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RESUMO

O presente trabalho foi realizado na Estacdo Experimental de Piscicultura da
Universidade Estadual de Maringd (UEM/CODAPAR), no Distrito de Floriano,
municipio de Maring4, Estado do Parand, no periodo de novembro a janeiro de 2014,
com duragdo de 90 dias. Um total de 160 tilapias do Nilo do programa de melhoramento
genético da UEM foram distribuidas em quatro hapas de polietileno com volume de 10
m? cada um. Os tratamentos consistiam em Tratamento 1 (controle) (40 mL de solucéo
hidroalcéolica 30%/kg de racéo e Tratamento 2 (40 mL Homeopatila 100®/kg de racao).
Foram distribuidos 40 peixes em cada hapa, seguindo a proporcéo de trés fémeas para
um macho.. Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia ad libitum, com ragédo
comercial. No tempo 0, aos 45 e 90 dias de experimento, 10 peixes (cinco fémeas e
cinco machos) de cada hapa dos diferentes tratamentos foram anestesiados com eugenol
para a coleta de sangue. De cada peixe, foi coletada uma aliquota de sangue por puncgao
do vaso caudal para identificar o nimero de eritrocitos totais em camara de Neubauer, a
concentracdo da hemoglobina usando reagente de Drabkin, a leitura em
espectrofotdbmetro em 540 nm de absorbancia e o hematécrito pelo método do
microhematdcrito. Foram calculados os indices hematimétricos: VCM e CHCM e
confeccionadas extensfes sanguineas, em duplicata, para a contagem diferencial de
leucdcitos em até 200 células de interesse. Uma parte do sangue foi centrifugada para
obten¢do do plasma e determinacéo das concentracdes de glicose e proteinas totais. A
desova das fémeas foi verificada semanalmente, restringindo os reprodutores a uma
pequena &rea da hapa e quando era observada a presenca de ovos na cavidade bucal,
eram coletados para a mensuragdo do volume total e para identificar o nimero de ovos
por mL produzido por cada fémea. As informacgdes de ocorréncia ou ndo das desovas

foram utilizadas para estimar a probabilidade de desova e desovas multiplas. A
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hemoglobina, RBC, glicose, CHCM, trombdcitos, leucocitos e monocitos apresentaram
diferenca estatistica entre os tratamentos. Na variavel sexo, ndo foi observada diferenga
porém, foi observada interacdo significativa entre os sexos para 0 numero de monacitos.
Nos tempos 0, 45 e 90 dias foi observada diferenca significativa nos parametros
hemoglobina, RBC, VCM, CHCM, trombdcitos e linfdcitos. Verificou-se interacéo
significativa entre os tempos e o numero de leucdcitos e neutréfilos. Os modelos
estatisticos testados continham os efeitos de tratamento e de peso inicial dos
reprodutores como covariavel para a probabilidade de desova e desovas multiplas e ndo
foi observado efeito de tratamento considerando o peso inicial como covariavel. O
nimero de ovos por mL apresentou reducdo ao longo do tempo para ambos 0s
tratamentos e os resultados indicaram reducdo mais acentuada na quantidade de ovos
das fémeas que receberam o nicleo homeopético Homeopatila 100®. Foi observado o
incremento do volume de ovos ao longo do periodo experimental, porém, ndo foram
verificadas diferengas estatisticas entre os tratamentos. Esses resultados demostram que
o produto Homeopatila 100®, na concentragdo de 40mL/kg de racéo, causou oscilagdes
nas células de defesa durante o periodo experimental, indicando que 0 mesmo atua no
organismo do animal como imunoestimulador e poderia preparar melhor os peixes para
enfrentar uma futura situacdo de estresse. Os peixes do tratamento com o produto
homeopatico apresentaram maior numero de desovas e posterior eclosdo, porém, o
namero de ovos por mL diminuiu ao longo das coletas, mesmo assim, manteve-se 0

incremento do volume de ovos, pois 0s OVOS eram maiores.

Palavras-chave: homeopatia populacional, homeopatia em tilapias do Nilo,

hematologia de tilapias do Nilo, reproducdo de tilapias do Nilo.



ABSTRACT

The present work was carried out at the Experimental Station of Fisheries of the State
University of Maringa (UEM), in Floriano District, municipality of Maringa, State of
Parana, from November to January 2014, lasting 90 days. A total of 160 Nile tilapia
from the genetic improvement program of UEM were distributed in four polyethylene
hapas with a volume of 10 m3 each. The treatments consisted of Treatment 1 (control)
(40 mL of hydroalcoholic solution 30% /kg of feed and Treatment 2 (40 mL
Homeopatila 100® / kg of feed). 40 fish were distributed in each hapa, following the
proportion of three females for a male. The fish were fed four times daily ad libitum
with commercial feed. At time 0, at 45 and 90 days of experiment, 10 fish (five females
and five males) from each hapa of the different treatments were anesthetized with A
blood aliquot was collected from each fish by puncturing the caudal vessel to identify
the number of total erythrocytes in the Neubauer chamber, the hemoglobin
concentration using Drabkin's reagent, the spectrophotometer reading at 540 nm of
absorbance and hematocrit by the microhematocrit method The hematimetric indexes:
VCM and CHCM were calculated and blood extensions were made, in duplicate, for
differential leukocyte count in up to 200 cells of interest. A portion of the blood was
centrifuged for plasma collection and determination of glucose and total protein
concentrations. Females spawning were checked weekly by restricting broodstock to a
small area of the hapa and when eggs were observed in the buccal cavity were collected
to measure the total volume and to identify the number of eggs per mL produced by
each female. Information on the occurrence or not of spawnings was used to estimate
the probability of spawning and multiple spawning. Hemoglobin, RBC, glucose,

