocorra € necessdrio que a taxa de crescimento seja suficientemente alta para
compensar a patogenicidade (DOBSON; ROBERTS, 1994, SCHALCH; MORAES,
2005).

O surgimento de enfermidades nos cultivos apresenta um obsticulo ao sucesso
da aquicultura, ja que vdrias doengas bacterianas, virais, flngicas e parasitdrias atingem
a producdo larval dos organismos. Desta forma, uma larvicultura de qualidade necessita
de uma boa nutri¢do, eficientes técnicas de manejo, monitoramento de reprodutores e
das proprias larvas e uso de animais selecionados, criando, assim, resisténcia a essas
infeccoes (BACHERE, 2003).

Os peixes vivem em contato direto com 0 meio aquoso e por isso sdo afetados
pelas alteracdes causadas por diferentes agentes fisico, quimicos e bioldgicos. A
incidéncia de doencas e parasitoses aumenta com a redugdo da qualidade nutricional dos

alimentos e da dgua, comprometendo todo o sistema do cultivo (MERCANTE et al.,
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2008), por isso, a aquicultura no Brasil, como atividade economicamente emergente,
encontra-se inteiramente dependente dos ecossistemas nos quais estd inserida
(VALENTI et al., 2000).

Bekési (1992) registrou os primeiros casos de parasitismo em tildpias criadas no
Nordeste do Brasil, onde os parasitos de maior ocorréncia foram tricodinideos e
monogenoidea.

Uma série de agentes parasitarios pode causar problemas em criagdes de tildpias,
sendo que nenhum parece ser especifico para estes peixes. Protozodrios do género
Trichodina sp., além de monogenoideos podem ocasionar problemas em criacdes desta
espécie e sao de grande importancia, principalmente em intensas infestagcdes quando o
ambiente se encontra favordvel para sua reprodugdo podendo, assim, causar espoliacdes
junto as branquias e pele dos animais, predispondo-os a problemas respiratérios e
infec¢des secundérias (ZANOLO; YAMAMURA, 2006).

Os protozodrios tricodinideos sdo ectoparasitos que causam danos,
principalmente em peixes de cativeiro (AL-RASHEID et al., 2000). Apresentam uma
coroa de denticulos, podendo medir entre 40mm a 140mm de didmetro dependendo da
espécie. Sua reproducdo € por fissdo bindria, observando-se facilmente ao microscopio
seus denticulos e o rdpido movimento rotatério (MARTINS et al., 2002). Sem
especificidade de hospedeiro, sua patogenicidade varia de acordo com a resisténcia dos
peixes, podendo se reproduzir rapidamente e destruir o epitélio por sua movimentagao
rotatéria (MANCINI et al., 2000). Azevedo (2004) acrescentou que a sua proliferacao
estd relacionada com a alta concentracdo de matéria orginica na dgua. Os estudos
realizados por Madsen et al. (2000), reforcaram a relacdo existente entre os varios
parametros de qualidade de dgua e niveis de infestacao por tricodinideos.

Moraes e Martins (2004) verificaram que a tricodiniase se apresenta como
enfermidade de carater cronico com morbidade e mortalidade médias ou baixas. Porém
ja foram relatados casos severos em cultivos intensivos de tildpias em tanques e
viveiros, principalmente em situacdes em que ocorre deterioragdo ambiental que
condiciona a redu¢do do pH e do oxigé€nio dissolvido, os ectoparasitos passam a se
proliferar. Essas condi¢des favorecem a multiplicagdo de algumas bactérias que
frequentemente estao associadas a parasitose.

A pele e as branquias sao os locais mais comuns de infestacdo parasitdria apesar
da associac@o na fun¢do da barreira com o epitélio da mucosa do peixe. Parasitos que

habitam a pele e as branquias causam frequentes mortalidades, particularmente em
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peixes criados em sistema de cultivo. Os ciclos de vida sdo diretos e, portanto, o
potencial do parasito em causar aumento rdpido e danos enquanto as condigdes
ambientais sdo conduzidas para uma rdapida expansdao da populacdo de parasitos.
Ectoparasitos apresentam uma taxa de contribuicdo significativa para o conhecimento
da resisténcia do peixe ao hospedeiro, entre eles os monogenéticos (ANDERSON;
MAY, 1979).

Os parasitos monogenéticos estdo entre os patégenos de maior ocorréncia e
frequéncia na piscicultura brasileira. S3o ectoparasitos do grupo dos platelmintos,
caracterizados pela presenca de aparelho de fixacdo localizado na parte posterior do
corpo. Os adultos possuem forma alongada, ovoidal ou circular ¢ medem de um
milimetro a trés centimetros. O prejuizo causado nos peixes estd relacionado com a
espécie, local da infestacao, tipo de alimentacdo dos parasitos € com a carga parasitaria
do peixe (PAVANELLI et al., 1998).

O estudo dos monogenéticos € de grande importancia para producdo de peixes,
realizado por Tavares-Dias (2000) no levantamento efetuado no Estado de Sao Paulo.
Estes parasitos representam um dos principais problemas da piscicultura da regido norte
e nordeste do Estado de Sao Paulo (MARTINS et al., 2000). Segundo Whittington
(1998) no mundo, pode-se estimar que mais de 25.000 espécies de peixes estejam
parasitadas por monogenéticos.

Os monogenoideos também podem trazer graves problemas, principalmente em
alevinos de tildpias criados em sistemas superintensivos. Ambientes eutrofizados, com
excesso de matéria organica, sdo favordveis para manutencdo e reproducdo destes
parasitos. Grandes infestacdes de monogenoideos podem causar prejuizos para o0s
animais pelo seu modo particular de fixacdo sobre o hospedeiro através de ganchos e
ancoras provocando, assim, reacoes do hospedeiro que podem ser prejudiciais para sua
atividade respiratéria (ZANOLO; YAMAMURA, 2006).

Os monogenéticos sdo encontrados comumente na pele, nas brinquias ou nas
narinas de peixes marinhos e de dgua doce. Esses parasitos pertencem a familia
Dactylogyridae, em que estdo incluidos os espécimes oviparos e a Gyrodactylidae,
formada por individuos viviparos. No que se refere as alteracdes estruturais provocadas
por monogenéticos, existem variacOes quanto a espécie do parasito, seu tipo de
alimentacdo e local de fixagcdo. Alguns se alimentam de células epiteliais e outros de

sangue do hospedeiro (PAVANELLI et al., 2008).
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As enfermidades causadas por monogenoidea estdo entre as mais importantes
para a piscicultura, por gerar surtos de mortalidade, principalmente em criagcdes
intensivas (PAVANELLI et al., 2002). Esses helmintos sdo ectoparasitos, com ciclo de
vida direto, o qual pode completar todo o seu ciclo de vida em um tnico hospedeiro,
parasitando branquias, superficie corpdérea e fossas nasais (THATCHER, 1991;
PAVANELLI et al., 2008). Os adultos sdao alongados ou circulares, medem de 1 mm a 3
cm de comprimento, apresentam aparelhos de fixacdo chamados “prohaptor” e
“episthaptor” localizados na regido anterior e posterior do corpo, respectivamente. O
“prohaptor” permite que ocorra o deslocamento do parasito ao longo do hospedeiro, e o
“episthaptor” é uma estrutura variada e complexa, em que se reconhecem linhas
evolutivas (EIRAS, 1994). Segundo Amlacher (1964) e Pavanelli et al. (2008) em
grandes infestacdes ocorre excessiva produ¢dao de muco nos filamentos e destrui¢ao do
epitélio branquial, com ruptura de vasos sanguineos, produzindo hipofungao respiratéria
e a morte dos peixes por asfixia.

As causas do estresse de manejo em peixes estdo entre os fatores de maior
importancia na producdo, entre eles: o confinamento, transporte, inadequada densidade
populacional e o tratamento das doengas (VAL et al., 2006). Uma profilaxia adequada
na criagdo com o acompanhamento da saude dos peixes € um aspecto relevante para o
sucesso do equilibrio hospedeiro-parasita-ambiente do sistema (MARTINS et al., 2006).

Em condicdoes que provocam um elevado estado de estresse fisioldgico
associado a uma forte ou moderada resisténcia do hospedeiro (MALTA et al., 2001),
principalmente na piscicultura intensiva, os peixes se tornam susceptiveis as infestacoes
parasitérias entre outras (PAVANELLI et al., 2008).

A producdo sustentdvel de peixes depende da manutengdo do “status” sanitario
destes, se for inadequado, doencas podem ocorrer e provocar perda na producdo e na
comercializacdo, afetando o desenvolvimento econdomico do setor (GRAM et al., 1999).

A melhora no estado sanitario dos peixes € obtida através de dietas balanceadas,
utilizadas como imuno estimulantes, melhorando a resisténcia, aumentando a eficiéncia
no desempenho em crescimento e produtividade (LIM et al., 2005; PORTZ, 2006; VAL
et al., 2006).

Na aquicultura uma ampla variedade de produtos quimicos € disponibilizada
para o controle de ectoparasitos, porém o uso indiscriminado de alguns destes produtos

torna os parasitos resistentes, transformando em um risco em potencial para o meio
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ambiente, para os organismos aqudticos e para o homem (MARTINS, 2004;
MAXIMIANO et al., 2005; SITJA-BOBADILLA et al., 2006; WINKALER, 2008).

As doengas de peixes no sistema de cultivo intensivo podem trazer perdas
econOmicas e riscos sanitdrios a saide dos peixes (LIMA; LEITE, 2006), fazendo-se
necessdrio, a avaliagdo dos impactos ambientais que esta atividade pode causar
(MENEZES; BEYRUTH, 2003).

O conhecimento da distribuicao sazonal de agentes causadores de enfermidades
parasitdrias, bem como da complexa relacdo entre fatores ambientais, hospedeiros e
parasitos sdo importantes para que se possa intervir no sistema com técnicas profilaticas
adequadas, criando programas preventivos de controle destas enfermidades
(SCHALCH; MORAES, 2005).

Como resultado do desenvolvimento da aquicultura surtos de doengas
infecciosas e parasitdrias tem ocorrido, nos ultimos 10 anos (MARTINS et al., 2002).
Como toda a atividade de pesca, a aquicultura no Brasil requer permanente controle das
condicdes sanitdrias do cultivo, do pescado e dos produtos que chegam a populagdo

(TUNDISI, 2006).

1.5 Histologia do figado

As alteracdes histologicas constituem excelentes biomarcadores de exposi¢cao a
agentes quimicos porque sdo compativeis as respostas bioquimicas, principalmente as
alteracodes nas cinéticas enziméticas (RUDNICKI, 2004). Kriiger (2001) salientou que o
paradigma para o estabelecimento de condicdes de equilibrio nos sistemas naturais deve
incluir constante monitoramento, que permite o desenvolvimento de acdes corretivas e
educacionais em populacio alvo.

A compreensdo das fungdes de 6rgdo e sistemas animais e seus ajustes frente as
alteracdes internas e externas sao sustentadas pelo uso de uma abordagem comparativa
que permite uma melhor compreensdo de como cada animal ou grupo de animais
enfrentam as limitacdes impostas pelo ambiente garantindo a manutencdo da vida. Os
animais ndo poderiam existir independentemente do ambiente, ao utilizarem os recursos
devem ser também capazes de enfrentar as adversidades que os mesmos apresentam,
como, deficiéncia nos parametros fisicos e quimicos da dgua (SCHMIDT-NIELSEN,

1996).
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Considerando a grande diversidade de espécies de peixes teledsteos e a
consequente variagdo morfofisioldgica, o sistema linfoide permite uma grande drea de
estudos. Apesar de vérios estudos terem sido realizados, hd ainda, pouca informacgdo e
pouco se conhece sobre as estruturas e funcdes dos 6rgaos linfo-hematopoético de
teledsteos (ROCHA et al., 2001).

O figado de peixes € um 6rgdo compacto localizado ventralmente na cavidade
celomadtica. Seu tamanho, forma e volume estdo adaptados ao espacgo utilizado pelos
outros 6rgdos viscerais e varia muito entre as espécies. Apresenta uma coloragcdo
vermelho-pardo amarronzado ou avermelhado, ocasionado pela densa vascularizacdo,
tendendo para o amarelo quando o estoque de gordura € bastante elevado. Apresenta
uma superficie lisa recoberta por uma membrana serosa e alguns tecidos conjuntivos
estendem-se pelo parénquima (OSTRANDER, 2000; FISHELSON, 2006)

O figado de teledsteo fica situado dentro da cavidade visceral, localizada
cranialmente da cavidade celomatica e é separada da cavidade pericdrdica por um septo
transversal. Possui formas diversas, com lobos pares e impares, de coloracdo escura,
tendo como anexo a vesicula biliar, também de formato diverso, que possui funcdo
biliar, glicogénica e adipogénica (LOURES; LIMA, 2001).

Santos et al. (2004) caracterizaram o figado de teledsteos como sendo um 6rgao
central, com indmeras fungdes vitais do metabolismo basico dos vertebrados
(GINGERICH; DALICH, 1978; ARIAS et al.,, 1988), dentre as quais se inclui a
capacidade de acumulacdo, biotransformacdo e excrecdo de compostos xenobidticos
(MEYERS; HENDRICKS, 1985). Os hepatdcitos podem ser considerados o primeiro
alvo da toxicidade de uma substancia, o que caracteriza o figado como um 6rgao
biomarcador da poluicdo ambiental (ZELIKOFF, 1998).

Vicentini et al. (2005) descreveu o figado de tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus) como um 6rgao largo apresentando dois lobos, sendo o lobo esquerdo maior e
estendendo-se por quase toda a cavidade corpdrea. Em teledsteos desempenha funcdes
metabdlicas importantes, em especial, na vitelogénese, apresentando uma menor

participacao no metabolismo de carboidratos.

1.6 Histologia das branquias
Pesquisas realizadas com histopatologia dos oOrgdos responsaveis pelo

metabolismo de peixes, como as branquias (LEONARDO et al., 2001) e o figado
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(CAVICHIOLO, 2005), tem sido de grande relevancia nos estudos realizados com
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), relatam patologias observadas nas defici€éncias
vitaminicas, altera¢des estruturais e celulares (CAVICHIOLO, 2005) e na avaliacdo de
lesdes morfoldgicas, que podem estar interferindo na saide e no desempenho dos peixes
(SCHWAIGER et al., 1997).

A estrutura branquial dos peixes teledsteos apresenta oito arcos branquiais,
dispostos quatro a quatro lateralmente na cavidade orofaringea, protegidos e separados
do meio externo pelo opérculo. Na regido faringea, de cada arco branquial, formado
pelos ossos epi e ceratobranquial, de onde partem os rastros, direcionando-se para a
cavidade orofaringea. Os rastros possuem células quimioreceptoras, que sdao botdes
gustativos, e dependendo da espécie, da forma, tamanho e quantidade de rastros variam,
evidenciando uma estreita relacdo com os habitos alimentares dos peixes (STOFELLA,
1994).

As branquias de tildpia do Nilo (O. niloticus) sdo constituidas por diversos
filamentos, que sdo responsdveis pelas trocas gasosas, envolvidas no processo de
osmoregulacdo, equilibrio &4cido-bdsico e excrecdo de compostos nitrogenados.
Qualquer alteragdo na sua conformagdo acarretard o comprometimento da sua fungao,
causando danos a saide dos peixes, pelo aumento do estresse, € diminuicdo de suas
defesas (LEONARDO et al., 2001; CAVICHIOLO, 2005).

A organizacdo geral das branquias de teledsteos se baseia em um sistema de
subdivisdes sucessivas, € o seu epitélio € constituido por diversos tipos celulares, em
particular, por células pavimentosas de revestimento, células de cloro e mucosas
(MONTEIRO et al., 2004).

No lado oposto aos rastros, em direcdo a cavidade opercular, estdo dispostos
duas fileiras de filamentos branquiais unidos pelo septo interbranquial. Cada filamento,
acima e abaixo do seu eixo longitudinal, apresenta lamelas transversais, que fazem as
trocas gasosas, ou seja, sdo os locais em que ocorrem a troca efetiva entre elementos
quimicos do sangue e da dgua, sobretudo, promovendo a hematose (LEONARDO et al.,
2001). O epitélio branquial tem como func¢do o equilibrio dcido-base, idnico e a
eliminagcdo de produtos nitrogenados, sendo que as estruturas celulares envolvidas na
regulacdo i0nica ocorrem no epitélio do filamento branquial. Na regulacdo idnica foi
proposto um modelo molecular para as proteinas de membranas das células-cloreto,
envolvidas no transporte de fons em 4dgua doce (HIROSE et al., 2003; EVANS et al.,
2005).