CHCM, thrombocytes, leukocytes, and monocytes presented statistical differences
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between treatments. In the sex variable, no difference was observed (p>0.05), however,
a significant interaction between the sexes was observed for the number of monocytes.
At 0, 45 and 90 days, a significant difference (p>0.05) was observed in the parameters
hemoglobin, RBC, VCM, CHCM, thrombocytes, and lymphocytes. There was a
significant interaction between the time and the number of leukocytes and neutrophils.
The statistical models tested contained the effects of treatment and the initial weight of
the reproducers as a covariate for the spawning probability and multiple spawnings and
no treatment effect was observed considering the initial weight as a covariate. The
number of eggs per mL presented reduction over time for both treatments and the
results indicated a more marked reduction in a number of eggs of the females that
received the homeopathic nucleus Homeopatila 100%. It was observed the increase of
egg volume throughout the experimental period, however, no statistical differences
between treatments were observed (p <0.05). These results show that the product, 40
mg/kg of feed, caused fluctuations in the defense cells during the experimental period,
indicating that it acts in the body of the animal as an immunostimulatory and could
better prepare the fish to face a future stress situation. The fish from the treatment with
the homeopathic product had a higher number of spawning and subsequent hatching,
but the number of eggs per mL decreased during the collection, even so, the egg volume

increase was maintained because the eggs were larger.

Keywords: homeopathy, homeopathy in Nile tilapia, hematology of Nile tilapia,
reproduction of Nile tilapia.
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1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Piscicultura

Em 2014, a producdo mundial de pescados proveniente da aquicultura foi de
aproximadamente 73,8 milhGes de toneladas, representando 44,1% da producéo total de
pescado. Os maiores produtores mundiais sdo a China (45,5 milhdes de toneladas)
representando mais de 60% da producdo aquicola mundial, seguido pela india (4,8
milhdes de toneladas), Indonésia (4,2 milhdes de toneladas) e Vietnd (3,3 milhdes de
toneladas) (FAO, 2016).

A exploracdo indiscriminada do estoque pesqueiro natural, contaminacdo e
degradacdo do meio ambiente aquatico tém levado, de forma geral, a estabilizacdo da
pesca extrativa (LOPERA-BARRERO et al., 2011; SONODA et al., 2012). Segundo a
Organizacdo das NacOGes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO), a pesca
extrativa (continental e marinha) teve um crescimento de 4,3 milhdes de toneladas entre
0s anos de 2010-2014 (de 89,1 milhdes de toneladas em 2010 para 93,4 milhdes de
toneladas em 2014), em contra partida, a aquicultura (continental e marinha) apresentou
um crescimento 10 vezes maior nesse mesmo periodo, 14,8 milhGes de toneladas (59,0
milhdes de toneladas em 2010 para 73,8 milhdes de toneladas em 2014) (FAO, 2016).

Embora tenha ocorrido estabilizacdo das capturas, € crescente a demanda por
pescados. Em 2014, o consumo mundial per capta foi de 20,1 kg (FAO, 2016). Devido
a essa crescente demanda, se fez necessario e mesmo imperativo que se encontrassem
alternativas para formas de cultivo de peixes que complementassem a producéo natural
e que tivessem capacidade de saciar a demanda mundial de pescado, buscando também
envolver trés elementos essenciais: a producdo lucrativa, a preservacdo do meio
ambiente e o desenvolvimento social (ELER e MILLANI, 2007).
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Neste caso, foi necessario desenvolver tecnologias para producéo em grande escala
de peixes cultivados em &guas interiores e no mar. Assim, hoje no mundo todo, um
grande namero de espécies de agua doce e salgada € cultivado em diferentes sistemas de
producdo e niveis tecnologicos (ANDRADE e YASUI, 2003).

A produgdo de organismos aquaticos vem se firmando como uma das atividades
zootécnicas que mais se desenvolve no mundo, tornando-se uma das principais
responsaveis pela oferta de proteina de origem animal. A elevada taxa de crescimento
da aquicultura, especificamente da piscicultura, pode ser explicada simultaneamente
pela tendéncia do aumento da demanda mundial por carnes brancas, bem como a busca
por alimentos mais saudaveis (CAMARGO e POUEY, 2005; MATTHIENSEN, 2009).

No Brasil, os primeiros registros de criacdo de peixes datam da década de 1930,
qguando foram feitas as experiéncias iniciais para obter a desova de espécies nativas em
cativeiro, como o dourado (Salminus brasiliensis). No entanto, a piscicultura como
atividade econdmica é muito mais recente (NOGUEIRA e RODRIGUES, 2007;
TURRA et al., 2009). Somente a partir de 1950, a piscicultura nacional comegou a ser
usada para fins comerciais, com a introducdo de espécies exoticas como as carpas,
cultivadas em viveiros de pequenas propriedades (FAO, 2006).

O grande potencial hidrico do Brasil tanto de agua doce, salobra e marinha, clima
favoravel, grande oferta de insumos (alevinos e racdes comerciais), disponibilidade de
recursos humanos especializados, criacdo de linhas de crédito especifica, incentivo
governamental as exportacdes, diversidade de espécies nativas com potencial
zootécnico e de interesse para 0 mercado e a producdo comercial de peixes em tanques-
redes, podem fazer do pais um dos maiores produtores do mundo nos proximos anos
(ROTTA e QUEIROZ, 2003; ONO, 2005).

A piscicultura no Brasil, somente teve a possibilidade de se expandir no momento
em que as técnicas de reproducdo natural e artificial de peixes em cativeiro se
consolidaram. A partir do dominio do processo reprodutivo ficou evidente a
importancia da escolha de espécies condizentes com as caracteristicas fisicas do
ambiente, bem como a adogdo do manejo adequado para cada espécie (ANDRADE E
YASUI, 2003).