30

A respiracdo aquatica nos peixes € constituida numa sequéncia de reagdes de
oxidacgdo, definida por um processo fisiolégico, em que o oxigé€nio € captado pelo
sangue ao mesmo tempo, que o diéxido de carbono é liberado para o meio externo. A
eficiéncia dos peixes na extracdo de oxigénio dissolvido na dgua (em torno de 80%)
deve-se a estrutura branquial e seu sistema de circulacdo e pelo fluxo continuo da dgua
feito pelas branquias (WEST, 1996).

Como meio respiratorio, a 4gua € 50 vezes mais viscosa que o ar, a concentracao
de oxigénio dissolvido na dgua é cerca de 1/30 do ar, a taxa de difusdao do oxigénio na
agua é 8 x 10° menor que a do ar, o aumento da concentracdo por aumento da pressao
parcial de oxigénio, na dgua € 30 vezes menor que no ar. Em dgua saturada com O, a
20°C, 1 mL de oxigénio estd contido em 200 mL de dgua. Alteragdes no ambiente
aqudtico provocadas pelas altas temperaturas, introducdo de matéria organica e,
poluicdo causada por processos industriais e metais pesados provenientes da agricultura
contribui para a reducdo da disponibilidade de oxigé€nio para a respiracdo dos peixes
(DIAZ, 2001; MAZON et al., 2002a).

Nos teledsteos, a respiragdo ocorre nas lamelas dos filamentos dos arcos
branquiais. O fluxo de dgua que passa pelas branquias depende da frequéncia de
abertura da boca e dos opérculos, cuja pressio da bomba bucal e opercular €
sincronizada a um gradiente de pressdo buco-opercular que favorece ao ciclo
respiratorio. O refluxo da dgua € evitado por uma membrana na margem ventroposterior
do opérculo e desta forma a cavidade bucal e a camara branquial atuam como um
sistema de suc¢do e pressao para manter o fluxo continuo da dgua (HUGHES, 1984;
ROMER; PARSONS, 1985).

A producdo de muco produzido pelos peixes faz parte o seu proprio mecanismo
de defesa. O muco contém substancias que inibem o crescimento e o desenvolvimento
de muitos parasitos, bactérias e fungos (MORAES; MARTINS, 2004). As células
mucosas sao uma proeminente caracteristica do epitélio branquial e apresentam uma
importancia bioldgica da interface do muco entre os peixes e seu ambiente. Também
participam do processo de osmorregulacdo, protecio mecanica e imunoldgica
(TAKASHIMA; HIBIYA, 1995).

A presenga de ectoparasitos € responsavel pela morbidade e mortalidade de
peixes induzindo a hiperplasia das branquias e obstru¢do da superficie respiratdria
(SHAHAROM-HARRISON et al., 1990). A ocorréncia de ectoparasitos favorece

infestacOes macicas, com alta taxa de mortalidade por causa do comprometimento
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branquial. Esse 6rgdo se apresenta hemorrdgico, com severa hiperplasia do epitélio de
revestimento e de células mucosas com presenca de infiltrado inflamatério
mononucleares nos filamentos estando associados a baixa qualidade da 4gua
(MARTINS et al., 2000; MARTINS et al., 2002).

No epitélio branquial sdo encontradas as células pavimentosas (CP) que sdo as
mais numerosas; as células mucosas (CM) que sdo responsaveis pela secrecdo de
mucosubstancias, e as células-cloreto (CC), que s@o as responsdveis pela absor¢ao de
fons CI" e Ca** nos peixes de dgua doce (SAKURAGUI et al., 2003). Alteracdes que
possam comprometer a fungdo respiratdria ocorrem em virtude dos efeitos diretos e
indiretos de contaminantes do meio aquético (MAZON et al., 2002b; FERNANDES et
al., 2007).

O oxigénio da 4dgua € extraido por um sistema de contracorrente entre a dgua, no
meio externo, € 0 sangue que circula no interior das lamelas, assegurando uma alta
porcentagem de utilizacdo do oxigénio dissolvido na dgua de até 80-90% (PIIPER,
1998), em algumas espécies como a tildpia do Nilo, (O. niloticus) (FERNANDES,
1996). O oxigénio absorvido pelas branquias é transportado ao restante do corpo por
vasos e capilares, difundindo-se para as células teciduais (HUGHES, 1984).

Svobodova et al. (2005), Garcia-Santos et al. (2007) e Ribeiro (2007)
ressaltaram que as branquias s@o importantes nas trocas gasosas, na regulacao osmdtica,
no balanco 4cido-base e no transporte e excrecao de compostos nitrogenados. Essa
multifuncionalidade faz das branquias um 6rgdao chave no monitoramento dos poluentes
presentes no meio aqudtico. Nesse sentido, as alteracdes histolégicas da branquia sdo
reconhecidas como um método rapido e vélido para determinar os danos causados pela
exposicdo a diferentes poluentes nos peixes (ARELLANO et al., 2000).

O epitélio da branquia é a principal superficie de contato com o ambiente e
constitui um importante alvo dos poluentes presentes na dgua, em razdo de sua extensa
area superficial (WONG; WONG, 2000). Nesse sentido, a andlise das alteracdes
histolégicas das branquias dos peixes teledsteos causadas pela exposicdo aos metais
pesados, por exemplo, tem merecido um interesse crescente em estudos de toxicologia
(THOPHON et al., 2003)-

Alteragdes histopatoldgicas provocadas por 4gua contaminada sdo quantificadas
pela morfometria, método utilizado na anélise de espessura dos filamentos branquiais,
assim como na contagem do nuimero de células de cloreto e de células mucosas

(MONTEIRO et al., 2009).



32

A exposicdo de peixes a pesticidas organofosforados resulta em alteracdes
morfolégicas de branquias que tém sido relatadas por diversos autores. O estudo de
Lepomis macrochirus, exposto a concentracdo aguda do Malathion levou a necrose,
edema, descolamento do epitélio e fusdo de lamelas secunddrias, acrescidos de
deslocamento de epitélio e destrui¢do da integridade lamelar secunddria, quando o

estudo foi realizado com Oreochromis niloticus (RUDNICKI, 2004).

1.7 Homeopatia

A palavra homeopatia tem origem no grego: homeos (semelhante) e pathos
(moléstia). Surgiu na Alemanha, hd mais de duzentos anos e ja conquistou o mundo
todo, desde a América do Norte, América do Sul, a maioria dos paises europeus,
Oceania, Africa e Oriente Médio (BENEZ et al., 2004).

A homeopatia € um método terapéutico baseado na cura por meio de
medicamentos que produzem no organismo sintomas semelhantes aos da doenca. Ela
trata o individuo “de dentro para fora”, ou seja, trabalha primeiro o aspecto mental e,
depois, o organico. Assim, contribui para a qualidade de vida do paciente, melhorando
até mesmo o convivio social e familiar. H4 mais de trés mil “medicamentos”
homeopaticos, produzidos a partir de substancias do reino animal, vegetal e mineral e
sao também reconhecidos pela Organiza¢ao Mundial da Saide (OMS) e pelo Ministério
da Saide (CUMMINGS; ULLMAN, 1999).

Christian Frederico Samuel Hahnemann (1755-1843), médico e quimico alemado
conhecido como o criador da homeopatia, nascido na cidade de Meissen, na Saxdnia;
estabeleceu um método terapéutico fundamentado em quatro principios basicos,
dispostos no livro “Organon da arte de curar”, em 1810 (BENEZ et al., 2004; GUEDES
et al., 2004), tendo como principios fundamentais:

a) Lei da semelhanca. Cada paciente apresenta uma forma pessoal da doenca que sofre.
b) Experimentacao no homem sadio. O medicamento a ser prescrito é aquele cujos
sintomas manifestados quando ingerido pelo homem sadio, s@o os mais proximos
daqueles manifestados pelo paciente.

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

d) Indicacdo de medicamento Gnico: A homeopatia é uma ciéncia baseada na arte

médica do estimulo do organismo doente, na qual a escolha do medicamento é
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determinada de acordo com os sintomas produzidos pela doenga (Lei dos semelhantes
“Similia Similibus Curantur”), proporcionando ao individuo condi¢des fisicas e
mentais para alcancar a cura (BENITES, 2002).

A homeopatia se fundamenta na experimentacdo e na observacdo cientifica e,
inversamente ao que ocorre com pesquisa no campo da medicina ortodoxa, esta trabalha
somente com o ser humano em estado de boa saide (MAURY; RUDDER, 2002).

Guedes et al. (2004) relataram que o principio da semelhanga se baseia na
premissa que medicamentos preparados a partir de substincias capazes de causar
sintomas em um individuo sadio, poderiam curar estes mesmos sintomas em um
individuo doente, quando administrados em doses muito pequenas. Com o objetivo de
diminuir a toxidade de determinadas substancias, Hahnemmann, comecou a dilui-las e
agitd-las vigorosamente, constituindo assim, o método por diluicdo e agitacdo
(sucussdo), recebendo o nome de “dinamizacdo” (TEIXEIRA, 1998).

A Homeopatia prioriza o tratamento de cada organismo como unico, respeitando
as suas particularidades. Com base neste principio, a conduta do médico veterinario
homeopata é a de individualizar o paciente, 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 (SOUZA, 2002).

O pai da medicina moderna, Hipdcrates (460-370 aC), ja adotara entre seus
preceitos a frase “...a doenca € produzida pelos semelhantes e gragcas aos semelhantes
que se administra ao paciente, esse evolui da doenca para a saude..” (MAURY;
RUDDER, 2002).

O médico alemdao Samuel Hahnemann, traduzindo obras sobre ‘“Matérias
Médicas” utilizou o fendmeno homeopatico da experimentacao das substancias a serem
utilizadas como medicamentos, administrando estas substincias a individuos saudaveis,
em pequenas quantidades, diariamente, até que estes manifestassem uma série de
sintomas especificos para aquela substancia, sendo este um dos principios da
homeopatia (BENITES, 2002; MAURY; RUDDER, 2002; GUEDES et al., 2004).

A medicina homeopdtica foi introduzida no Brasil em 1840, pelos médicos
Beinoit Mure e Jodo Vicente Martins, no Rio de Janeiro, os quais fundaram o Instituto
Homeopitico do Brasil (BENEZ et al., 2004). Desde entdo, a homeopatia tem sido
prontamente assimilada e implantada com sucesso na rede publica hospitalar, tornando

o Brasil um dos paises lideres, na utilizagao desta terapia (PIRES, 2005).
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A utilizacdo da homeopatia em animais iniciou com Hahnemann, ao tratar
equinos, e por Guilherme Lux, trabalhando com medicamentos dinamizados, através
dos conhecimentos obtidos por Hahnemann, o qual afirmou que as leis por ele
proclamadas, eram da natureza e validas para todos os seres vivos (SOUZA, 2002;
BENEZ et al., 2004).

Trabalhos realizados com eritrécitos de peixes, tratados com homeopatia
(merctrio cloridrico e Nux vomica), revelaram a interagdo do medicamento com
proteinas dos canais de dgua dos eritrécitos, ocasionando permeabilidade, facilitando o
influxo de dgua nessas células (SUKUL et al., 2003).

A partir da década de 1970, a homeopatia foi elevada a categoria de
especialidade médica e a partir de 2000 foi reconhecida como especialidade médica
veterindria, no Brasil, pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria (SOUZA, 2002).

Wilhem Lux (1777-1849) veterindrio homeopata, também contemporaneo de
Hahnemann, foi o primeiro a tratar epidemias em animais em carater coletivo usando
isoterdpicos, isto €, medicamentos preparados homeopaticamente a partir de produtos
patolégicos dos doentes. Neste sentido curativo, vérios trabalhos foram sucedidos ao
longo dos anos. No final da década de 1980, surgiram alguns trabalhos sobre a
aplicacdo de produtos homeopéticos em porcos e aves em lotes de animais ndo com
carater curativo, mas zootécnico (REAL, 2009).

No Brasil, em 1942, foi publicado pelo Dr. Nilo Cairo o “Guia Pratico da
Veterindria Homeopatica”. Na década de 1950, o médico-veterindrio Claudio Real
inicia seus estudos na Franca, tornando-se o primeiro veterindrio homeopata do Brasil.
Entre os anos 1970-1980, um grupo de médicos veterindrios se dirige as escolas
homeopaticas de Curitiba, Ribeirdo Preto, e Buenos Aires onde, apds frequentarem os
cursos de homeopatia humana, ddo inicio, na década seguinte, a cursos de homeopatia
veterindria em Campinas, Porto Alegre, Curitiba, Sao Paulo e Ribeirdo Preto. Em 1996,
a especialidade foi reconhecida pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria e no ano
de 2000, o reconhecimento da Homeopatia como especialidade Médico Veterindria,
concedendo o titulo de Especialista aqueles veterindrios homeopatas que forem
aprovados no exame aplicado pela Associagdo Médico Veterindria Homeopatica
Brasileira - AMVHB (SOUZA, 2002; PIRES, 2005).

O novo método de tratamento coletivo com medicamentos homeopéticos
adicionados aos suplementos minerais, racdes ou proteinados, recebeu o nome de

HOMEOPATIA POPULACIONAL. Por seu custo reduzido, eficacia, auséncia total de
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toxidez e por serem os principios ativos homeopdticos extremamente diluidos com
impossibilidade absoluta de deixar residuos na carne ou no leite capaz e de prejudicar a
saide humana, a Homeopatia se tornou a medicina ideal em rebanhos. Esta permite
levar a muitos animais os beneficios da agcdo dos produtos homeopdticos, a agdo
estimulatdria e curativa, através da ingestdo do produto, pelo menos uma vez ao dia
(REAL, 2009).

A procura por produtos de origem animal produzidos em ambientes com a
menor interferéncia de produtos quimicos artificiais tem, impulsionado a pecudria
orgadnica, como uma das mais promissoras da medicina veterindria e zootecnia. A
homeopatia € a ciéncia que pode colaborar com a producdo desses produtos, sendo a
técnica terapéutica considerada como ideal e recomendada para este tipo de produgdo
animal, por causa da reducdo de residuos nos subprodutos (LOPES, 2004).

Os medicamentos homeopdticos ndo provocam riscos aos animais, aos
consumidores dos produtos de origem animal e nem ao meio ambiente, o qual é de
contra partida, favorecido pelo menor uso de produtos quimicos (LOPES, 2004).

A homeopatia atua no organismo animal de forma natural, tanto do ponto de
vista do tratamento individual, como da criacdo, no caso da homeopatia populacional
(LOURES; LIMA, 2001), sendo exclusivamente energética, respeitando e incentivando
os mecanismos de cura, através da estimulacdo imunoldgica no combate a virus,
bactérias, fungos, tumores e outras doengas; permitindo que se restabeleca o equilibrio
do animal, modulando as respostas orgéanicas, na reducao do estresse (BENITES, 2002;
SERVALIS, 2003; COUTINHO, 2006).

Souza (2002) afirmou que a homeopatia como forma de terapia para rebanhos
segue os mesmos passos do tratamento individual, uma vez que o mesmo deve ser
encarado como um organismo Unico e apresenta vantagens:

Equilibrio _animal: O cardter energético da terapéutica homeopética confere aos

animais tratados a reducdo do estresse, especialmente no confinamento, por essa
situacdo ser muito diferente do ambiente natural a que estdo acostumados. Dessa
maneira, esse procedimento em conjunto com um manejo adequado, possibilita o0 Bem-
estar Animal, condic¢ao indispensdvel ao equilibrio energético e a consequente saude do
rebanho.

Animais criados em condi¢des de pouco estresse desenvolvem melhor suas

potencialidades de produ¢dao com qualidade.
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Facilidade de administracdo: O medicamento homeopatico ¢ administrado por via

oral, podendo ser colocado na &4gua, racdo ou sal mineral possibilitando assim,
administracdo facil e ndo invasiva, de forma que os animais ndo sdo submetidos a
contencdo e traumas, como pela aplicacdo de injecdes.

Inexisténcia _de residuos: Os produtos dos animais tratados com homeopatia nao

z

apresentam residuos, motivo pelo qual ela é utilizada em modelos organicos de
producio.

Auséncia de contaminacdo do meio ambiente: A homeopatia ndo representa risco de

contaminag¢do, como o dos parasiticidas usados nos banhos de bovinos de corte que, a
semelhancga de outras substancias para controle de parasitos, contaminam agua, plantas
e solo.

Essa contaminagao altera o meio-ambiente, reduzindo os insetos endémicos que
auxiliam no controle bioldgico de pragas. Um bom exemplo é o besouro "vira-bosta",
que controla o desenvolvimento das larvas da “mosca do chifre” que crescem nas fezes
dos animais (CAIRO, 2004).

Benez et al. (2004), com base em dados colhidos durante os anos em que se
utilizou da homeopatia em rebanhos de gado de corte no Brasil Central, observou que,
alguns distdrbios de comportamento sdo tratados com eficédcia e facilidade, visto que o
medicamento € administrado via oral na racdo ou sal mineral no cocho.

O controle de ectoparasitos como carrapatos, “moscas do chifre”, bernes, piolhos
¢ controlado pelo uso da homeopatia nos rebanhos extensivos de gado de corte,
especialmente naqueles animais de racas cruzadas (raca nelore x raga europeia). Essa
pratica mantém o meio ambiente sem contaminacdo dos parasiticidas usados
comumente nos bovinos e propicia uma carne livre de residuos toxicos para a
alimentacdo humana (SOUZA, 2002; REAL, 2009).

As vantagens de se tratar animais com produtos naturais sd@o inumeras: baixo
custo, produto atéxico ndo prejudicando a satide do animal e ndo colocando em risco a
saide humana, facilidade de administracdo no cocho, nao ha periodo de caréncia para o
abate do animal ou para descarte do leite; o que é significante ao produtor, porque
quando se faz uso do antibidtico o descarte de leite € muito grande (REAL, 2009).

O medicamento homeopatico € preparado a partir da solu¢io—mae, na propor¢ao
de 1:10, que € constituida por um principio ativo isolado, diluido em um solvente, que
pode ser dgua destilada, dlcool absoluto, dlcool diluido, glicerina, glébulo inerte de

sacarose pura ou em mistura com lactose e ou amido. As formas farmacéuticas
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derivadas guardam entre si concentracdes decrescentes fixas, em razdo do processo
utilizado na sua preparacdo: método Hahnemanniano na escala centesimal (1:100);
método de Hehring na escala decimal (1:10); escala cinquenta milesimal e método
korsacoviano (BENITES, 2002; GUEDES et al., 2004).

Para compreender o efeito terapéutico da baixa diluicdo € preciso admitir que,
além de certo limiar, encontra-se em presenca de uma manifestacdo que se deve atribuir
a uma acao medicamentosa mais qualitativa do que quantitativa e que vai de encontro a
doenca em questdo. Quando corretamente utilizado, o farmaco homeopatico nao
ocasiona choque terapéutico pela intoxicacdo medicamentosa e ndo leva a uma
saturacdo do organismo, o que auxilia ao ndo estabelecimento da resisténcia
medicamentosa (MAURY; RUDDER, 2002).

H4 poucos estudos cientificos utilizando a homeopatia em organismos aquaticos.
Guedes et al. (2004) realizaram experimentos utilizando um bioterdpico a base da
glandula tireoide de rds e obtiveram alteracdes na taxa de metamorfose dos tratados. O
nimero de animais que atingiram o estdgio final da metamorfose foi significativamente
menor do que o grupo controle que recebeu somente a solugao hidroalcodlica.

Nas espécies de peixes que apresentam precocidade e facilidade de reproducao,
como as tildpias, quando se utilizam apenas exemplares do mesmo sexo nos tanques,
dificilmente hd um desenvolvimento gonadal completo e a energia destinada para o
crescimento das gdnadas, pode ser quase que inteiramente destinada para o crescimento
corporal (BALDISSEROTTO, 2002).

A existéncia de um apelo mundial pela preservacdo ambiental, aliado a uma
consciéncia crescente da populacdo sobre as consequéncias a saide ocasionadas por
uma alimenta¢do com grande quantidade de residuos téxicos, tem impulsionado a busca
por produtos de origem animal produzidos em ambientes com a menor interferéncia de
produtos quimicos artificiais (BENEZ et al., 2004).

Apesar de limitagdes, a homeopatia estd se expandindo, mas necessita de mais
pesquisas, divulgacdo e tempo para ser adotada em ampla escala. O futuro da
homeopatia veterindria € promissor, porque ela se insere no ciclo natural da vida
(PIRES, 2005).

Uma das agdes da homeopatia € restabelecer o equilibrio (SERVAIS, 2003),
reduzindo o estresse e desta forma interfere na taxa de sobrevivéncia. Souza (2002)
afirmou que o cardter energético da terapéutica homeopdtica confere aos animais

tratados a reducdo do estresse, especialmente nos sistemas intensivos, por ser muito
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diferente do ambiente natural. Animais cultivados em condi¢des de baixo estresse
desenvolvem melhor as suas potencialidades de produg¢do com qualidade, garantido
maior sobrevivéncia.

Clausen e Albrecht (2010) forneceram uma visao geral do primeiro banco de
dados na pesquisa clinica em homeopatia veterindria. A base de dados permite aos
pesquisadores e médicos veterindrios, os céticos e partidarios, ter uma visdo geral do
estado da investigacdo clinica veterindria, em homeopatia e alivia a preparacdo das
revisdes sistemadticas ou pode estimular reprodu¢des ou mesmo novos estudos.

Bonamin e Endler (2010) trabalhando em estudos de altas dilui¢des realizado em
modelos animais verificaram, entre outros resultados que, ambos os modelos isopaticos
e Similia parecem uteis para entendimento de alguns fendmenos biolégicos complexos,
como a interacdo hospedeiro-parasita. E os efeitos das altas diluicdes ajudaram a
restaurar os sistemas vivos a um ‘“estado estdvel”, recuparando parametros normais
similares ao controle.

Pires (2005) ressaltou que, independentemente do modo de acdo dos
medicamentos, sabe-se que a homeopatia equilibra o organismo pelo estimulo de suas
defesas naturais, ajudando-o a se defender melhor. Assim, o objetivo do tratamento é
estimular todo o organismo a cura, ao invés de ataques especificos aos micro-
organismos.

Vargas (2004) constatou que diversos autores relataram a utilizacdo de produtos
quimicos no controle € no tratamento contra tricodinidios, monogenéticos e outros
parasitos em tildpias, porém sem grande sucesso. Oliveira e Viegas (2004)
acrescentaram dos riscos provocados pelo uso de antibidticos na aquicultura, entre eles,
a transmissao de bactérias resistentes e a presenca de drogas residuais em tecidos
comestiveis nos produtos da aquicultura. A busca pela garantia da qualidade do pescado
prima por uma melhoria na qualidade sanitdria, garantindo a seguranga dos alimentos e
reduzindo os perigos quimicos presentes nos produtos da aquicultura e nas fontes de

agua.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho, prevaléncia de ectoparasitos e resposta morfofuncional
do figado e das branquias de tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), alimentadas com
racdo com inclusdo do Nicleo Homeopdtico Homeopatila 1 00®, em diferentes

concentracdes na racao.
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3 EFEITO DO NUCLEO HOMEOPATICO HOMEOPATILA 100® NO
DESEMPENHO E NA PREVALENCIA DE ECTOPARASITOS EM TILAPIA
DO NILO (Oreochromis niloticus)

RESUMO: Neste trabalho foi estimado o desempenho, a prevaléncia de ectoparasitos e
carga parasitaria nas branquias e tegumento em tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus),
sob efeito da utilizacio do Nicleo Homeopdtico Homeopatila 100®, em quatro
tratamentos: T1 (Controle): 20 mL de solucao hidroalcodlica (4dlcool 30° GL), T2: 20
mL, T3: 40 mL e T4: 60 mL de Homeopatila 100® por kg de ragcdo, com quatro
repeticdes por tratamento em 16 unidades experimentais, na densidade de 40 peixes m>,
durante 57 dias. Os juvenis apresentaram peso € comprimento total médio inicial de
44,0 £7,9 ge 13,1 £ 0,8 cm, respectivamente, com maior prevaléncia para parasitismo
misto (55,0%), Monogenoidea (38,0%), e Tricodinideos (5,0%). Os valores dos
parametros fisicos e quimicos da agua se mantiveram dentro da normalidade. O
desempenho relacionado a sobrevivéncia, prevaléncia e cargas parasitdrias, verificadas
nas condi¢des experimentais para os peixes do T3, apresentaram resultados satisfatérios
através da adi¢do do Nicleo Homeopético Homeopatila 100® incorporados na racdo,
em juvenis de tildpias do Nilo.

Palavras-chave: homeopatia populacional, Trichodina, monogenoidea, piscicultura,

tilapicultura.
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Effect of the Homeopathic Nucleus Homeopatila 100° on the performance and

prevalence of ectoparasites in Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT: The performance and prevalence of ectoparasites and the parasite load of
gills and skin of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) were estimated in fish under
treatment with Homeopathic Nucleus Homeopatila 1 00® at four concentrations: T1
(control): 20 mL of a hydro-alcohol solution (alcohol 30° GL), T2: 20 mL, T3: 40 mL
and T4: 60 mL of Homeopatila 100° per kg of diet, with four repetitions in each
treatment, in 16 experimental units, with a density of 40 fish.m™, during 57 days. Initial
weight and total average length of juveniles were respectively 44.0 + 7.9 g and 13.1 £
0.8 cm, with a high prevalence of mixed parasitism (55.0%), Monogenoidea (38.0%)
and Trichodinids (5.0%). Physical and chemical parameters of the water were normal.
Performance related to survival, parasite prevalence and load, reported in the
experimental conditions for T3 fish provided satisfactory results when Homeopathic
Nucleus Homeopatila 100® was added in the feed of Nile tilapia juveniles.

Keywords: population homeopathy, Trichodina, Monogenoidea, fish culture, tilapia

culture.
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3.1 Introducao

A espécie tildpia do Nilo (O. niloticus) possui vdrios atributos que a
caracterizam como candidata ideal para a piscicultura, especialmente em paises em
desenvolvimento. O crescimento rdpido, tolerdncia a uma variedade de condicdes
ambientais, resisténcia ao estresse e doengas, capacidade de reproducdo em cultivo,
tempo curto de cada geracdo, alimentacdo em niveis tréficos baixos e aceitacdo de
alimentos artificiais logo ap6s a absor¢ao do saco vitelino (EL-SAYED, 2006).

O desempenho eficiente de qualquer atividade voltada a produgao de organismos
aqudticos depende, essencialmente, da qualidade da dgua. E de fundamental importancia
o conhecimento dos diferentes fatores que atuam em ecossistemas aquaticos como 0s
fatores bidticos que sdo os elementos vivos, fitoplancton, zooplancton e bactérias e os
abidticos que sao os nao vivos, compostos quimicos como nitrogénio, fdsforo
(MERCANTE et al., 2008).

Ectoparasitos como os monogenoides € 0s protozodrios do género Trichodina se
encontram normalmente nos ambientes de cultivo. Sendo assim, é preciso conviver com
estes agentes, tentando manter as boas condi¢des aquédticas através do monitoramento
constante dos parametros da 4gua, evitando ambientes eutrofizados e com baixas
quantidades de oxigé€nio na dgua, que sio favoraveis a proliferacdo e disseminagdo dos
ectoparasitos (ZANOLO; YAMAMURA, 2006).

Com o répido desenvolvimento e crescimento da aquicultura de dgua doce no
Brasil, o cultivo de peixe tem sido acometido por doengas parasitdrias e infecciosas,
chegando a casos mais severos de mortalidade (MARTINS et al., 2001). A piscicultura
no Brasil requer permanente controle das condi¢des sanitarias do cultivo, do pescado e
dos produtos que chegam a populacao (TUNDISI, 2006).

Para minimizar os efeitos dos ectoparasitos, a utilizacio do método de
tratamento coletivo com medicamentos homeopaticos adicionados aos suplementos
minerais, racdes ou proteinados, recebeu o nome de HOMEOPATIA
POPULACIONAL. Por seu custo reduzido, eficdcia, auséncia total de toxidez e por
serem os principios ativos extremamente diluidos com impossibilidade de deixar
residuos na carne ou no leite, capaz de prejudicar a saide humana, a Homeopatia se
tornou a medicina ideal em rebanhos. Esta permite levar a um nimero muito grande de
animais os beneficios da acdo dos produtos homeopdticos, a ac¢do estimuladora e

curativa, pela ingestdo do produto, pelo menos uma vez ao dia (REAL, 2009).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Nicleo Homeopético
Homeopatila 100®, em diferentes concentracdes nos resultados do desempenho e na
prevaléncia de ectoparasitos em tildpia do Nilo (O. niloticus), da linhagem GIFT.

3.2 Material e métodos

O experimento foi realizado na Estacdo de Piscicultura da Universidade Estadual
de Maringd (UEM-CODAPAR), localizada no Distrito de Floriano, municipio de
Maringd, Estado do Parand (Latitude 23° 31’ 25” S e Longitude 52° 03 12” W), no
periodo de janeiro a marco de 2010, com duragdo de 57 dias.

Foram utilizados 640 juvenis pos-revertidos de tildpia do Nilo (O. niloticus), da
linhagem GIFT (Genetic Improvement of Farmed Tilapia), com peso € comprimento
total médio inicial de 44,0g (£7,9) e 13,lcm (%0,8), obtidos de uma piscicultura
comercial.

A utiliza¢do de animais foi aprovada pelo Comité de Conduta Etica no Uso de
Animais em Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringd (Protocolo n°
037/2008).

O experimento foi montado em uma estufa, em que foram colocadas 16 caixas
de fibra de vidro (1.000L cada), sendo distribuidos aleatoriamente, 40 animais por
caixa, totalizando 160 animais por tratamento. A taxa de renovacgao de dgua foi de 30%
ao dia com sistema de aeracdo constante. Foi realizada a sifonagem da dgua, em cada
caixa, trés vezes por semana, para facilitar, a remog¢do da matéria organica acumulada.

O tratamento utilizado foi o Niicleo Homeopdtico Homeopatila 100® com quatro
concentracdes: T1 (Controle), T2, T3 e T4, quatro repeticdes para cada tratamento.

O Nucleo Homeopatico Homeopatila 1 00® foi elaborado pela empresa REAL
Homeopatia cuja composi¢do se encontram na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao do nicleo homeopdatico Homeopatila 1 00°.

Composto /1000g
lodum 10
Sulphur 109
Natrum muriaticum 1074
Streptococinum 10
Veiculo (Alcool etilico 30° GL) Q.s.p

Fonte: REAL Homeopatia - Brasil
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Os juvenis foram alimentados com racdo extrusada comercial 2,5mm (42% PB),
durante os primeiros 28 dias e posteriormente, receberam a mesma ragdo comercial,
porém com Smm (32% PB), até o final do experimento.

O Nicleo Homeopatico Homeopatila 100°, foi incorporado na ragdo, aspergido
diretamente na mesma, semanalmente, homogeneizando-se, inicialmente e deixando-a
secar ao ar, durante 24 horas. A ra¢do pronta ficou acondicionada em local arejado, sem
a incidéncia da luz solar, produtos quimicos e de equipamentos que emitissem campo
magnético, até se apresentar solta e sem odor de dlcool.

A ragdo foi oferecida diariamente em trés por¢oes (9h, 13h, e 17h), atendendo as
exigéncias nutricionais da espécie nesta fase (HAYASHI et al., 2002).

A ra¢do administrada para os animais durante todo periodo experimental,
demonstrou a seguinte composicao percentual e bromatoldgica (Tabela 2).

Tabela 2. Composi¢@o percentual e bromatoldgica da ragdo comercial 2,5mm com 42% de PB e
da racdo comercial Smm com 32% de PB, utilizado no experimento.

Niveis de garantia (%)

Nutrientes
2,5mm (42% PB) Smm (32% PB)
Proteina Bruta 39,45 30,62
Matéria seca 93,11 90,02
Extrato etéreo 5,54 4,67
Fibra Bruta 1,30 2,35
Cinzas 11,29 8,03
Extrato ndo nitrogenado 35,33 43,75

PB: Proteina Bruta. Fonte: Laboratério de Nutricdo Animal — LANA (Universidade Estadual de Maringd - UEM/PR)

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da &4gua, como
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica, foram registrados trés
vezes por semana, aferidos duas vezes ao dia: 9h e 16h, antes da sifonagem e apds a
alimentacdo dos peixes e, posteriormente, calculadas as médias.

A primeira determinacdo de ectoparasitos foi feita na implantacio do
experimento, com a coleta de amostras de 100 peixes, pelo exame do raspado do
primeiro arco branquial e da regido dorsal, do lado esquerdo de cada peixe, previamente
anestesiado com Benzocaina' (1g/10mL de alcool/ 10L de dgua) (STOSKOPF, 1993).

As demais coletas foram efetuadas aos 30 dias e no encerramento do
experimento, aos 57 dias, foram coletadas amostras de oito peixes por repeti¢ao,

totalizando 32 por tratamento, juntamente com a biometria dos animais.