Junto com o crescimento da piscicultura e a profissionalizacdo da atividade,
surge a necessidade de aperfeicoar as instalagdes de producgéo, gerando o aumento da
densidade de estocagem nos sistemas de cultivo intensivo e, com isso, 0s problemas

relacionados ao estresse dos peixes, reducdo na qualidade ambiental (alteracdes do pH,
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aumento de amonia, diminuicdo de oxigénio dissolvido) e surgimento de doencas,
devido a falta de boas praticas de manejo (MARTINS, 2004; EIRAS et al., 2006). Neste
panorama, a hematologia clinica desempenha fundamental importancia, atuando como
ferramenta que permite a avaliacdo das condicGes de defesa organica e permitindo ao
pesquisador e/ou criador identificar as respostas dos peixes frente ao desafio de criacdo
de forma eficaz e sem despender recursos onerosos (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

1.2 TILAPIA DO NILO

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) pertence a familia Cichlidae originéaria da
Africa, é uma espécie economicamente importante em diversos paises, principalmente
aqueles de clima temperado e subtropical, e a producdo global da espécie vem
crescendo a cada ano (FURUYA et al., 2010).

E uma espécie importante para aquicultura mundial, por apresentar grande
potencial zootécnico além de grande aceitacdo pelos produtores e consumidores
(ZANOLO E YAMAMURA, 2006). Isso acontece devido a suas caracteristicas:
rusticidade, precocidade, grande aceitacdo no mercado consumidor, facilidade de
adaptacdo as condicdes adversas de cultivo, filé sem espinhos intramusculares em forma
de “Y” com rendimento entre 35 a 40%, resisténcia ao estresse, parasitoses e variacoes
na qualidade da agua, apresenta boas caracteristicas organolépticas, boa conversao
alimentar, adaptacdo ao cultivo em altas densidades de estocagem e facilidade de
reproducdo em confinamento (EL-SAYED, 2006; SCORVO FILHO et al., 2010.;
LOPERA-BARRERO et al., 2011).

Apesar de apresentar habito alimentar fitoplanct6fago, possui grande capacidade de
aceitar alimento artificial, seja na forma farelada, peletizada ou extrusada, ocupando um
baixo nivel trofico na cadeia alimentar do ambiente aquatico, o que a confere a
capacidade de produzir proteina de alta qualidade com o uso de fontes alternativas de
proteina (RIBEIRO, 2001.; FURUYA et al., 2010).

O. niloticus é cultivada em diversos sistemas de produgdo, como: viveiros
escavados, tanques-rede e raceway’s. Em sistemas intensivos, as tilapias do Nilo se
destacam pelo rapido ritmo de crescimento (LOPERA-BARRERO et al 2011; FAO,
2014). Sao animais que se reproduzem naturalmente em confinamento, o que possibilita
a obtencdo de grande nimero de juvenis para as fases posteriores do ciclo de producéo.

A inversdo sexual durante a fase larval para a obtencdo de populagcdes monosexo
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masculinas tem sido amplamente utilizada para controle populacional e incremento dos
niveis de produtividade, uma vez que fémeas direcionam parte dos nutrientes ingeridos
na forma de alimento para producdo de gametas e apresentam ritmo de crescimento
menor que os machos (MEURER et al., 2008; FURUYA et al., 2010).

No Brasil, a tilapia foi introduzida em 1953 com a importacdo da Tilapia rendalli
do Congo (TAVARES-DIAS e MORAES, 2003). Em 1971, o Departamento Nacional
de Obras Contra Seca (DNOCYS) introduziu tilapias do Nilo nos acudes do Nordeste e
posteriormente difundiu-se pelo Brasil todo (AYROZA, 2009). As linhagens comerciais
brasileiras tém origens distintas, sendo a Bouaké originaria da Costa do Marfim e
introduzida no Brasil em 1971 (CASTAGNOLLI, 1992), a Chitralada ou Tailandesa
originaria do Egito, desenvolvida no Japdo, melhorada na Tailandia e importada para o
Brasil em 1996 (ZIMMERMANN, 1999) e a GIFT (Genetically Improved Farmed
Tilapia), resultado do programa de melhoramento genético de tilapias do Worldfish
Center, na Malasia (GUPTA e ACOSTA, 2004), sendo importada pelo Centro de
Pesquisa em Aquicultura da Universidade Estadual de Maringa, em 2005 (FULBER et
al., 2010).

Em 2005, a Estacdo Experimental em Piscicultura da Universidade Estadual de
Maringd (UEM-CODAPAR) recebeu 30 familias da linhagem GIFT, através de um
projeto elaborado em parceria com a Wordfish Center e com 0 apoio da Secretaria
Especial de Aquicultura e Pesca (SEAP) e o Brasil tornou-se o primeiro pais na
América Latina a receber esta linhagem geneticamente melhorada (LUPCHINSKI
JUNIOR et al., 2008; MASSAGO et al., 2010). A variedade GIFT é fruto de pesquisas
iniciadas na Malasia em 1988, com a lideranca do Wordfish Center (LI et al., 2006)
6rgdo ndo governamental, sendo composta por quatro linhagens comerciais de tilapias
cultivadas na Asia e outras quatro linhagens silvestres de cultivo na Africa. A
combinagdo destas linhagens puras foi realizada com a finalidade de aumentar a
variabilidade genética, e com o resultado obtido foi realizada a selecdo das primeiras
geragdes. Segundo o Wordfish Center e seus parceiros, a linhagem devera ser testada
em diferentes ambientes de cultivo e em muitos outros paises até que possa se expandir
plenamente (GUPTA et al., 2004.; MASSAGO et al,. 2010).

A tilapia do Nilo é a espécie mais produzida no Brasil, com producdo de 198.664
toneladas em 2014, representando 42% do total produzido no pais (IBAMA, 2014).

Sendo a tilapia do Nilo uma das espécies de peixes mais cultivadas no mundo, diversas
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pesquisas buscam de forma continua novas tecnologias e alternativas com o objetivo de
melhorar o sistema de producdo dessa espécie (MPA, 2013; VERAS et al., 2013).

1.3 REPRODUCAO DE TILAPIAS

A reproducdo dos peixes é imprescindivel para a cadeia do pescado e 0 sucesso
reprodutivo dependente da ontogénese gonadal (STRUSSMANN e NAKAMURA,
2002). As gbnadas sdo compostas por dois compartimentos: o intersticial que contém as
células de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, macréfagos e mastocitos, tecidos
conjuntivos e células neurais, e 0 compartimento tubular que é delimitado por uma
membrana basal e por células middes peritubulares contendo o epitélio germinativo,
composto pelas células germinativas em diversos estagios de desenvolvimento e pelas
células de Sertoli (KOULISH et al., 2002; SCHULZ et al., 2010). Em teledsteos, a
espermatogénese se desenvolve em cistos localizados dentro dos tdbulos seminiferos,
sendo estes cistos formados quando as células de Sertoli se associam a espermatogdnia
(VILELA et al., 2003). Apesar do arranjo cistico, a espermatogénese dos teledsteos é
semelhante a dos mamiferos (LACERDA et al., 2006).

Todas as espécies de peixes, no periodo reprodutivo, sofrem influéncia de fatores
externos, necessitando assim, de uma adequada fonte de alimentacdo para sua
sobrevivéncia e para desenvolvimento reprodutivo adequado. A grande maioria dos
peixes teledsteos possui reproducdo sazonal e este fato indica que a reproducao é
regulada, pelo menos em parte, por fatores ambientais, sendo o sistema endécrino, o elo
entre 0 ambiente interno e externo (NAVARRO et al., 2010).

O sistema endocrino e o sistema imune comunicam-se e cooperam entre si para a
manutencdo da homeostasia do organismo (HARRIS e BIRD, 2000). Desta maneira,
comunicagOes bidirecionais incluem a regulacdo das fungdes do sistema endocrino por
meio de moléculas sinalizadoras derivadas do sistema imune e a regulacdo das func¢Ges
do sistema imune por meio de moléculas sinalizadoras do sistema endocrino (WEYTS
et al., 1999). Os efeitos do estresse no sistema imune de peixes reduzem a concentragdo
soroldgica de imunoglobulina M, enquanto os impactos ambientais influenciam o
sistema enddcrino (BOWDEN, 2008).

A tilapia do Nilo é um peixe que se reproduz naturalmente em confinamento, o que
possibilita a obtencdo de grande nimero de juvenis para as fases posteriores do ciclo de
producdo (EL-EBIARY et al., 2013). A técnica comumente utilizada para a inversdo
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sexual é a adi¢do na ragdo do hormonio sintético 17-a-metiltestosterona e a alimentagéo
das pos-larvas com esta ragdo por até 30 dias (POPMA e GREEN, 1990). A utilizacdo
do horménio masculinizante tem como funcdo principal a inversdo de fémeas
genotipicas em machos fenotipicos, ou seja, a producdo de lotes monossexuais
masculinos. Esta técnica impede a reproducdo precoce das fémeas, pois as fémeas com
30 gramas ja& se apresentam aptas para reproducdo (EL-SAYED et al., 2003),
acarretando desvio de energia para a reproducdo, quando esta deveria ser utilizada para
o crescimento (MEURER et al., 2005; BAROILLER et al., 2014).

Na reproducdo de tilapias, a genética apresenta grande importancia. Contudo, os
fatores ambientais desempenham papel fundamental na expressdo do potencial genético
dos animais (DUPONCHELLE et al., 1997). Desta forma, os niveis de oxigénio
dissolvido, temperatura da agua, pH, salinidade, fotoperiodo, pluviosidade e
alimentacéo sdo os fatores ambientais que mais influenciam no desempenho reprodutivo
de tilapias (EL-SAYED et al., 2003; PEREIRA et al., 2009; NASCIMENTO, 2010.
Fatores relacionados ao manejo, como a densidade de estocagem dos reprodutores, tém
grande influéncia na porcentagem de desova (LOVSHIN, 1982). A baixa densidade de
estocagem e a adequada razdo entre machos:fémeas resultam na alta produgdo de
alevinos (HUGHES e BEHRENDS, 1983). Quando se trata da razdo entre
machos:fémeas é sugerido 1:2 ou 1:3 para a maximizacdo da producdo de ovos
(HUGHES e BEHRENDS, 1983; SIDDIQUI e AL-HARBI, 1997).

Em ambientes de cultivo, na maioria dos casos, 0S ovos sdo incubados
artificialmente, utilizando-se de metodologias que propiciam condi¢des similares ao
desenvolvimento natural. No caso de tilapias (géneros Oreochromis sp e Sarotherodon
sp), a incubacdo é realizada em aparatos especificos para ovos de alta densidade,
promovendo oxigenacdo semelhante ao observado na incubacdo natural, realizada na
cavidade oral (CALADO et al., 2008). Essa técnica de incubagdo proporciona a
padronizacdo em tamanho e idade dos animais, possuindo, inclusive, aplicacbes em
tecnologias de inducdo de sexo fenotipico e manipulagdo cromossémica (YASUI et al.,
2006).

No entanto, alguns problemas como a baixa fecundidade e desovas assincronas
podem ser observados em fémeas de tilapias do Nilo (LITTLE et al., 1993). Para
contornar esta situacdo e em razdo do aumento da demanda de alevinos de tilapias, tem
sido utilizado namero elevado de reprodutores no plantel (CAMPOS-MENDOZA et al.,

2004) e a utilizacdo de tanques escavados ou hapas de polietileno instaladas nos
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viveiros para a reproducdo causando assim 0 aumento do estresse durante o periodo
reprodutivo. Portanto, é possivel que a Homeopatila 100® atue no organismo dos peixes

como forma de regulacao, restabelencendo o equilibrio organico quebrado.