' BENZOCAINA — Farmécia de manipulacio Botica Ouro Preto. Rua Silva Jardim, 545. Maring4-PR.
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Para a determinacdo dos indices de desempenho, no inicio e no final do
experimento, todos os peixes foram anestesiados com Benzocaina, e registrados os
pesos (g) e o comprimento total (cm). Aos 30 dias, foram feitos registros de oito peixes
por repeticdo, 32 por tratamento.

Foi estimada a prevaléncia de ectoparasitos nos diferentes tratamentos. A carga
parasitdria de Dactylogyridae foi estimada de acordo com Bush et al. (1997) e as
categorias de infestacdo por tricodinideos foram estabelecidas pela adaptacio da técnica
de Madsen et al. (2000).

Ao final do experimento, os peixes permaneceram em jejum prévio de 12 horas,
foram eutanasiados com benzocaina e posteriormente sacrificados, por seccdo da
medula espinhal na regido cervical.

A taxa de sobrevivéncia foi avaliada pela diferenca entre o nimero de animais
que iniciaram e que finalizaram o experimento em cada tratamento.

O valor da Conversdao Alimentar Aparente (CAA) foi determinado através da

-1
equagdo: CAA = (Peso da ragao fornecida no periodo) (Peso final — Peso inicial) .

3.2.1 Analise estatistica

O experimento foi na forma de delineamento inteiramente casualizado,
constituido por quatro tratamentos homeopdticos em diferentes concentracdes (20 mL
de solu¢do hidroalcodlica (dlcool 30° GL), 20 mL, 40 mL e 60 mL de Homeopatila
100® por kg de ragdo e quatro repeti¢des por tratamento.

O modelo estatistico utilizado para os pardmetros fisicos e quimicos da dgua foi
o teste H de Kruskal-Wallis (p<0,05) (AYRES et al., 2000), segundo Zar (1996).

Os dados de desempenho dos peixes foram submetidos a andlise de variancia e
quando significativos (p<0,05), comparados pelo teste de Tukey, utilizando-se o
programa Statistical Analysis System (SAS, 2009).

Para analisar as diferencas entre as prevaléncias parasitdrias, categoria de
infestacdo para tricodinideos e intensidade média para Monogenoidea nas branquias e
no tegumento foi utilizado o Teste H de Kruskal-Wallis (p<0,05) (AYRES et al., 2000).
3.3 Resultados e discussao

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da dgua, nos diferentes
tratamentos foram: temperatura (°C) 26,5+2,7; pH 7,5+0,4; oxigénio dissolvido (mg.L
1) 3,4+2.1 e condutividade elétrica (;.LS/cm'l) 88,8+24,0; encontraram-se adequadas para

o cultivo de espécies tropicais de peixes, como a tildpia do Nilo e ndo diferiram
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significativamente (p>0,05), conforme Mercante et al. (2011). A temperatura da agua,
apesar de ndo estar na faixa ideal para o melhor desempenho das tildpias, que oscila
entre 26 e 28°C, podendo chegar a 32°C (ZANIBONI FILHO, 2004), foi satisfatéria
para a manutengdo da vida dos peixes, conforme Arana (2004), Martins (2004) e El-
Sayed (2006).
3.3.1 Desempenho

O desempenho adequado de qualquer atividade voltada a producido de
organismos aquaticos e o conhecimento dos diferentes fatores que atuam em
ecossistemas aqudticos € fundamental para quem trabalha no campo da piscicultura
(MERCANTE et al., 2008).

Os valores dos parametros de desempenho da linhagem GIFT ao final da fase
experimental encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios do desempenho nas tildpias do Nilo (O. niloticus), alimentadas com

racdo contendo diferentes niveis do Nucleo Homeopitico Homeopatila ]00®, no inicio e
durante o periodo experimental.

Parametros Tratamentos

Observados T1 T T3 T4
Peso Inicial (g) 43,6 (£7,8) 43,7 (£7,5) 44,2 (£7,9) 444 (4£8,3)
Comp. Total Inicial (cm) 13,2 (x0,8) 13,3 (x0,8) 13,3 (x£0,8) 13,2 (x£0,8)
Peso (57 dias) 98,5 (£22,9) 99,0 (£21,7) 99,2 (£16,1) 98,9 (£20,8)
Comp. Total (57 dias) 17,6 (£2,8) 17,5 (£2,0) 16,1 (x0.,9) 20,8 (£1,6)
C.AA. 1,070 1,073 1,072 1,077
Sobrevivéncia (%) 97,5 98,8 100 99,4

Ti= Controle, T2= 20mL Homeopatila 100®/Kg racio, T3= 40mL Homeopatila 100®/Kg ragio, T4= 60mL Homeopatila
100°/Kg ragdo. C.A.A: Conversio alimentar aparente. Teste Tukey (p<0,05).

No inicio do experimento os juvenis tinham em média 44,0 = 79g e,
comprimento total de 13,1 + 0,8cm. Nao foi observada diferenca estatistica significativa
(p>0,05), entre os tratamentos, em relacao aos resultados médios de peso, comprimento
total, conversdo alimentar aparente e sobrevivéncia no encerramento do experimento,
realizado aos 57 dias.

Valentim-Zabott et al. (2008), verificaram em alevinos de tildpias do Nilo
tratados com o Nucleo Homeopético Homeopalila RS, que o comprimento total final e
peso total final, apresentaram-se menores, quando comparado ao tratamento com
horménio e com o controle. Entretanto, a taxa de sobrevivéncia foi significativamente

maior no grupo que recebeu Homeopatila RS.
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Siena et al. (2010) trabalhando com alevinos machos revertidos de tildpias do
Nilo (O. niloticus), da linhagem Supreme, ndo observaram diferencas entre os
tratamentos, em relacdo aos resultados de comprimento total e peso aos 33 e 61 dias do
experimento utilizando Homeopatila 100® na concentra¢io de 40 mL/kg de racdo. Mas,
foi verificado nessa mesma concentracao um indice de sobrevivéncia maior que o grupo
controle.

Quanto ao manejo alimentar de tildpias, na conversao alimentar aparente, nao foi
observada diferenca significativa (p>0,05), através do uso do niicleo homeopdtico
Homeopatila 100® nas ragcdes comerciais dos diferentes tratamentos e concentragdes. A
otimizacdo do crescimento dos peixes s6 pode ser alcangada através do manejo
concomitante da qualidade da dgua, nutri¢do e alimentagdo (CYRINO et al., 2005) e a
conversdo alimentar deve estar entre os valores indicados para a espécie tildpia do Nilo,
conforme descrito por Furuya (2001) e Ribeiro (2001).

Nao foi verificada diferenca significativa (p>0,05) na taxa de sobrevivéncia dos
peixes, utilizando o Nicleo Homeopético Homeopatila 100® por kg de racio. Ernst et
al. (1989) e Watanabe et al. (1990) verificaram em seus estudos realizados com tildpias
vermelhas da Flérida ou hibrido de (Oreochromis sp) e alevinos de tildpias, que valores
proximos de 93,5, 95,8 e 98,2% sdo considerados altamente significativos para a
sobrevivéncia desses peixes.

Val (2002) ressaltou que o principal fator que afeta a sobrevivéncia dos alevinos
de tildpia do Nilo € o estresse ambiental, associado ao estresse fisioldgico. Este pode ter
origem natural ou causada pela intervencdo do homem; que ocorre com frequéncia no
ambiente natural e, principalmente nos ambientes artificiais. A origem do fator
estressante pode chegar, além dos niveis tolerantes, resultando na incapacidade dos
peixes em manter sua homeostase organica, interferindo na taxa de crescimento,
levando a mortalidade desses animais.

Valentim-Zabbott et al. (2008) e Vargas e Ribeiro (2009) registraram resultados
semelhantes na sobrevivéncia de alevinos de tildpias do Nilo, durante a reversao sexual,
quando utilizaram a adi¢do do Nucleo Homeopatico Homeopatila RS, na ragdo dos
peixes.

A agroecologia e a homeopatia fomentam a ado¢do de metodologias de baixo
custo, efeito residual nulo e que favorecem a recomposi¢ao das caracteristicas naturais

do meio ambiente (WOLKMER; SCHEIBE, 2008).
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3.3.2 Prevaléncia de ectoparasitos

Na implantacdo do experimento, a prevaléncia total de ectoparasitos, em 100
peixes, com peso médio de 44,0 + 7,9 g e comprimento total de 13,1 + 0,8 cm foi 98%,
com maior prevaléncia para parasitismo misto (55,0%), Monogenoidea (38,0%), e
Tricodinideos (5,0%).

Foram verificadas diferencas significativas (p<0,05) no parasitismo por
Monogenoidea e no parasitismo misto, nos diferentes tratamentos com o nucleo
homeopdtico Homeopatila 100° (Tabela 4).

Tabela 4. Prevaléncia de ectoparasitos, em tildpia do Nilo (O. niloticus) da linhagem GIFT, no

inicio e durante o experimento, nos diferentes tratamentos com o nidcleo homeopdtico
homeopatila 100°, no periodo de janeiro a marco de 2010.

. . . Parasitismo
Trichodina Monogenoidea . Total
Misto
Tratamentos

PP/PE  %PP PP/PE %PP PPPE %PP PP/PE %PP

Inicio 5/100 5,0 38/100 38,0 55/100 55,0 98/100 98,0

T1 20/64 31,2° 0/64 0* 44/64 68,8" 64/64 100"
T2 14/64 21,9° 2/64 3,1° 47/64 73,4 63/64 98,4°
T3 14/64 21,9° 10/64 15,7° 38/64 59,3" 62/64 96,9°
T4 12/64 18,8" 2/64 3,1° 49/64 76,5° 63/64 98,4°

PP: peixes parasitados; PE: peixes examinados. Parasitismo misto: Trichodina e monogenoidea. T1= Controle, T2= 20mL
Homeopatila 100°/Kg ragio, T3= 40mL Homeopatila 100®/Kg ragdo, T4= 60mL Homeopatila 100*/Kg ragdo. Nas colunas, valores
seguidos pela mesma letra nio diferem significativamente entre os diferentes tratamentos pelo Teste H de Kruskal Wallis (p<0,05).

Ao final do experimento, os peixes mantiveram-se parasitados entre 96,9 a
100%, com maior prevaléncia para parasitismo misto, com a utilizagdo do Nucleo
Homeopitico Homeopatila 100°®.

Valentim-Zabott et al. (2008) identificaram, durante a reversao sexual, 100% de
parasitismo no inicio do experimento para Trichodina (80,0%) e parasitismo misto
(20,0%), porém as andlises realizadas no final do periodo experimental, mostraram-se
negativas para a presenca de ectoparasitos, com a utilizacdo do Nucleo Homeopético
Homeopatia RS.

Braccini et al. (2007) também encontraram o protozodrio Trichodina como o
ectoparasito mais prevalente, em juvenis de tildpia do Nilo das linhagens Chitralada e

GIFT alimentadas com racdo com 25% de proteina bruta.
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O uso da homeopatia na producdo animal pode colaborar com a produgdo de
produtos para uso no tratamento de doengas, na aquicultura, considerada como técnica
terapéutica ideal tem sido utilizada em diversas enfermidades, dentre elas, as
parasitarias (ZARDO, 2008) e ndo provocam riscos aos animais, aos consumidores dos
produtos de origem animal e nem causam danos ao meio ambiente (LOPES, 2004).

Na Tabela 5, estdio a média da categoria de infestacdo por Trichodina e a
intensidade média para Monogenoidea.

Tabela 5. Média das categorias de infestacdo por Trichodina e intensidade média por

Monogenoidea, em tildpia do Nilo (O. niloticus), da linhagem GIFT, no inicio do experimento,
e nos diferentes tratamentos, no periodo de janeiro a marco de 2010.

TRATAMENTOS  PP/PE % Ecto Média Cat. Infestagcao Intensidade Média

(Trichodina) (Monogenoidea)
Inicio (n = 100) 98/100 98 2,0 2,3
T1 (n=64) 64/64 100 3,6 3,6
T2 (n=64) 63/64 98,4 3,7 34
T3 (n=64) 62/64 96,9 33 3,2
T4 (n = 64) 63/64 98,4 3.8 3.9
PP: peixes parasitados; PE: peixes examinados. Categoria Infestagio 1 = 1a5;2=6a 10;3 = 11 a 15; 4 = 16 a 20; 5 = mais do que

20 espécimes de Trichodina. Teste H de Kruskal-Wallis (p<0,05).

No decorrer do experimento, os peixes tiveram um aumento na Média da
Categoria de Infestacdo por Trichodina e na Intensidade Média por Monogenoidea,
tanto no tratamento controle como nos tratamentos homeopaticos, mas ndo foram
verificadas diferencgas significativas entre os diferentes tratamentos (p>0,05).

Eiras et al. (2006) salientaram especial cuidado que deve ser posto na origem
dos peixes comprados de outras pisciculturas, estando amplamente provado, que a
distribuicao geogréafica de grande parte dos parasitos, por vezes com enorme impacto
em piscicultura, foi decisivamente influenciada por movimentagdes artificiais em
piscicultura.

Mesmo ocorrendo altas cargas parasitdrias no inicio e no encerramento do
experimento, em todos os tratamentos homeopdticos e no grupo controle; a taxa de
sobrevivéncia foi elevada. Essa inferéncia corrobora com Kubitza e Kubitza (2004) que
afirmaram que tildpias de maior porte e com melhor nivel de arracoamento toleram
infestagdes mais intensas por monogenéticos.

Estudos em véarios campos da fisiologia de peixes t€ém sido desenvolvidos num
esforco para minimizar o estresse causado por situa¢cdes comuns na pratica da

piscicultura tais como: condi¢des adversas na qualidade da &4gua, manuseio,
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confinamento, transporte, dominéncia hierarquica, agentes patogénicos, etc. (CHAGAS,
2001; LAMEGO, 2001; GOMES et al., 2003; BRANDAO et al., 2004). Dados
apresentados por Siena et al. (2010) utilizando Homeopatila 100® mostraram uma
melhor sobrevivéncia e menor sobrecarga hepdtica e Merlini (2006) observou uma
resposta ao estimulo que permite o peixe reagir contra agentes, buscando manter seu
estado homeostitico pelo uso de Homeopatila 100° em dietas para tilapias do Nilo.

A gravidade das doengas depende do protozodrios, do nimero de parasitos que
infestam os peixes, dos sistemas de cultura, da espécies, tamanho, sexo e estado de
saude dos peixes. Tricodinideos sdao comuns em tildpias nativas e cultivadas,
especialmente quando os peixes estdo sendo criados em altas densidades de estocagem
(EL-SAYED, 2006).

Elevadas concentracdes de organismos aqudticos aumentam a exposi¢ao a
espécies de parasitos e ampliam a distribuicdo geogréifica favorecendo a dispersdo de
agentes patogénicos. (TUNDISI, 2006). Uma alternativa para controlar o problema seria
a utilizacdo da homeopatia na 4gua, através do entendimento da “memoria da dgua”,
minimizando o problema sanitdrio, através da diluicdo da homeopatia no tanque de
cultivo (KORF, 2004).

A homeopatia foi estudada por Chikramane et al. (2010) que pesquisaram a
presenca de particulas na dgua usando amostras de metal (ouro, cobre, estanho, zinco,
prata e platina), foi demonstrado pela primeira vez em Microscopia Eletronica de
Transmissao (TEM) e a difracdo de elétrons e andlise quimica por espectrometria de
emissdo atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES) a presenca de
entidades fisicas nestas dilui¢des extremas, sob a forma de nanoparticulas, dos metais
de partida e seus agregados.

3.4 Conclusao

O desempenho relacionado a sobrevivéncia, prevaléncia e cargas parasitdrias,
verificadas nas condicdes experimentais para os peixes do T3, apresentaram resultados
satisfatérios através da adicdo do Nicleo Homeopdtico Homeopatila 100® incorporados
na ra¢ao, em juvenis de tildpias do Nilo.
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4 EFEITO DO NUCLEO HOMEOPATICO HOMEOPATILA 100®° NA ANALISE
DA HISTOLOGIA HEPATICA EM TILAPIAS DO NILO (Oreochromis niloticus)

RESUMO: O objetivo do trabalho foi analisar a histologia hepdtica de tildpias do Nilo
(O. niloticus), através da utilizacdo do Nicleo Homeopdtico Homeopatila 100®, com
quatro concentragdes: T1 (controle): 20 mL de solugdo hidroalcodlica (dlcool 30° GL),
T2: 20 mL, T3: 40 mL e T4: 60 mL de Homeopatila 1 00® por kg de racdo, quatro
repeticdes por tratamento em 16 unidades experimentais, na densidade de 40 peixes m>,
durante 57 dias. No encerramento, foram coletados figados de oito peixes/tratamento,
aferidos peso e relacdo hepatosomdtica e submetidos a processamento histolégico
padrdo, com coloragdes Hematoxilina-Eosina, para andlise morfoldgica geral e
determinagdo do nimero de hepatdcitos por drea e Histoquimica Acido Periédico de
Schiff (PAS) + Hematoxilina para evidencia¢do do glicogénio intracelular. Os valores
dos parametros da dgua se mantiveram dentro da normalidade. A RHS dos peixes
tratados com Homeopatila 1 00® foi significativamente inferior (p<0,05), aos peixes do
T1. Os melhores resultados foram para os peixes do T3 em relacio ao nimero de
hepatécitos/mm2 e para o comportamento do glicogénio intracelular. Concluiu-se que a
Homeopatila 1 00® na concentracdo de 40mL por quilo de ra¢do (T3) contribuiu para a
menor RHS e para o melhor efeito na andlise morfoldgica de figado em juvenis de
tildpia do Nilo.