1.4 HEMATOLOGIA

O sangue € um tecido conjuntivo formado por plasma e células, tais como
eritrécitos, leucdcitos e trombdcitos. Ele estd em equilibrio com praticamente todos o0s
outros tecidos, além de possuir substancias intersticiais que sdo grandes forcas
homeostaticas do organismo (TAVARES-DIAS E MORAES, 2004; DAMATTA et al.,
2009; RANZANI-PAIVA et al, 2013). O sangue distribui calor, transporta os gases
respiratdrios, nutrientes e produtos em degradacdo, que flui através de tecidos sensoriais
especializados, capazes de reagir seletivamente a fatores tais como pressdo osmotica,
pH, temperatura e certos horménios (RANZANI-PAIVA et al., 2013).

O estudo da composicdo e da funcdo dos componentes do sangue dos peixes é de
fundamental importancia na avaliacdo das condices fisioldgicas e bioquimicas, pois ha
variacdo morfoldgica e quantitativa dos elementos sanguineos frente a condicfes
enddgenas, como: sexo, estddio de maturacdo gonadal, peso, comprimento, estado
nutricional, atividade muscular intensa ou doencas (TAVARES-DIAS E MORAES,
2004; AZEVEDO et al., 2006; SERIANI et al., 2010 a,b; TAVARES-DIAS et al., 2011;
RANZANI-PAIVA et al., 2013) ou condicBes exodgenas, como: temperatura,
concentracdo de O, e CO; na agua, ciclo sazonal, estresse e poluentes, entre outros
fatores (STOSKOPF, 2010; SERIANI et al., 2011).

Informacdes sobre o estado de salde dos organismos sdo obtidas estudando-se o
sangue por meio da fisiologia, bioquimica e outros métodos. Junto com a determinagdo
do nimero de indicadores da parte liquida do sangue (plasma e soro), o estudo da sua
morfologia tem também um papel importante na hematologia (HASHIMOTO et al.,
2016). Em peixes, como em outros vertebrados, a presenca, quantidade e proporgédo das
diferentes celulas no sangue periférico (vascular) refletem o estado fisiologico
especifico do organismo em um dado momento, durante certo periodo da vida. Em
outras palavras, a composi¢do e quantidade dos elementos padrdo no sangue estdo
extremamente relacionadas ao estado funcional do peixe (RANZANI-PAIVA et al.,
2013; HASHIMOTO et al., 2016).
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Quando o peixe esta sofrendo efeito de algum agente estressor, sdo desencadeadas
respostas ao estresse, que sdo divididas em primarias, secundarias e terciarias. As
respostas primarias sdo aquelas medidas pelos horménios catecolaminas e cortisol que
atingem todo o organismo e acabam provocando os efeitos secundarios (BARTON et
al., 2002; SILVA et al., 2012). As respostas secundarias compreendem os efeitos
bioquimicos e fisioldgicos associados com o estresse, como: hiperglicemia, aumento
das proteinas totais e modificacdo hematoldgica (AFFONSO et al., 2002; ANDRADE et
al., 2007). As respostas terciarias atingem o organismo como um todo, comprometendo
0 crescimento, a reproducao e o sistema imunologico (AFFONSO et al., 2009).

Com a intensificacdo da producdo de peixes, os problemas de ordem sanitéria se
tornam mais frequentes, fazendo-se necessario o monitoramento peridédico das
condicdes de higidez dos peixes quando em ambientes de criacdo (EIRAS et al., 2006;
TAVARES-DIAS et al., 2013). Neste panorama, a hematologia desempenha
fundamental importancia atuando como ferramenta que permite prognésticos das
condi¢cdes morbidas dos peixes, a exemplo de outros animais. Permite, algumas vezes,
identificar de maneira rapida a resposta dos peixes a doencas ou situacfes de estresse
(TAVARES-DIAS E MORAES, 2004; GARCIA-NAVARRO E PACHALY, 2005;
SATAKE et al., 2009; RANZANI-PAIVA et al., 2013).

E importante ter o conhecimento dos valores médios dos parametros
hematoldgicos, tanto em ambiente natural como em cativeiro, sob condi¢bes de
homeostase e de estresse, para a identificacdo das alteracGes fisioldgicas, derivadas da
nutricdo e de fatores ambientais, que possam interferir na hematopoiese (TAVARES-
DIAS E MORAES, 2004; ARAUJO et al., 2011). Analises hematoldgicas em pesquisas
com animais sdo bem aceitas e consideradas como procedimento de rotina em
diagnosticos, pois as enfermidades em humanos e animais, de modo geral, estdo
relacionadas as alteragdes do hemograma (RANZANI-PAIVA E SILVA-SOUZA,
2004; TAVARES-DIAS E MORAES, 2004).

Em tildpias do Nilo alimentadas com racdo contendo o produto homeopatico
Homeopatila 100® houve reducdo nos niveis plasmaticos de cortisol, glicose e
hemoglobina, porém o percentual de trombdcitos e linfocitos aumentou. A redugéo dos
niveis de cortisol indica um baixo estresse no cultivo desses animais (VARGAS E
RIBEIRO, 2009). Em juvenis de Rachycentron canadum parasitados por Amyloodinium
o hematdcrito, contagem de eritrocitos, hemoglobina, Volume Corpuscular Médio

(VCM), Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM), niveis
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plasméticos de proteina total, trombdcitos e leucocitos totais ndo foram influenciados
pelo tratamento com o produto homeopético Sulphur (SANTOS, 2011). Em Tambaqui
(Colossoma macropomum) alimentados com diferentes concentracdes de Homeopatila
100®, a glicose, trombdcitos, neutrofilos e eosinéfilos foram maiores no tratamento com
adicdo de 40 ml de Homeopatila 100® por quilo de racio, demonstrando uma melhoria
na imunidade dos animais (PINHEIRO et al., 2015).

Embora haja literatura sobre a hematologia e bioquimica de teledsteos, pouco se
conhece sobre a influéncia da reproducdo nos parametros sanguineos de O. niloticus.
Desse modo, informagdes sobre esses parametros podem apresentar uma resposta rapida
com baixo custo para o produtor (SILVA et al., 2012).

1.5 HOMEOPATIA VETERINARIA

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

Christian Frederico Samuel Hahnemann (1755-1843), médico e quimico alemao
conhecido como o criador da homeopatia, 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:

- Lei da semelhanca: Cada paciente apresenta uma forma pessoal da doenca que
sofre.

- Experimentacdo no homem sadio: O medicamento a ser prescrito é aquele cujos
sintomas manifestados quando ingerido pelo homem sadio, sd&o 0s mais proximos
daqueles manifestados pelo paciente.

- Administracdo do medicamento em doses minimas: O medicamento deve ser
diluido e dinamizado.

- Indicagdo de medicamento unico: A homeopatia é uma ciéncia baseada na arte
médica do estimulo do organismo doente, na qual a escolha do medicamento é

determinada de acordo com os sintomas produzidos pela doenca (Lei dos semelhantes
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“Similia Similibus Curantur”), proporcionando ao individuo condigdes fisicas e mentais
para alcancar a cura (BENITES, 2005).

Guedes et al. (2004) relataram que o principio da semelhanca se baseia na premissa
gue medicamentos preparados a partir de substancias 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, Hahnemann comecou a dilui-las e agita-las
vigorosamente, constituindo assim, o método por diluicdo e agitacdo (Sucussao),
recebendo o nome de “dinamiza¢do” (TEIXEIRA, 1998).

No Brasil a homeopatia foi introduzida em 1840 pelo médico francés Benoit Jules
Mure. Entretanto, somente a partir da década de 1980, conquistou status de
especialidade médica, tendo sido reconhecida pelo Conselho Federal de Medicina
(Resolugdo N° 1.000 de 1980; Conselho de Farmacia, Resolugdo N° 232 de 1992)
(VALENTIN-ZABOTT, 2008). A homeopatia veterinaria foi reconhecida no Brasil em
1995 (Resolucdo N° 625 de 16 de marco), e a partir de 14 de julho de 2000 (Resolucao
N° 662 do CFMV), a Associacdo Meédica Veterinaria Homeopatica Brasileira
(AMVHB) foi habilitada a conceder titulo de especialista em Homeopatia Veterinaria a
meédicos veterinarios (FILIPPSEN, 2011).

A homeopatia veterinaria vem fortalecendo-se com o passar do tempo. A resisténcia
a antibidticos é um problema de salde publica, enquanto o uso de produto homeopaético
tem sido considerado “ecologicamente correto”, uma vez que esses medicamentos nao
provocam riscos aos animais, aos manipuladores desses produtos e nem ao meio
ambiente (BENEZ et al., 2004; SANTOS, 2011). Além disso, pode diminuir o uso de
produtos quimioterapicos (BENEZ et al., 2004).

Os produtos homeopaticos podem atuar nos animais, estimulando o sistema
imunoldgico, permitindo o restabelecimento do equilibrio, estimulando respostas
organicas na reducdo do estresse. A utilizacdo de tais produtos, além de contribuir para
a profilaxia por meio da reducdo do estresse, pode reduzir a utilizagcdo de quimioterapia
e antibidticos, evitando riscos para 0 ambiente, para 0s animais e 0s consumidores
(SIENA et al., 2010).

A Homeopatia é recomendada pela Unido Europeia na producdo organica de
animais, sendo utilizada por um numero significativo de produtores (VIKSVEEN,
2003).
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A aplicacdo da Homeopatia aos rebanhos constitui-se na Homeopatia Populacional.
A Homeopatia Populacional tornou-se a medicina ideal para rebanhos devido ao seu
custo reduzido, a sua efcéacia, pela auséncia de toxidez e por serem 0s principios ativos
extremamente diluidos, apresentando absoluta impossibilidade de deixarem residuos na
carne ou leite, portanto incapazes de prejudicar a saide humana (REAL, 2007).

A homeopatia veterinaria prioriza o tratamento de cada organismo como unico,
respeitando as suas particularidades. Com base nessa premissa, a conduta é
individualizar o paciente, buscando conhecer ao maximo todos os sintomas. No
tratamento de rebanhos, a particularizagdo é feita entendendo que o rebanho pode ser
considerado um organismo Unico. Portanto, a homeopatia pode ser utilizada nas mais
diversas espécies animais como bovinos, caprinos, suinos, aves, equinos e peixes
(SOUZA, 2002; NEVES et al., 2012).

A homeopatia é uma forma de medicina complementar que utiliza altas dilui¢bes de
substancias provenientes de plantas, minerais ou animais (KHUDA-BUKHSH e
PATHAK, 2008). Bell e Koithan, (2012) propuseram um modelo inovador para a acéo
dos medicamentos homeopaticos em organismos vivos. A pesquisa indica que 0s
medicamentos homeopaticos sdo constituidos por nanoparticulas e este modelo
proporciona uma base para orientar pesquisas na funcdo dos nanomateriais em sistemas
vivos, no mecanismo de acdo dos remédios homeopéticos e na utilizacdo em
nanomedicina.

O estresse € um dos principais fatores que provocam a quebra da homeostase, estado
de equilibrio e conservacdo de elementos fisiol6gicos e do metabolismo, o qual provoca
uma série de alteracbes metabolicas, ibnicas, hematologicas e imunoldgicas,
favorecendo o aparecimento de doencas e até mortalidade (LEVY-PEREIRA, 2013).
Segundo Hahnemann, (2008), é necessario conhecer as causas que quebram a
homeostase do animal, tanto de maneira direta quanto indireta, e que propiciam uma
enfermidade, para que a saude possa ser preservada.