Palavras-chave: homeopatia populacional, histopatologia, relacio hepatosomatica,

piscicultura, tilapicultura.
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Effect of Homeopathic Nucleus Homeopatila 100® on the liver histology of Nile

tilapia (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT: Liver and gill histology of the Nile tilapia (O. niloticus) was analyzed in
fish treated with the Homeopathic Nucleus Homeopatila 100® at four concentrations,
namely, T1 (control): 20 mL hydro-alcohol solution (alcohol 30° GL), T2: 20 mL, T3:
40 mL and T4: 60 mL Homeopatila 1 00® per kg of diet, with four repetitions in each
treatment in 16 assay units, at a density of 40 fish.m'3, during 57 days. At the end of the
experiment the livers of eight fish per treatment were removed. The livers and the liver-
body ratio were taken and underwent standard histological processing with
Hematoxylin-Eosin staining for general morphological analysis and for the
determination of the number of hepatocytes per area, and with Schiff’s Periodic Acid
(PAS) + Hematoxylin histochemical technique for intracellular glycogen. Water
parameters were normal. Homeopatila 100° -treated RHS of fish was significantly
lower (p<0.05) than that in T1 fish. Best results were obtained for T3 fish with regard to
the number of hepatocytes/mm2 and to the behavior of intracellular glycogen. Results
show that Homeopatila 100® at the concentration of 40 mL per kg of diet (T3) provides
the lowest RHS and the best effect in the histological analysis of juvenile tilapia’s liver.

Keywords: Population homeopathy. Histopathology. Liver-body relationship. Fish

culture. Tilapia culture.



67

4.1 Introducao

Um dos principais requisitos para o desenvolvimento da piscicultura € o
conhecimento adequado da biologia da espécie utilizada no cultivo, o entendimento da
fisiologia e o estudo do bom funcionamento dos diferentes sistemas do organismo,
como eles interagem e respondem as diversas alteracOes ambientais e métodos de
criacio (ROTTA, 2003). As avaliacdes histopatologicas em tildpias, com as
diferenciacdes das lesdes, permitem que se estabelecam as melhores condicdes para o
cultivo, monitoramento de contaminagdo ambiental e diagndstico de doencas (SANTOS
et al., 2004).

Pesquisas realizadas com histopatologia dos 6rgdos de peixes como o figado
(CAVICHIOLO, 2005), tem sido de grande relevancia nos estudos realizados com
tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), por estarem associadas ao desenvolvimento de
alteracoes estruturais e celulares que possam interferir na saide e no desempenho dos
peixes (SCHWAIGER et al., 1997).

A tildpia do Nilo (O. niloticus), destaca-se como peixe de potencial para
piscicultura, pela sua rusticidade, crescimento rapido e adaptacdo ao confinamento,
representando a segunda espécie mais criada no mundo (CAVICHIOLO, 2009).

Piau Junior (2006) e Valentim-Zabott et al. (2008) encontraram um elevado
indice de sobrevivéncia, em alevinos e larvas, respectivamente, de tildpia do Nilo,
tratados com adicdo de um nucleo homeopdtico na racao durante a reversdo sexual.
Siena et al. (2010) verificaram que a utilizacdo do Nuicleo Homeopatico Homeopatila
100® na racdo de alevinos de tildpias, melhorou a taxa de sobrevivéncia e a relagcdo
hepatosomatica, indicando uma menor sobrecarga hepatica.

Santos et al. (2004) caracterizaram o figado de teledsteos como um o6rgao
central, com as fung¢des vitais do metabolismo bésico dos vertebrados (GINGERICH;
DALICH, 1978; ARIAS et al.,, 1988), dentre as quais se inclui a capacidade de
acumulagdo, biotransformacdo e excrecdo de compostos xenobidticos (MEYERS;
HENDRICKS, 1985). Os hepatécitos podem ser considerados o primeiro alvo da
toxicidade de uma substancia, o que caracteriza o figado como um 6rgao biomarcador
da poluicao ambiental (ZELIKOFF, 1998).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Nicleo Homeopético
Homeopatila 100®, em diferentes concentragdes na morfologia do figado em tildpia do

Nilo (O. niloticus), da linhagem GIFT.
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4.2 Material e métodos

O experimento foi realizado na Estag@o de Piscicultura da Universidade Estadual
de Maringd (UEM-CODAPAR), localizada no Distrito de Floriano, municipio de
Maringd, Estado do Parand (Latitude 23° 31’ 25” S e Longitude 52° 03’ 12” W), no
periodo de janeiro a marco de 2010, com duracdo de 57 dias.

Foram utilizados 640 juvenis pds-revertidos de tildpia do Nilo (O. niloticus), da
linhagem GIFT (Genetic Improvement of Farmed Tilapia), com peso € comprimento
total médio inicial de 44,0g (£7,9) e 13,1cm (£0,8). A utilizacio de animais foi
aprovada pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacio da
Universidade Estadual de Maringa (Protocolo n° 037/2008).

O experimento foi montado em uma estufa, em que foram colocadas 16 caixas
de fibra de vidro (1.000L cada), sendo distribuidos aleatoriamente, 40 animais por
caixa, totalizando 160 animais por unidade amostral. A taxa de renovacao de dgua foi de
30% e sendo mantido em sistema de aeracdo constante. Foi realizada a sifonagem da
dgua, em cada caixa, trés vezes por semana, para facilitar, a remo¢cdo da matéria
organica acumulada.

O tratamento utilizado foi o Nticleo Homeopatico Homeopatila 100° com quatro
concentracdes: T1 (Controle), T2, T3 e T4, com quatro repeti¢des para cada tratamento.

O Nicleo Homeopético Homeopatila 100° foi elaborado pela empresa REAL
Homeopatia cuja composicao se encontra na Tabela 1.

Tabela 1. Composicio do Niicleo Homeopatico Homeopatila 100°.

Composto 1000g
lodum 10
Sulphur 109
Natrum muriaticum 1074
Streptococinum 10
Veiculo (Alcool etilico 30° GL) Q.s.p

Fonte: REAL Homeopatia - Brasil

O Niicleo Homeopatico Homeopatila 100° foi incorporado na racdo, aspergido
diretamente na mesma, semanalmente, homogeneizando-se, inicialmente e deixando-a
secar ao ar até se apresentar solta e sem odor de alcool, durante 24 horas. A racdo pronta
ficou acondicionada em local arejado, sem a incidéncia da luz solar, distante de

produtos quimicos e equipamentos que emitam campo magnético.
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Os juvenis foram alimentados com racdo extrusada comercial 2,5mm (42% PB),
durante os primeiros 28 dias e posteriormente, receberam a mesma ragdo comercial,
porém com Smm (32% PB), até o final do experimento.

A quantidade de racdo oferecida diariamente foi em trés porcodes didrias (9h,
13h, e 17h), atendendo as exigéncias nutricionais da espécie nesta fase (HAYASHI et
al., 2002).

Tabela 2. Composicdo percentual e bromatoldgica da ragdo comercial 2,5mm com 42% de PB e
da racdo comercial Smm com 32% de PB, utilizada no experimento.

Niveis de garantia (%)

Nutrientes Ragio extrusada Racio extrusada

2,5mm (42% PB) Smm (32% PB)
Proteina Bruta 39,45 30,62
Matéria seca 93,11 90,02
Extrato etéreo 5,54 4,67
Fibra Bruta 1,30 2,35
Cinzas 11,29 8,63
Extrato ndo nitrogenado 35,33 43,75

PB: Proteina Bruta. Fonte: Laboratério de Nutricdo Animal — LANA (Universidade Estadual de Maringd - UEM/PR)

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da &4gua, como
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica, foram registrados trés
vezes por semana, aferidos duas vezes ao dia: 9h e 16h antes da sifonagem e apds a

alimentacdo dos peixes e, posteriormente, calculadas as médias.

4.2.1 Analise histologica

No encerramento do experimento, as tildpias do Nilo (O. niloticus)
permaneceram em jejum prévio de 12 horas, foram eutanasiados com benzocaina
(1g/10mL de élcool/ 10L de dgua) (STOSKOPF, 1993) e posteriormente sacrificados
por seccao da medula espinhal na regido cervical, para a determinacdo da relacdo
hepatosomdtica (RHS%), com a coleta aleatéria de 20 peixes por tratamento,
totalizando 80 peixes. A RHS foi calculada pela razdo entre o peso do figado (g) e o
peso corporal do peixe (g), multiplicado por 100. Os figados foram removidos, lavados
em solugdo fisioldgica (NaCl 0,9%) e processadas amostras da por¢do mediana do lobo
esquerdo de oito peixes por tratamento (dois peixes/repeticao), totalizando 32 peixes.

As amostras de figado foram fixadas em solugdo de Bouin aquoso (BEHMER et
al., 1976) e posteriormente transferidas para frascos contendo dlcool 70°. O material foi

desidratado pelas passagens em séries crescentes de alcodis, diafanizado em xilol e
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incluido em parafina, para a obtencao de cortes transversais semisseriados, com 6um de
espessura, com auxilio de micrétomo rotativo LEICA, no Laboratério de Histotécnica
Animal do Departamento de Ciéncias Morfoldgicas da Universidade Estadual de
Maringa.

Amostras do figado foram processadas e coradas pelo método de Hematoxilina e
Eosina - HE (BEHMER et al., 1976) para andlise morfoldgica geral e determinacdo do
ndmero de hepatdcitos por drea e técnica histoquimica Acido Periédico de Schiff (PAS)
+ Hematoxilina (BECAK; PAULETE, 1976), para evidenciagdo do glicogénio
intracelular e determinagdo do percentual ocupado por esta inclusdo por area.

As andlises morfométricas do figado, independente da técnica, foram realizadas
a partir de imagens capturadas em microscopio 6ptico Olympus BX41 acoplado com
camera QColor 3 Olympus, utilizando objetiva da 40x em 10 imagens por corte (50
imagens/animal), totalizando 400 imagens/tratamento. Estas mensuracdes foram
realizadas com auxilio de software de andlise de imagem Image Pro Plus® (version 4.5,
Media Cybernetics, USA).

4.2.2 Analise estatistica

O experimento foi na forma de delineamento inteiramente casualizado,
constituido por quatro tratamentos homeopaticos em diferentes concentragoes

O modelo estatistico utilizado para os pardmetros fisicos e quimicos da dgua foi
o teste H de Kruskal-Wallis (p<0,05) (AYRES et al., 2000), segundo Zar (1996).

Para os valores das alteracdes histolégicas do figado foram calculadas as médias
e o desvio padrao, para cada grupo experimental e, os dados foram analisados de acordo
com o teste “Pro Mixed” do SAS (2009) e o teste t para a comparacdo multipla das
médias.

O comportamento da percentagem do glicogénio em fun¢do do nimero de
hepatécitos foi ajustado a partir de uma curva de regressao polinomial, utilizando o
“ProC mixed” do SAS (2009).

4.3 Resultados e discussao

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da dgua, nos diferentes
tratamentos foram: temperatura (°C) 26,5+2,7; pH 7,5+0,4; oxigénio dissolvido (mg.L
1) 3,4+2.1 e condutividade elétrica (uS/cm'l) 88,8+24,0; encontraram-se adequadas para
o cultivo de espécies tropicais de peixes, como a tildpia do Nilo e ndo diferiram

significativamente (p>0,05), conforme Mercante et al. (2011).
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A avaliacdo macroscdpica, no que se refere a coloracdo e morfologia do figado,
independentemente da concentracio do produto homeopético Homeopatila 1 00°,
revelou a presenca de dois lobos bem definidos e coloracdo castanho-clara, conforme
Roberts (1981), que descreveu tais caracteristicas como padrdo de normalidade, para
peixes teledsteos, em condi¢cdes normais de cultivo.

Flores-Lopes e Malabarba (2007) relacionaram uma série de fungdes
metabdlicas do figado de teledsteos, dentre as quais se destacam o acimulo de
substancias de reserva, sob a forma de glicogénio e de lipidios (LOURES; LIMA,
2001). O figado também atua nos mecanismos de defesa, representado pelo sistema pela
producdo de imunoglobulinas (POWELL, 2000), com importante funcao no processo de
desintoxicacdo, biotransformacdo e excrecdo de compostos xenobidticos (MEYERS;
HENDRICKS, 1985; HASCHEK; ROUSSEAUX, 1996), sendo por esta razdo,
considerado o 6rgao alvo de varios parametros bioldgicos e ambientais que possam vir a
causar alteragdes na estrutura e metabolismo, como alimentacdo, parasitos, infec¢des e
toxinas (FREDELLO et al., 2001).

O figado dos peixes de todos os tratamentos homeopaticos e do tratamento
controle, apresentaram-se como uma massa de consisténcia firme, coloragao vermelha
amarronzada, com uma superficie lisa e brilhante, corroborando com a descricao
encontrada por Santos et al. (2004) e Vicentini et al. (2005), em andlise morfoldgica do
figado em tilapias do Nilo.

Os resultados dos grupos tratados com o Nicleo Homeopatico Homeopatila
100® sugeriram um efeito positivo, na avaliacio macroscOpica da coloragdo e
morfologia do figado, pois ndo possibilitaram a caracterizacdo de nenhum processo
patoldgico no figado das tildpias.

A relagdo hepatosomadtica (RHS) dos peixes tratados com Homeopatila 100®

estd apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios da Relacdo Hepatosomadtica nas tildpias do Nilo (O. niloticus),
alimentadas com racdo contendo diferentes concentracdes do Nicleo Homeopéitico
Homeopatila 100, no final do periodo experimental.

Tratamentos

Parametros
Tl T2 T3 T4

Peso Peixe (g) 91,3 (13,8)" 92,9 (+19,3)* 99,5 (+17,9)* 96,4 (+14,7)*
Peso do figado (g) 2,05 (£0,50)* 1,74 (+0,45)° 1,74 (20,77)° 1,69 (20,59)"

RHS (%) 2,25 (£0,34)* 1,87 (20,35)" 1,75(x0,26)° 1,75 (£0,54)°

T1= Controle, T2= 20mL Homeopatila 100®/Kg racio, T3= 40mL Homeopatila 100°/Kg ragdo, T4= 60mL Homeopatila 100®/Kg
racdo. RHS: Relacdo Hepatosomadtica. Nas linhas valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Os peixes tratados com o Nucleo Homeopatico Homeopatila 1 00® apresentaram
uma relacdo hepatosomatica significativamente inferior (p<0,05), aos peixes do T1. Os
tratamentos com homeopatia foram mais satisfatérios para os grupos tratados com
40mL (T3) e 60mL (T4) do Nuicleo Homeopético por quilo de racao.

Os valores encontrados neste trabalho concordaram com os resultados
apresentados por Valentim-Zabott et al. (2008) que verificaram uma relacdo
hepatosomaética do grupo que recebeu o Nucleo Homeopatico Homeopatila RS, na ra¢ao
de larvas de tildpias do Nilo durante a reversdo sexual, significativamente inferior ao
grupo controle e grupo hormonal com 17 a-metiltestosterona.

Concordam também com Siena et al. (2010) que identificaram em alevinos de
tildpia do Nilo, valores significativamente inferiores no indice hepatosomatico para os
peixes que receberam o Nucleo Homeopatico Homeopatila 100° com 40 mL/kg de
racdo, em relacdo ao grupo controle.

Figueiredo-Fernandes et al. (2007) encontraram em tildpias do Nilo (O.
niloticus) expostas a diferentes concentragdes de cobre, um indice hepatosomatico mais
elevado nos peixes submetidos a 2,5mg L™ de cobre.

Figueiredo-Fernandes et al. (2006) sugeriram uma relagdo positiva entre o peso
relativo do figado e as enzimas que metabolizam xenobidticos de tildpias expostas a
agentes toxicos e que a alta observada na relagdo hepatossomdtica pode ser indicativo
de aumento da atividade das enzimas na biotransformacdo de xenobidticos.