A homeopatia é uma terapéutica importante que pode ser utilizada com seguranca
para o tratamento de doengas em peixes, agindo no organismo como forma de reposicao
e regulacdo, que fornece suporte para restabelecer o equilibrio organico quebrado
(SERVAIS, 2003). O carater energético da terapéutica homeopatica proporciona aos
animais tratados a reducdo do estresse, principalmente nos sistemas intensivos, como é

0 caso do cultivo de peixes. Animais cultivados em condigdes de baixo estresse
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apresentam melhora nas suas potencialidades de producdo com qualidade e maior
sobrevivéncia (SOUZA, 2002).

Com pouca quantidade de matéria-prima é possivel fazer grande quantidade do
produto homeopatico, diminuindo sensivelmente o consumo dos principios ativos, 0s
quais ndo deixam residuos toxicos nos animais tratados (SANTOS, 2011). Além disso,
em peixes tem sido demonstrada, recentemente, a viabilidade de produtos
homeopaticos, incluindo o produto Homeopatila 100° (VALENTIM- ZABOTT et al.,
2008; SIENA et al., 2010; MERLINI et al., 2013; SANTOS et al., 2011; PIAU-JUNIOR
etal., 2012; BRACCINI, et al., 2013; PINHEIRO et al., 2015).

Em tilapia do Nilo, foram avaliados os efeitos do Homeopatila 100®, no
desempenho, histologia do figado, relacdo hepatossomatica, proporcdo sexual,
morfometria das fibras musculares e parametros hematoldgicos, ocorrendo maior
sobrevivéncia, melhoria na conversdo alimentar e reducdo do estresse nos peixes
tratados com esse produto o homeopéatico (MERLINI et al., 2013; VARGAS E
RIBEIRO, 2009; SIENA et al., 2010; BRACCINI et al., 2013). Em tambaqui
(Colossoma macropomum) foi observada melhoria na imunidade dos peixes
alimentados com racéo contendo diferentes concentracdes de Homeopatila 100®
(PINHEIRO et al., 2015). Em bijupira (Rachycentron canadum), o uso do produto
homeopatico Sulphur mostrou efeitos positivos na sobrevivéncia e conversao alimentar
aparente  (CAA), porém ndo apresentou eficacia no controle do protozoario
Amyloodinium sp. (SANTOS, 2011).

E possivel que o produto homeopatico Homeopatila 100® estimule o sistema
imunoldgico, favorecendo o restabelecimento do equilibrio animal e a reducdo da
resposta organica ao estresse proporcionando melhor equilibrio fisioldgico, resultando
em desenvolvimento gonadal completo o que contribuiria para o desempenho

reprodutivo.
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Resumo

Neste trabalho, foi avaliado o efeito da Homeopatila 100® sobre as variaveis
hematoldgicas e o desempenho reprodutivo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
durante o periodo de reproducdo de 90 dias. Foram utilizados dois tratamentos, um
tratamento controle, sem a inclusdo do produto homeopético e um tratamento com a
inclusdo de 40 mL Homeopatila 100%/kg de racdo. O material biolégico foi coletado no
tempo 0, com 45 e 90 dias de experimento e a coleta para determinar o desempenho
reprodutivo foi realizada semanalmente. Os resultados de hemoglobina, RBC, glicose,
CHCM, trombacitos, leucdcitos e mondcitos apresentaram diferenca significativa entre
os tratamentos (p<0,05). Na variavel sexo, ndo foi observada diferenca significativa,
porém foi observada interacdo significativa entre os sexos para 0 nimero de mondcitos.
Quando comparados na variavel tempo, foi observada diferenca significativa nos
pardmetros hemoglobina, RBC, VCM, CHCM, trombdcitos e linfdcitos. Verificou-se
interagdo significativa entre os tempos e o numero de leucécitos e neutrdfilo.
Homeopatila 100® causou ocilages nas células de defesa durante o periodo
experimental, indicando que o mesmo atua no organismo do animal como
imunoestimulador e poderia preparar melhor os peixes para uma futura situacdo de
estresse. Os peixes do tratamento com Homeopatila 100® apresentaram maior niimero
de desova e eclosdo, porém o numero de ovos por mL diminuiu ao longo das coletas,
mas o produto homeopéatico manteve o incremento do volume de ovos, ou seja, 0vos

maiores.

Palavras-chave: homeopatia populacional, homeopatia na tilapicultura, Oreochromis

niloticus, reproducdo de tilapias, hematologia de tilapias.
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Abstract

In this work the effect of Homeopatila 100® on hematological variables and the
reproductive performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) during the 90 day
breeding period was evaluated. Two treatments, one control treatment, without an
inclusion of the homeopathic product and one treatment with the inclusion of 40 mL
Homeopatila 100® / kg of ration were used. The biological material was collected at
time 0, with 45 and 90 days of experiment and the collection to determine the
reproductive performance was performed weekly. The results of hemoglobin, RBC,
glucose, CHCM, thrombocytes, leukocytes and monocytes presented a significant
difference between treatments (p<0.05). In the sex variable, no significant difference
was observed, but a significant interaction between the sexes was observed for the
number of monocytes. When compared to the variable time, a significant difference was
observed in the parameters hemoglobin, RBC, VCM, CHCM, thrombocytes and
lymphocytes. There was a significant interaction between the time and the number of
leukocytes and neutrophils. Homeopatila 100® caused oscillations in the defense cells
during the experimental period, indicating that it acts in the animal's body as an
immunostimulatory and could better prepare the fish for a future stress situation. The
fish of the treatment with Homeopatila 100 ® presented a bigger number of spawning
and hatching, but the number of eggs per mL decreased during the collections, but the

homeopathic product maintained the increase of the volume of eggs, that is, bigger

eggs.