Experimentos realizados com tildpias do Nilo (O. niloticus), nao relacionados a
intoxicacdes, apontam para diferencas nos indices hepatosomdticos, que podem estar
correlacionadas a uma maior ou menor deposi¢do lipidica ou de glicogénio no figado,
dependendo da qualidade e da quantidade do alimento, como também da fase de
desenvolvimento dos peixes (LANNA et al., 2004; CAVICHIOLO, 2005).

A andlise em microscopia Optica, realizada no figado das tildpias, revelou (para
T1, T2, T3 e T4) que os hepatdcitos se apresentaram ligeiramente arranjados em
corddes, podendo ou nao apresentar vacuolizagdo citoplasmatica com coloragdo réseo-
palida, ligeiramente acidéfila em seu interior. Presenga de um ou dois ntcleos esféricos
e bem desenvolvidos, com moderada condensa¢do de cromatina e nucléolo evidente. A
cromatina € granular com heterocromatina condensada, também na periferia da célula.
Esses relatos corroboram com Roberts (1981), Salaro (1992), Santos (2003), Santos et

al. (2004) e Ferguson (2006), considerados como aspecto normal para peixes teledsteos.
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Nos figados analisados foi observado vacuolizacdo -citoplasmdtica, com
estruturas globulares de coloragdo résea, ainda em maior quantidade nos hepatdcitos dos
peixes do T1. No entanto, a intensidade da vacuolizacdo provocou uma hipertrofia dos
hepatécitos e maior deslocamento do nicleo para a periferia desta célula. Também
foram encontrados alguns sinusoides em descontinuidade com as células endoteliais, e
esporadicamente, observou-se o extravasamento de eritrécitos, conforme estudos

04) e Henares et al. (2008), dispostos na Figura 1.

descritos por Santos et al. (20

Figura 1. Tecido hepdtico de tildpia do Nilo (O. niloticus), HE. T1 (Controle) e T2 (20mL
Homeopatila 100°/Kg rac¢io): Veia Centro lobular (*), corddes dos hepatécitos (setas finas),
vacuolizagdo citoplasmatica (setas grossas), dois nicleos por hepatécito (pontas de setas azuis),

nicleos deslocados para periferia (ponta setas grandes), extravasamento eritrécitos (ponta de
seta redonda), (40X).

A tendéncia do deslocamento do nicleo para a periferia da célula e do
extravasamento eritrocitos foi observada com mais intensidade no T1 e T2, do que
encontrado no T3 e T4, levando a mudanga na disposi¢do dos hepatdcitos, sugerindo a
ocorréncia de um possivel processo inflamatério, indicativo de mecanismo
compensatdrio para o restabelecimento da homeostase, corroborando com os estudos de
Santos et al. (2004) e Henares et al. (2008).

Takashima e Hibiya (1995) ressaltaram que sdo necessdrios estudos mais
especificos para esclarecer se a alta vacuolizagdo citoplasmadtica no figado dos peixes se
constituiu uma alteracdo histopatolégica negativa ou se € um evento comum que SO
deve ser considerado como alteracdo quando ocorrer associado a algum tipo de processo
degenerativo.

Flores-Lopes e Malabarba (2007) verificaram como principais alteragcdes
ocorridas no figado de lambari (Astyanax jacuhiensis), a vacuoliza¢do dos hepatdcios e

um aumento do volume do 6rgdo. Esses resultados corroboram com os resultados
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obtidos neste estudo, o qual foi observado vacuoliza¢des dos hepatdcitos, como também
um aumento no tamanho do figado, na média dos exemplares de tildpias do T1 (Tabela
3), os quais obtiveram peso corporal inferior; porém com o maior peso do figado e
maior valor da RHS.

As diferencas causadas pelo uso da Homeopatila 1 00® no metabolismo hepético
dos juvenis pode ter sido o fator responsavel pelas alteracdes na proporcao do figado em
relacdo ao peso corporal, uma vez que neste experimento os peixes dos diferentes
tratamentos se apresentavam na mesma fase de desenvolvimento com dieta e regime de
alimentacdo idénticos, sem apresentar diferenca nos parametros fisicos e quimicos da
agua, concordando com os resultados encontrados por Siena et al. (2010).

Na Tabela 4, estdo dispostos os valores médios para o nimero de hepatdcitos e o
percentual de glicogénio intracelular, durante o periodo experimental, através da
utilizagdo do Niicleo Homeopético Homeopatila 100 na dieta.

Tabela 4. Valores médios dos hepatdcitos (técnica de H.E) e percentual de ocupacdo de
glicogénio (técnica P.A.S.), no tecido hepético de tildpia do Nilo (O. niloticus), nos diferentes
tratamentos, alimentadas com ragdo contendo o Niucleo Homeopitico Homeopatila ]00®,
durante o periodo experimental.

Hepatdcitos Glicogénio
Tratamentos Homeopaticos (n° de células) (%)
(drea ttil: 20914,72 um?)
T1 - Controle (n=29) 372,6 (x63,7) 12,5 (£5,7)*
T2 - 20mL/Kg (n = 8) 387,7 (+73,4)" 12,7 (26,6)"
T3 - 40mL/Kg (n =8) 427,8 (£74,2)° 20,8 (£8,4)°
T4 - 60mL/Kg (n = 8) 411,6 (£97,0)" 18,5 (+8,0)°

T1= Controle, T2= 20mL Homeopatila 100®/Kg racio, T3= 40mL Homeopatila 100*/Kg ragdo, T4= 60mL Homeopatila 100®/Kg
racdo. Nas colunas, para os hepatdcitos, valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo Teste t (p<0,06).
Nas colunas, para o glicogénio, valores seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo Teste t (p<0,01).

O T3 apresentou diferenca significativa (p<0,06) em comparagdo ao T1 quanto
ao numero de hepatécitos/mmz.

Figueiredo-Fernandes et al. (2007) pesquisaram altera¢des histopatoldgicas em
hepatécitos de tildpia do Nilo (O. niloticus), expostas a diferentes concentragdes de
cobre, observaram que o ndmero dos nucleos dos hepatécitos/mm2 do tecido hepatico,
decresceu com o aumento da concentracdo do metal pesado na dgua, bem como outros
poluentes, necessitando mais estudos para a compreensao dos seus efeitos deletérios.

Para o glicogénio hepdtico, o T3, também teve seu maior percentual no figado;

podendo-se inferir que a concentracdo do Nucleo Homeopdtico, possivelmente
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colaborou com a melhora na absorcdo de proteina, predispondo uma maior reserva de
glicogénio no organismo dos peixes.

O percentual para evidenciacdo do glicogénio intracelular foi significativamente
maior no tratamento T3 em relac@o ao controle. Inferindo-se que a acdo da Homeopatila
100® na concentracdo de 40 mL por kg de ragcdo, possivelmente tenha colaborado para a
estimulagcdo da resposta a uma injuria, interferindo no processo de armazenamento do
glicogénio em juvenis de tildpia, conforme resultados apresentados por Fujimoto et al.
(2005) em Piaractus mesopotamicus, em que constataram que a diminuicao do peso do
figado pode estar relacionada a utilizacdo do glicogénio em resposta a um estimulo
estressante.

Em relacdo aos estoques de glicogénio, que se apresentaram mais elevados no
tratamento T3 pode-se inferir que, agentes poluentes e toéxicos no ambiente aqudtico,
sdo as provaveis causas da diminuicdo do glicogénio hepatico, conforme Meletti et al.
(2004), em estudos com Serrapinnus notomelas, que € a espécie recomendada para uso
em testes de toxicidade aquética e a espécie Danio rerio (“paulistinha ou zebra-fish”).

Shiau e Lin (1993) registraram valores mais elevados dos teores de glicogénio
hepatico em O. niloticus alimentadas com dieta suplementada com cromo. A
diminui¢ao do peso do figado pode estar relacionada a utilizagdo do glicogénio em
resposta a condi¢do de alta densidade. No entanto, € provdvel que a diminuicdo do teor
de glicogénio ocorra durante as primeiras horas, e que os niveis sejam repostos e voltem
a normalidade rapidamente.

Algumas das alteragdes hepdticas, ocorridas nos grupos dos animais tratados
com o Nucleo Homeopatico Homeopatila 100®, tais como moderada congestao nos
capilares sinusoides, fusdo celular e hipertrofia dos hepatdcitos em algumas regides,
principalmente, préoximo das veias centrais, podem ter ocorrido pela concentracdo do
produto. Outros fatores que podem influenciar as diferentes respostas histopatoldgicas,
a qual foram submetidas as tildpias utilizadas no estudo sdo: espécie, idade, sexo e
estagio de maturidade sexual e periodo sazonal corroborando com os achados de Bernet
et al. (1999).

No T1 e no T2, ocorreram hipertrofia dos hepatdcitos que adquiriram formato
mais arredondado, com citoplasma claro, diminui¢do da acidofilia, congestdo dos
sinusoides préximos a veia central com deslocamento do niucleo para a periferia da

célula, concordando com Cruz (2005), que encontrou lesdes semelhantes nos figados de
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Piaractus mesopotamicus sob tratamento com inseticida paration metilico e do extrato
aquoso de folhas secas de nim.

Quanto aos aspectos metabdlicos da espécie em estudo, observou-se, pelo
método histoquimico de PAS, que no figado alterado de alguns exemplares do T1 e T2,
o teor de glicogénio foi inferior aquele encontrado no figado normal de outros
exemplares, e que havia regides vacuolizadas em toda a extensdo hepdtica (Figura 2).
Essas vacuolizagdes citoplasmdticas indicam a existéncia de regides com provavel
concentragdo de lipidios e glicogénio, como observado por Takashima e Hibiya (1995),
ou a combinacdo de agentes toxicos com os lipidios intracitoplasmaticos
(RODRIGUES; FANTA, 1998). Por outro lado, o acimulo de lipidios e a diminui¢dao
do glicogénio podem prejudicar as atividades metabdlicas desempenhadas pelos

hepatdcitos (SANTOS et al., 2004).
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Figura 2. Tecido hepatico de tilapia do Nilo (O. niloticus), PAS + Hematoxilina. Veia Centro
lobular (*). T1 (Controle): vacuoliza¢do citoplasmatica (setas finas), glicogénio intracelular
(circulos); T2 (20mL Homeopatila 100°/Kg ragdo): vacuolizacdo citoplasmatica (setas finas),

glicogénio intracelular (circulos), (40X).

Py

Sa (1998) verificou que o citoplasma dos hepatdcitos pode apresentar aspectos
variaveis, dependendo da dieta e do estado nutricional dos peixes. Quando estes estdo
bem alimentados, os hepatdcitos armazenam quantidades significativas de glicogénio e
processam grande quantidade de lipidios.

Fredello et al. (2001) verificaram que diferengas na forma do parénquima
hepdtico estariam relacionadas com o tipo de alimentacdo, estresse, alteragcdes
ambientais, tais como temperatura e polui¢ao.

Valentim-Zabott et al. (2008) sugeriram a homeopatia populacional como um

“instrumento” importante na producdo animal, no sentido de conferir melhores
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condi¢des de sobrevivéncia, para que as tildpias possam melhorar as defesas organicas
expressando, com €xito, as potencialidades produtivas.

A curva do nimero de hepatdcitos em relacdo ao percentual de glicogénio, no
figado de tilapia do Nilo, nos diferentes tratamentos, estd disposta na Figura 3.

Figura 3. Comportamento dos hepatdcitos (x) em relagdo ao percentual para evidenciagdo do
glicogénio intracelular (y), no tecido hepdtico de tildpia do Nilo (O. niloticus), nos diferentes
tratamentos com o Niicleo Homeopatico Homeopatila 100°, efetuados no encerramento do
experimento.
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O nuimero de hepatdcitos e a percentagem para evidenciagdo do glicogénio
intracelular e determinacdo do percentual ocupado por esta inclusdo por drea, em
tildpias, foram maiores no T3, conforme apresentado anteriormente na Tabela 6. Pode-
se inferir que a concentracdo de 40mL de Homeopatila 1 00® por kg de racdo, T3 foi o
tratamento que armazenou uma quantidade maior de glicogénio quando comparado aos
demais tratamentos homeopaticos, inclusive ao grupo controle.

Na Figura 3, pode-se observar o comportamento do glicogénio intracelular, em
relagcdo ao numero de hepatdcitos presentes, por campo. A relagdo deste comportamento
mostra um aumento na inclusdo do glicogénio hepdtico, a medida que ocorre um
aumento no numero de hepatdcitos. Pode-se inferir que o aumento do nimero de células
hepdticas € diretamente proporcional ao aumento da inclusdo do glicogénio no interior

do hepatdcito.
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4.4 Conclusao

Recomenda-se o uso de Homeopatila 1 00® na concentracdo de 40 mL por kg de
racdo (T3) em dietas para juvenis de tilapias do Nilo, para um menor indice
hepatosomético e um maior nimero de hepatdcitos e do percentual para evidenciagdo do
glicogénio intracelular, apresentando morfologicamente, um figado mais preservado.
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5 EFEITO DO NUCLEO HOMEOPATICO HOMEOPATILA 100®° NA ANALISE
DA HISTOLOGIA BRANQUIAL EM TILAPIA DO NILO (Oreochromis

niloticus)

RESUMO: Neste trabalho objetivou-se avaliar a histologia branquial de tildpias do
Nilo (O. niloticus), através da utilizacdo do Nicleo Homeopatico Homeopatila 1 00°,
com quatro tratamentos: T1: 20 mL de solucd@o hidroalcodlica (dlcool 30° GL), T2: 20
mL, T3: 40 mL e T4: 60 mL de Homeopatila 100® por kg de racdo, com quatro
repeticoes para cada tratamento em 16 unidades experimentais, na densidade de 40
peixes m™, durante 57 dias. No encerramento do experimento, os arcos branquiais
foram removidos, de oito peixes por tratamento e se realizou o processamento
histolégico, através de cortes com 6pum de espessura. As branquias foram coradas com
Hematoxilina-Eosina, para andlise morfoldgica e a reacdo histoquimica Alcian Blue +
PAS para a evidenciagdo das células produtoras de mucopolissacarideos dcidos e
neutros. Verificou-se que os valores dos parametros fisicos e quimicos da dgua
estiveram dentro da normalidade. Os melhores resultados foram para os peixes do T3
em relacdo aos valores médios das alteracdes histolégicas branquiais e para o percentual
de células produtoras de mucinas dcidas e neutras (p<0,05). Recomenda-se o uso de
Homeopatila 100° na concentracdo de 40mL por quilo de racdo (T3) em dietas para
juvenis de tildpia do Nilo.

Palavras-chave: homeopatia populacional, alteracdes histolégicas, branquias,

piscicultura, tilapicultura.
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Effect of Homeopathic Nucleus Homeopatila 100® on the gill histology of Nile

tilapia (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT: Gill histology of the Nile tilapia (O. niloticus) was analyzed in fish
treated with the Homeopathic Nucleus Homeopatila 100® at four concentrations,
namely, T1: 20 mL hydro-alcohol solution (alcohol 30° GL), T2: 20 mL, T3: 40 mL and
T4: 60 mL Homeopatila 1 00® per kg of diet, with four repetitions in each treatment in
16 assay units, at a density of 40 fish/m™, during 57 days. Gill arches of eight fish in
each treatment were removed at the end of the experiment and the histological process
of 6um-sections was undertaken. The gills were stained with hematoxylin-eosin for
general morphological analysis and neutral and acid mucopolysaccharide cells were
verified with Alcian Blue + PAS histochemical technique. The physical and chemical
parameters of the water were normal. Best results were provided for T3 fish when mean
rates of gill histological changes and percentage of neutral and acid mucin-producing
cells (p<0.05) are taken into account. Homeopatila 1 00® at the concentration of 40 mL
per kg of diet (T3) is recommended in diets for Nile tilapia juveniles.

Keywords: population homeopathy, histological changes, gills, fish culture, tilapia

culture.
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5.1 Introducao

Um dos principais requisitos para o bom desenvolvimento da piscicultura € o
conhecimento da biologia da espécie utilizada no cultivo. Avaliagdes histopatolégicas
de tildpias, diferenciando lesdes, permitem que se estabelecam melhores condi¢des para
o cultivo, monitoramento de contaminacdo ambiental e diagndstico de doencas
(SANTOS et al., 2004). O entendimento da fisiologia dos peixes é de fundamental
importancia e consiste no estudo do funcionamento dos diferentes sistemas do
organismo, como eles interagem e respondem as diversas alteracdes ambientais e
sistemas de criagdo (ROTTA, 2003).

Pesquisas realizadas com histopatologia dos 6rgdos de peixes como as branquias
(LEONARDO et al., 2001), tem sido de grande relevancia nos estudos realizados com
tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus), por estarem associadas ao desenvolvimento de
alteracOes estruturais e celulares que interferem na saide e no desempenho dos peixes
(SCHWAIGER et al., 1997).

A tildpia do Nilo (O. niloticus), destaca-se como peixe de potencial para
aquicultura, pela sua rusticidade, crescimento rdpido e adaptagdo ao confinamento,
representando a segunda espécie mais criada no mundo (CAVICHIOLO, 2009).

O efeito do Nucleo Homeopatico Homeopatila 1 00® em alevinos revertidos de
tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) permitiu confirmar uma frequéncia
relativamente baixa das lesdes branquiais nos diferentes tratamentos, segundo o método
de classificacdo adotado (SCHWAIGER et al., 1997), associado a uma boa qualidade da
dgua e das condicdes sanitdrias dos alevinos (SIENA et al., 2010). Independentemente
do modo de acdo, a homeopatia equilibra o organismo pelo estimulo de suas defesas
naturais, ajudando-o a se defender melhor, estimulando-o a cura (PIRES, 2005).

Em teledsteos, como a tildpia do Nilo, as branquias sdo os principais 6rgaos para
a respiracdo estando envolvida nos processos de osmorregulacdo, equilibrio acido-
basico, excre¢do de compostos nitrogenados e desempenham ainda a funcdo de 6rgdo
sensorial da gustacdo e filtracao (LOPES, 2006; FIGUEIREDO-FERNANDES et al.,
2007; GARCIA-SANTOS et al., 2007; FONTAINHAS-FERNANDES et al., 2008).

Em razdo de importantes caracteristicas como grande superficie de absorc¢do, as
branquias sdo fundamentais na captacdo e absorcao de substincias dissolvidas na dgua,
desequilibrios nesse processo resultam em alteragdes histoldgicas tais como: elevagao
epitelial, hiperplasia, telangectasia, fusdo lamelar e necrose, comprometendo a

eficiéncia e a fun¢do do 6rgdo causando danos a saide dos peixes (LEONARDO et al.,
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2001; CAVICHIOLO, 2005). Essas alteracdes sdo reconhecidas como método ripido e
valido na caracterizacdo dos danos causados pela exposicdo dos peixes a diferentes
poluentes, agentes toxicos e infestagdes parasitarias (MONTEIRO et al., 2005;
GARCIA-SANTOS et al., 2006; FONTAINHAS-FERNANDES et al., 2008; WILSON;
LAURENT, 2002; ROMAO et al., 2006; FERNANDES et al., 2007; CAVICHIOLO,
2009).

As branquias constituem interfaces importantes entre o corpo do peixe € 0 meio
ambiente impedindo a entrada de patégenos e agentes irritantes. As superficies destes
tecidos sdo revestidas por muco, que € secretado pelas células mucosas. Este muco
contém um conjunto de substincias de defesa, como imunoglobulinas, fornecendo
propriedades de imunidade (TAKASHIMA; HIBIYA, 1995; NAKAMURA et al.,
2002), participam do processo de osmorregulacdo e prote¢do mecanica (RAMOS,
2008), inibem o crescimento e o desenvolvimento de muitos parasitos, bactérias e
fungos (MORAES; MARTINS, 2004).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do Nicleo Homeopético
Homeopatila 100®, em diferentes concentracdes na morfologia de brinquias em tildpia
do Nilo (O. niloticus), da linhagem GIFT.

5.2 Material e métodos

O experimento foi realizado na Estag@o de Piscicultura da Universidade Estadual
de Maringd (UEM-CODAPAR), localizada no Distrito de Floriano, municipio de
Maringd, Estado do Parand (Latitude 23° 31’ 25” S e Longitude 52° 03’ 12” W), no
periodo de janeiro a marco de 2010, com duracdo de 57 dias.

Foram utilizados 640 juvenis pds-revertidos de tildpia do Nilo (O. niloticus), da
linhagem GIFT (Genetic Improvement of Farmed Tilapia), com peso € comprimento
total médio inicial de 44,0g (£7,9) e 13,Icm (£0,8), verificados em balanca digital
(0,01g) e paquimetro, respectivamente. Toda metodologia que envolve a utilizagdo de
animais foi aprovada pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringé (Protocolo n° 037/2008).

O experimento foi montado em uma estufa, em que foram utilizadas 16 caixas
de fibra de vidro, com capacidade de 1.000L cada, com distribui¢do aleatéria de 40
animais por caixa, totalizando 160 animais por tratamento. Em cada uma das caixas
havia aeragdo e circulacdo constante da dgua, com uma renovacgdo didria de 30%, com
sistema de aeracdo constante. A sifonagem da dgua, em cada caixa, foi realizada trés

VEZES por semana.
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O tratamento utilizado foi o Niicleo Homeopitico Homeopatila 100® com quatro
tratamentos: T1 (Controle), T2, T3 e T4, com quatro repeti¢des para cada tratamento.
O Nicleo Homeopético Homeopatila 100° foi elaborado pela empresa REAL

Homeopatia cuja composi¢do se encontra na Tabela 1.

Tabela 1. Composicio do Niicleo Homeopatico Homeopatila 100°.

Composto /1000g
lodum 10
Sulphur 109
Natrum muriaticum 1074
Streptococinum 10
Veiculo (Alcool etilico 30° GL) Q.s.p

Fonte: REAL Homeopatia - Brasil

Os juvenis foram alimentados com racdo extrusada comercial 2,5mm (42% PB),
durante os primeiros 28 dias e posteriormente, receberam a mesma ragdo comercial,
porém com Smm (32% PB), até o final do experimento.

A quantidade de racdo oferecida diariamente foi em trés porcodes didrias (9h,
13h, e 17h), atendendo as exigéncias nutricionais da espécie nesta fase (HAYASHI et
al., 2002).

O Nicleo Homeopitico Homeopatila 100® foi incorporado na racdo, aspergido
com um pulverizador manual, semanalmente, homogeneizando-se, inicialmente e
deixando-a secar ao ar, revolvendo-se periodicamente, durante 24 horas. A rag¢do pronta
ficou acondicionada em local arejado, sem a incidéncia da luz solar, produtos quimicos
e de equipamentos que emitissem campo magnético, até se apresentar solta e sem odor
de dlcool. O mesmo processo de inclusao foi realizado para o tratamento controle.

Ap6s andlise bromatoldgica realizada pelo Laboratério de Nutricado Animal, do
Centro de Ciéncias Agrédrias da Universidade Estadual de Maringa-UEM/PR, a racdo
administrada para os animais durante todo periodo experimental, demonstrou a seguinte

composi¢ao percentual (Tabela 2).
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Tabela 2. Composi¢@o percentual e bromatoldgica da ragdo comercial 2,5mm com 42% de PB e
da ra¢do comercial Smm com 32% de PB, utilizado no experimento.

Niveis de garantia (%)

Nutrientes Ragdo extrusada Racdo extrusada
2,5mm (42% PB) 5Smm (32% PB)
Proteina Bruta 39,45 30,62
Matéria seca 93,11 90,02
Extrato etéreo 5,54 4,67
Fibra Bruta 1,30 2,35
Cinzas 11,29 8,63
Extrato ndo nitrogenado 35,33 43,75

PB: Proteina Bruta. Fonte: Laboratdrio de Nutricio Animal — LANA (Universidade Estadual de Maringd - UEM/PR).
Fonte: Laboratério de Nutricio Animal — LANA (Universidade Estadual de Maringa - UEM/PR)

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da &4gua, como
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica, foram registrados trés
vezes por semana, aferidos duas vezes ao dia: 9h e 16h, antes da sifonagem e apds a
alimentacdo dos peixes e, posteriormente, calculadas as médias.

5.2.1 Analise histologica

No encerramento do experimento as tilapias do Nilo (O. niloticus) foram
sacrificadas por seccdo da medula cervical, apds serem anestesiadas com benzocaina
(1g/10mL de alcool/ 10L de 4gua) (STOSKOPF, 1993). Os arcos branquiais foram
removidos, lavados em solucdo fisiolégica (NaCl 0,9%) e processadas amostras do
segundo arco branquial direito, de oito peixes por tratamento (dois peixes/repeti¢ao),
totalizando 32 peixes.

As amostras das branquias foram fixadas em solucdo de Bouin aquoso
(BEHMER et al., 1976) e posteriormente transferidas para frascos contendo dlcool 70°.
O material foi desidratado pelas passagens em séries crescentes de alcodis, diafanizado
em xilol e incluido em parafina, para a obten¢do de cortes transversais semisseriados,
com 6um de espessura, com auxilio de micrétomo rotativo LEICA, no Laboratério de
Histotécnica Animal do Departamento de Morfologia da Universidade Estadual de
Maringa.

Para a avaliacdo morfoldgica as branquias foram coradas pelo método usual de
Hematoxilina-Eosina — HE (BEHMER et al.,, 1976), para andlise morfoldgica e
verificacdo de possiveis alteracdes branquiais utilizando o método semiquantitativo
proposto por Schwaiger et al. (1997), adaptado em escala crescente de valores médios

de alteracdo (V.M.A), dependendo do grau de severidade das lesdes, descritas por
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Mallatt (1985), de acordo com a seguinte escala: Nivel 0 = nenhuma alteracdo
histologica; Nivel 1 = alteragdes leves; Nivel 2 = alteragdes moderadas e pontuais;
Nivel 3 = alteracOes severas e extensas.

Com base nesta escala, um valor médio de alteracdo histolégica (VMA) foi
conferido para cada animal. A partir dos dados individuais se calculou a média de VMA
para cada tratamento. A ocorréncia e frequéncia das alteracdes: hiperplasia, fusio
lamelar e telangectasia foram analisadas em quatro cortes histoldgicas por animal, em
microscépio de luz (Olympus CX31RBSFA) e objetiva de 40x.

Parte das amostras foram submetidas a técnica histoquimica Alcian Blue + PAS,
modificada (Alcian Blue pH 2,5 - PAS Stain/PAB), para a evidenciacdo das células
produtoras de mucinas neutras e mucinas acidas e posterior andlise quantitativa. Esta
andlise foi realizada a partir de imagens capturadas em microscopio 6ptico Olympus
BX41 acoplado com camera QColor 3 Olympus, utilizando objetiva de 40x em 20
imagens/corte (80 imagens/animal). Estas medidas foram realizadas com auxilio de
software de andlise de imagem Image Pro Plus® (version 4.5, Media Cybernetics,
USA).

5.2.2 Analise estatistica

O experimento foi realizado na forma de delineamento inteiramente casualizado,
constituido por quatro tratamentos homeopdticos em diferentes concentracdes
(Controle: 20 mL de solugao hidroalcodlica (dlcool 30° GL), 20 mL, 40 mL e 60 mL de
Homeopatila 1 00® por kg de ragdo e quatro repeti¢des por tratamento.

O modelo estatistico utilizado para os parametros fisicos e quimicos da dgua foi
o teste H de Kruskal-Wallis (p<0,05) (AYRES et al., 2000), segundo Zar (1996).

Para os dados referentes as alteracdes das branquias foi utilizado o teste “Proc
Genmod - Sistema Computacional SAS (2009), com distribuicdo Gamma e funcio de
ligacdo diversa. As comparag¢des multiplas das médias foram realizadas por meio do
teste t (p<0,05). Para a quantificacdo das células mucosas, foi utilizado o teste “Proc
Genmod - Sistema Computacional SAS (2009) com distribuicao Binomial e funcdo de
ligacdo logistica. As comparagdes multiplas da média foram realizadas pelo teste t

(p<0,05).

5.3 Resultados e discussao
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Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da dgua, nos diferentes
tratamentos foram: temperatura (°C) 26,5+2.,7; pH 7,5+0,4; oxigénio dissolvido (mg.L
1) 3,4+2.1 e condutividade elétrica (uS/cm'l) 88,8+24,0; encontraram-se adequadas para
o cultivo de espécies tropicais de peixes, como a tildpia do Nilo e ndo diferiram
significativamente (p>0,05), conforme Mercante et al. (2011).

Na avaliacdo macroscépica da morfologia branquial dos exemplares de tildpia
do Nilo, verificou-se que as mesmas apresentavam uma coloracdo vermelho vivo
intenso, protegidas por estruturas chamadas de opérculos. As branquias apresentam uma
base rigida cartilaginosa, com alguns pontos de ossificacdo, dando estes, origem aos
arcos branquiais, representado por quatro pares em cada um dos lados do opérculo.
Cranialmente, possuem os rastros, estruturas cartilaginosas espacados e relativamente
curtos, que funcionam como “filtro”. Caudalmente € composta por filamentos
primérios, que se dividem em filamentos secundarios, que sdo a estrutura funcional e
respiratéria dos peixes (WILSON; LAURENT, 2002; CAVICHIOLO, 2005).

Na avaliacdo microscopica da branquia foram observadas as lamelas recobertas
por epitélio simples, formadas por células epiteliais cuboides, apresentando um ntcleo
oval bastante evidente e citoplasma pouco denso. Presenca também de capilares
contendo células sanguineas no seu interior. As lamelas primdrias apresentaram na parte
central uma estrutura cartilaginosa de suporte e as lamelas secunddrias se apresentaram
formadas por tecido conjuntivo na parte central (CAVICHIOLO, 2005).

Nas laminas submetidas a coloragcdo Hematoxilina-Eosina (HE), foram
diagnosticadas trés alteragdes, de acordo com Mallatt (1985) e classificadas de 0 a 3 em
valores médios de alteracdao (V.M.A), sendo as seguintes: hiperplasia (Figura 1B), fusao
lamelar (Figura 1C) e telangectasia (Figura 1D), conforme ilustrado na Figura 1 e

apresentado na Tabela 3.



Figura 1. Histopatologias branquiaié de tildpia do Nilo (O. niloticus). A: Estrutura normal da
branquia -T3 (40mL Homeopatila 100°/Kg ragio); B: Hiperplasia de epitélio (circulo) - T3
(40mL Homeopatila 1 00®/Kg racdo); C: fusdo lamelar (seta) - T2 (20mL Homeopatila 1 00®/Kg
racdo); D: telangectasia (seta) - T4 (60mL Homeopatila 100°/Kg racdo); E: Hiperplasia, fusdo
lamelar e telangectasia (circulo) - T2 (20mL Homeopatila 100°/Kg ragio); F: Fusdo lamelar e

presenca de Monogenoidea (seta) - T4 (60mL Homeopatila 100®/Kg racdo). HE, (40X).

4

Tabela 3. Valores médios das alteragdes histolégicas na andlise das branquias de tildpia do Nilo
(O. niloticus), por tratamento, durante o periodo experimental, avaliadas em V.M.A. (através da
coloracdo de Hematoxilina-Eosina).

Tratamentos Hiperplasia Fusao lamelar Telangectasia
T1 2,3 (x0,4)* 2,1 (x0,6)* 1,5 (¥0,9)°
T2 2.7 (iO,S)b 2,5 (x0,7)* 1,0 (10,2)b
T3 1,9 (£0,5)° 1,3 (iO,S)b 0,6 (+0,5)°
T4 2,4 (+0,5)" 1,9 (+0,6)" 0,9 (x0,3)

V.M.A.: Valor Médio de alteracdo, medida semiquantitativa, variando de grau 0 ao 3. Grau 0 = nenhuma alteraco histolégica; Grau
1 = alteracdes leves; Grau 2 = alteragdes moderadas e pontuais; Grau 3 = alteracdes severas e extensas. T1= Controle, T2= 20mL
Homeopatila 100°/Kg ragdo, T3= 40mL Homeopatila 100®/Kg ragio, T4= 60mL Homeopatila 100®/Kg ra¢do. Na coluna, valores
seguidos pela mesma letra nao diferem entre si pelo Teste t (p<0,05).

No presente experimento, o tratamento homeopatico T3 foi o que apresentou os
menores valores médios das alteracdes histolégicas para hiperplasia, fusdo lamelar e
telangectasia, na andlise das brinquias de tildpia do Nilo, apresentando diferenca
significativa quando comparado com os demais tratamentos homeopdticos € o
tratamento controle (p<0,05).

A hiperplasia € uma das alteragdes mais comuns de serem encontradas em
tildpias, como também na maioria dos peixes teledsteos, porque se manifesta sempre

apds a ocorréncia de algum tipo de agente agressor, servindo como um mecanismo de
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reacdo e protecdo da resposta inflamatéria. Na figura 1B, pode-se observar a hiperplasia
no epitélio branquial, ocasionada pelo crescimento do tecido, pelo aumento ou
proliferacao do nimero de células do epitélio lamelar e fusdo lamelar e este regride uma
vez cessado o estimulo causador (CAVICHIOLO, 2000; CAVICHIOLO, 2005).

A fusdo lamelar (Figura 1C) € uma lesdao que ocorre pelo aumento da adesdo
entre as células epiteliais e o sistema de sustentagdo das células pilares, acompanhado
pelo colapso da integridade da estrutura da lamela secundaria (CENGIZ; UNLU, 2002;
CRUZ, 2005). Figueiredo-Fernandes et al. (2007) observaram em tildpia do Nilo, que a
proliferacdo das células com espessamento do epitélio do filamento branquial € uma
alteracdo histolégica que pode levar a fusdo lamelar. Esse efeito pode ser um
mecanismo de protecdo do peixe, por diminuir a drea de exposicdo das lamelas
secunddrias ao agente intoxicante. Assim, a tildpia nilética pode ter desenvolvido este
mecanismo para sua protecdo e integridade das lamelas secunddrias e primdrias.

A telangectasia € uma congestdo sanguinea com desintegracdo das estruturas de
suporte e o extravasamento do sangue para o interior das lamelas branquiais (Figura 1D)
(GENTEN et al., 2009).

Siena et al. (2010) pesquisaram a resposta da homeopatia populacional em
alevinos de tildpia do Nilo e verificaram que, apesar da presenca de alteracdes
histolégicas nos filamentos branquiais, as frequéncias destas indicaram auséncia de
diferenca significativa para os valores médios de alteragdes, entre os tratamentos 20mL,
40mL e 60mL do Nucleo Homeopético Homeopatila 100® por Kg de ragcdo, como
também para o tratamento controle. Discordando dos resultados apresentados no
experimento em questdo, em que foram encontradas diferencas entre o controle e os
tratamentos homeopéticos.

Cavichiolo (2009) citou como alteragdes mais comuns encontradas nas
branquias dos peixes teledsteos, descritos para tildpia do Nilo: elevacdo epitelial,
hiperplasia, proliferacdo de células do epitélio filamentar e estas podem conduzir a
fusdo parcial ou total das lamelas branquiais e telangectasia.

Indutores de irritagao branquial tém sido investigados com frequéncia, através de
andlises microscoOpicas, tais como baixa qualidade da dgua com pH e temperaturas
extremas (MALLATT, 1985), agentes toxicos, poluentes e irritantes como metais
pesados e pesticidas (PANE et al., 2004; FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2007;
GARCIA-SANTOS et al., 2007; FONTAINHAS-FERNANDES et al., 2008), agentes
infecciosos e presenca de parasitos (PAVANELLI et al., 2008).
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Edema, com levantamento de epitélio lamelar e fusdo lamelar sdo alteragdes que
ocorrem pela exposi¢do a diferentes agentes toxicos (SCHWAIGER et al., 2004), na
qual pode servir como um mecanismo de defesa, que reduz uma &area superficial
branquial em contato com o meio externo. Estes mecanismos também aumentam a
barreira de difusdo para o poluente (HEERDEN et al., 2004). A separacdo das lamelas
faz aumentar a distincia através da qual, as toxinas presentes no meio aqudtico devem
se difundir para alcangar a corrente sanguinea (ARELLANO et al., 1999).

Cruz (2005) relatou que a andlise histoldgica € um método rapido que determina
os efeitos dos agentes quimicos em tecidos e 6rgdos, visto que ocorrem alteragdes na
morfologia em resposta ao estresse subletal ou cronico. Os 6rgios de peixes mais
comprometidos pelos agentes quimicos sdo as branquias e a pele, por exibir grande
superficie de contato e ambos apresentam células de muco, que possuem papel
importante na resisténcia aos patdgenos e as substancias téxicas, como também tém
atuacao sobre o figado, metabolizando as substancias toxicas.

Mallatt (1985) acrescentou que uma das principais alteracdes estruturais das
branquias expostas aos agentes agressores consiste no aparecimento de edema nos
epitélios lamelar e filamentar. Thophon et al. (2003) referem-se a presenca de edema
acompanhado pelo destacamento do epitélio lamelar como sendo um primeiro sinal de
patologia em peixes.

No presente estudo, foi observada uma frequéncia relativamente baixa das lesoes
branquiais, nos diferentes tratamentos, principalmente no T3, conforme Schwaiger et al.
(1997). Podendo-se inferir que foi empregado um manejo adequado, com boas
condicdes sanitdrias e parametros ambientais adequados (MELETTI et al., 2004), para o
cultivo de tildpia do Nilo (MARTINS, 2004).

Na Figura 2, estdo dispostas imagens das branquias de tildpia do Nilo (O.
niloticus) submetidas a diferentes concentragdes do Nucleo Homeopatico Homeopatila
100°, utilizando-se a técnica histoquimica: Alcian Blue (pH 2,5) - PAS - Stain (PAB)
(WEBPATH, 2010).
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o S0

Figura 2. Técnica histoquimica Alcian Blue (pH 2,5) + PAS, modificada para evidenciacdo de
células produtoras de mucinas neutras (setas vermelhas) e mucinas acidas (setas azuis) das
branquais de tildpia do Nilo (O. niloticus). T1 (Controle): a) Estrututa da brinquia com a
presenca de Monogenoidea (seta larga), mucinas neutras e 4cidas; b) mucinas neutras e
Telangectasia (seta larga ponta dupla); ¢) Presenca do protozodrio Trichodina (seta larga),
mucinas 4cidas; T2 (20mL Homeopatila 100°/Kg ragdo): a, b) mucinas neutras e 4cidas; c)
mucinas neutras e dcidas e Telangectasia (seta larga ponta dupla); T3 (40mL Homeopatila
100°/Kg racdo): a,b,c) mucinas neutras e dcidas; T4 (60mL Homeopatila 100°/Kg ragio): a)
mucinas neutras e acidas b) mucinas 4cidas e Telangectasia (seta larga); ¢) mucinas 4acidas.
(40X).
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Os peixes do T3 apresentaram um percentual de células mucosas 4cidas
significativamente maior (p<0,05) e consequentemente um percentual de células
mucosas neutras (p<0,05) menores; quando comparado com os peixes do grupo T1,
como também aos demais tratamentos homeopéticos.

Cavichiolo (2009) explicou que as lamelas sdo constituidas centralmente por um
eixo vascular e por um epitélio composto por células pavimentosas de revestimento e
indiferenciadas. Essas sdo compartimentadas internamente pelas células pilares que
suportam e delimitam o compartimento sanguineo lamelar, em que passa o sangue,
sendo revestida externamente, na sua maioria, por células pavimentosas e células
cloreto. No epitélio do filamento se encontram também as células mucosas.

Monteiro et al. (2004), Evans et al. (2005) e Genten et al. (2009) caracterizaram
o epitélio branquial de peixes como estratificado e constituido por vérios tipos celulares,
em especial, por trés: células pavimentosas (possuem a fun¢do de trocas gasosas e estao
em maior frequéncia), células cloreto (funcdo de regulacdo idnica, equilibrio dcido-base
e excrecdo de metabdlitos nitrogenados) e as células mucosas (sdo uma caracteristica
proeminente do epitélio branquial, estdo localizadas dentro da lamela primdria perto da
base da lamela secunddria) e s@o responsdveis pela producdo de muco de revestimento
com a fun¢do de lubrificacdo, protecdo mecanica e contra infec¢des bacterianas e
abrasao.

As células mucosas exibem caracteristicas de células secretoras de muco,
contendo glicoproteinas importantes para as funcdes lubrificantes e, a maioria dessas
glicoproteinas, pertence a familia das mucinas, cuja estrutura contém 70-80% de cadeias
de carboidratos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Os valores médios percentuais das células de muco (mucosubstancias/mucinas
acidas e mucosubstancias /mucinas neutras) presentes nas branquias de tilapia do Nilo
(O. niloticus), no final da fase experimental, submetidas a diferentes concentracdes do
Nucleo Homeopético Homeopatila 1 00%, sdo apresentados na Tabela 4, utilizando-se a

técnica: Alcian Blue (pH 2,5) - PAS - Stain (PAB) (WEBPATH, 2010).
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Tabela 4. Média do nimero de células mucosas dos filamentos branquiais de tildpias do Nilo
(O. niloticus) numa area de 0,2274 mm?, evidenciadas pela técnica histoquimica Alcian Blue
(pH 2,5) - PAS, modificada em diferentes concentracdes do Niicleo Homeopatico Homeopatila
]00®, no final do experimento.

Células Mucosas

Tratamentos Mucinas Acidas Mucinas Neutras
(%) (%)
T1 82,08* 17,92*
T2 75,47 24,53%
T3 91,55 8,45
T4 79,25% 20,75°

T1= Controle, T2= 20mL Homeopatila 100®/Kg racio, T3= 40mL Homeopatila 100*/Kg ragdo, T4= 60mL Homeopatila 100®/Kg
racdo /kg. Nas colunas, para as células mucosas, valores seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste t (p<0,05).

Reis et al. (2009) relataram que as mucosubstancias dcidas s@o mais soliveis do
que as neutras quando entram em contato com o meio aqudtico, pois possuem maior
quantidade de cargas elétricas residuais. Essa baixa viscosidade tem a fungdo de
proteger e lubrificar o epitélio branquial contra atritos.

Alberto et al. (2005) citaram que a exposi¢do a agentes poluidores pode
influenciar a proliferacdo de células mucosas com diferentes tipos de mucosubstancias
que proliferam diante da exposi¢ao dos peixes a agentes estressores.

Beamish (1972) relataram em seus trabalhos com mucinas em espécies de peixes
de 4gua doce (Catostomus commersoni) e Shiraishi et al. (2009) pesquisando a dindmica
de secrecdo de mucinas secretadas pela acdo de parasitos, constataram que 0 muco
neutro se apresenta mais denso que o muco acido, num meio aquoso, atribuindo-se ao
muco neutro uma maior capacidade de protecdo e lubrificacdo, quando as células
mucosas sao expostas a agentes abrasivos, irritantes e toxicos.

Ramos (2008) verificou que a andlise quantitativa do nimero de células mucosas
revelou que estas apresentam uma menor incidéncia nos animais com aproximadamente
50g, com aumento em animais de 100 a 200g. A partir de 500g, aproximadamente,
ocorre apenas um aumento no nimero de células neutras, enquanto o nimero de células
dcidas se mantém proximo aos peixes com 100 a 200 g, em Arapiama gigas, o qual
apresenta a respiracao branquial, em peixes de aproximadamente 100g.

Reis et al. (2009) trabalharam com densidade populacional de células mucosas
do epitélio branquial de tildpia do Nilo e concluiram que foi possivel considerar que
outros fatores (além dos fisico e quimicos observados), tais como, a possibilidade da
presenca de parasitos e agentes toxicos contidos nos sedimentos possam ter influenciado

nos achados apresentados quanto ao nimero destas células mucosas.
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Reis et al. (2009) salientaram que condicdes de temperatura, pH e concentracao
de oxigénio dissolvido na 4dgua dos tanques de cultivo intensivo das tilapias (O.
niloticus) avaliados, foram os responsdveis por uma extensdao da area lamelar e do
nimero de células mucosas branquiais. A continua queda destes parametros fisicos e
quimicos induziu uma contencdo tanto da drea lamelar quanto do nimero de células
mucosas. O aumento progressivo de alteracdes morfologicas do epitélio branquial
(hiperplasia interlamelar, fusdo lamelar, descolamento epitelial e telangectasias) e
presenca de ectoparasitos ocorreu quando foram observados os peixes cultivados em
tanques com condi¢des ambientais menos favoraveis.

O aumento das células produtoras de mucinas dcidas em relagdo ao nimero de
células produtoras de mucinas neutras, no T3, indicou que as mucinas dcidas sdo mais
soliveis do que as neutras, em condi¢des de boa qualidade dos parametros ambientais
(MYERS et al., 2008). Nesses peixes, 0 muco que recobria as brinquias estava em
maior quantidade e mais fluido em relagdo aos animais dos outros tratamentos
homeopaticos e do controle, corroborando com os resultados encontrados por Reis et al.
(2009), que salientaram que o muco mais fluido € indicativo de que a fisiologia dos
peixes, permitindo uma maior interacao do epitélio branquial e do ambiente aquético.

O muco 4cido estd associado a uma protecdao mais eficiente do epitélio, sendo
encontrado no epitélio do surubim-pintado (Pseudoplatystoma corruscans) em maior
quantidade que o muco neutro para proteger a mucosa no trato digestério (CAL, 2006).

Mallatt (1985); Leonardo et al. (2001); Fracacio et al. (2003) e Reis et al. (2009)
constataram que a proliferacdo e hipersecre¢cdo das células mucosas nas branquias
podem ser compreendidas como um mecanismo de defesa em funcdo de uma resposta
defensiva cronica, podendo comprometer a fungdo branquial dependendo da severidade
do processo frente a situacdes de estresse. Reis et al. (2009) verificaram que a
proliferacdo de células mucosas com diferentes tipos de mucosubstancias ajuda a
proteger o epitélio branquial da acdo de contaminantes e agentes patog€nicos,
auxiliando na osmorregulacdo. Porém, grande quantiddade de secre¢do de muco,
principalmente neutro, pode prejudicar e dificultas as trocas gasosas.

Breseghelo et al. (2004) expuseram peixes teledsteos a agentes quimicos e
observaram hiperplasia das células mucosas com maior intensidade de mucosubstancias
neutras no grupo controle e maior intensidade de mucosubstancias dcidas no grupo
experimental, concordando com os valores encontrados no presente experimento, em

que foram constatadas a presenga de mucosubstancias dcidas em maior quantidade para
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todos os tratamentos, principalmente para o T3. A diferenca estava no percentual das
células encontradas para mucosubstancias 4dcidas.

O efeito de contaminantes e agentes toxicos presentes na dgua é conhecido por
causar hipertrofia e hiperplasia de células mucosas e que, um aumento dessas células
com mucosubstancia dcida participa mais ativamente, atraindo uma maior quantidade de
fons, da osmorregulacio (SADAUSKAS HENRIQUE, 2008) e por aumentarem a
resisténcia do muco a bactérias, ou seja, protecao imune (MACIEL et al., 2010).

Ramos (2008) considera que o muco secretado pelas células mucosas
provavelmente tenha relacdo com o papel de ajuste i0nico, este muco deve permitir que
todo o epitélio receba um delgado revestimento que venha a atuar na atracdo de fons,
favorecendo a regulacao das trocas iOnicas.

Wendelaar Bonga (1997) e Sadauskas Henrique (2008) verificaram uma intensa
proliferac@o celular nas branquias que pode ser reflexo de alteragcdes no meio aquético,
sendo que o aumento e diferenciacdo das células mucosas sdo considerados como uma
resposta ao estresse ambiental via acdo de cortisol e prolactina, liberados durante
periodos de estresse dos peixes.

Os poluentes se acumulam na cadeia alimentar e sdo responsaveis pelos efeitos
adversos e a morte em organismos aquiticos (FARKAS et al., 2002). Os peixes sdo
utilizados para avaliar a satide dos ecossistemas e as alteragdes fisioldgicas. A tildpia do
Nilo (O. niloticus) € uma das espécies de peixes mais comuns de dgua doce utilizada
nos estudos toxicoldgicos, servindo como biomarcadores da poluicio ambiental
(FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2006a; 2006b; GARCIA-SANTOS et al., 2006;
FIGUEIREDO-FERNANDES et al., 2007).

5.4 Conclusao

Recomenda-se o uso de Homeopatila 100° na concentracdo de 40 mL por kg de
racdo (T3) em dietas para juvenis de tildpias do Nilo, tendo em vista os menores valores
médios das alteracdes histolégicas. O aumento das células produtoras de mucinas dcidas
em relacdo as mucinas neutras, quando em contato com o meio aqudtico, estd
relacionado com a maior lubrificag¢do e a protecao das branquias.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Recomenda-se o uso do nicleo Nomeopatico Homeopatila 1 00°, na
concentracdo de 40 mL por quilo de ra¢do (T3) em dietas para juvenis de tildpias do
Nilo, verificando-se os resultados satisfatorios na prevaléncia e nas cargas parasitarias.

Ficou evidente a menor relacao hepatosomdtica, relacionada ao maior nimero de
hepatdcitos e do percentual para evidenciagdo do glicogénio intracelular no figado.

Foram encontrados os menores valores das alteracdes histolégicas branquiais e o
aumento das células produtoras de mucinas acidas em relacdo as mucinas neutras.

A Homeopatila 100® contribuiu para uma melhor eficiéncia no desempenho
melhorando a conversdo alimentar, o ganho de peso e a sobrevivéncia, assegurando
maior produtividade e rentabilidade podendo ser utilizada em todas as espécies de

producdo, como promotor de desempenho.