Keywords: population homeopathy, homeopathy in tilapia farming, Oreochromis

niloticus, tilapia reproduction, tilapia hematology.
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Introducéo

Em 2014, a producdo aquicola nacional foi de 628.704,3 toneladas, desse
montante 70,2%, ou seja, 474,33 toneladas foram provenientes da producgéo de peixes
(IBAMA, 2014). A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie de &gua doce
mais cultivada no Brasil, com producdo de 198.664 toneladas em 2014, representando
42% do total produzido no pais (IBAMA, 2014). Isso se da pelas vantagens que a
espécie apresenta, tornando-a de interesse mundial: alimentam-se da base da cadeia
trofica, aceitam variedade de alimentos e apresentam resposta positiva a fertilizagdo em
viveiros, além de serem bastante resistentes a doencas, ao superpovoamento e a baixos
niveis de oxigénio dissolvido e sdo cultivadas nos mais diversos sistemas de producao
(Moreira et al., 2007).

A reproducéo de tilapias do Nilo tem sido realizada comumente em tanques
escavados, hapas e tanques de concreto. Apesar do maior custo com a aquisicdo das
hapas, problemas com colmatacdo e niveis baixos de oxigénio, este é o sistema mais
utilizado no Brasil, em razdo da facil identificacdo de problemas com os animais e
melhoria na sincronia da desova (Campos-Mendoza et al., 2004). Todavia, a utilizacdo
de hapas com alta densidade pode reduzir a frequéncia de desovas e a quantidade de
ovos/desova, se nao for utilizado o manejo correto.

O estudo da composicdo e da funcdo dos componentes do sangue de peixes €
de fundamental importancia na avaliacdo das condi¢des fisioldgicas, bioquimicas e
patoldgicas, pois hd uma variacdo morfoldgica e quantitativa dos elementos sanguineos
frente as modificacBGes induzidas por poluentes e outros fatores ambientais anormais
como temperatura, concentragdo CO, e O, dissolvido, sazonalidade, estresse ou diante
de condicdes intrinsecas como: sexo, estadio de maturacdo gonadal, peso, comprimento
corporal, doencas, atividades musculares, alimentacdo e idade (Ranzani-Paiva e
Godinho, 2000).

Segundo Tavares-Dias e Moraes (2004), os parametros hematoldgicos séo
susceptiveis as alteracGes de acordo com mudangas do ambiente aquéatico, 0s mesmos
podem ajudar a compreender as adaptacdes dos processos dos animais em seu ambiente
e obter alguns valores de referéncias que permitirdo identificar as variagdes e
comprometimentos na saude, assim como estado fisioldgico, controle de patologias e

estresse durante o periodo reprodutivo.
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A homeopatia estimula a energia vital do organismo dos animais, permitindo a
profilaxia, o tratamento de doencas e a modulacdo de respostas organicas,
principalmente, relacionadas ao estresse (Valentim-Zabott et al., 2008). Os principios da
homeopatia indicam que a toxicidade ou agentes inibitorios derivados de plantas,
animais e minerais, tornam-se estimuladores ou protetores, quando utilizados em altas
diluicdes (Aziz e Enbergs, 2005; Vargas e Ribeiro, 2009).

Valentim-Zabott et al. (2008) ressaltaram que em tilapias do Nilo, dificilmente
h& desenvolvimento gonadal completo, sendo a energia destinada ao crescimento das
gbnadas direcionadas ao crescimento corporal, comprometendo seu desempenho
reprodutivo. Contudo, a homeopatia estimula o sistema imunoldgico, favorecendo o
restabelecimento do equilibrio animal e a reducdo da resposta organica ao estresse.
Desta maneira, é possivel que o produto homeopético Homeopatila 100® proporcione
melhor equilibrio fisiologico, resultando em desenvolvimento gonadal completo
melhorando o desempenho reprodutivo da tilapia do Nilo.

Embora existam dados na literatura a respeito de parametros hematolégicos em
teledsteos, pouco se conhece sobre a influéncia da reproducdo nas caracteristicas
hematoldgicas de O. niloticus. As informagdes e conhecimento sobre essas variaveis
podem proporcionar relevantes indicacfes de alteracdes em seu estado fisioldgico. No
presente trabalho, objetivou-se avaliar as caracteristicas hematoldgicas de tilapias do

Nilo tratadas com Homeopatila 100® sobre a reproducéo.

Material e métodos

Local e periodo

O experimento foi realizado na Estacdo Experimental de Piscicultura da
Universidade Estadual de Maringa (UEM) — CODAPAR, no Distrito de Floriano
(23°31'25" S e 52°03'12" W), municipio de Maringa, Estado do Parana, no periodo de
novembro de 2013 a janeiro de 2014, com duracdo de 90 dias.

A utilizagdo dos animais foi aprovada pelo Comité de Conduta Etica no Uso de
Animais em Experimentacdo da Universidade Estadual de Maringa (Protocolo CEUA n°
4880250215).
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Parametros fisicos e quimicos da agua

Os valores médios dos parametros fisicos e quimicos da agua como
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica, foram registrados trés

vezes por semana e aferidos duas vezes ao dia (09:00 e 16:00h).

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com dois
tratamentos e duas repeticdes: Tratamento 1 (controle) (40 mL de solugdo hiroalcéolica
30° GL/kg de racdo) e Tratamento 2 (40 mL Homeopatila 100®/kg de racao).

Um total de 160 tilapias (T1 = 626,1+172,4 g e T2 = 670,4+158,3 g) do
programa de melhoramento genético da Universidade Estadual de Maringd foram
distribuidas em quatro hapas de polietileno com volume de 10 m*® (1 m de profundidade
X 2 m de largura x 5 m de comprimento), com malha de abertura de 1 mm?, mantidas
em dois viveiros escavados de 140 m2 com 7x20x1m em média de profundidade (um
para cada tratamento) e profundidade média de 1 m. Foram distribuidos aleatoriamente
40 peixes por hapa, seguindo a proporcao de trés fémeas para um macho (30 fémeas e
10 machos por hapa). Os peixes foram alimentados quatro vezes ao dia (09:00, 11:00,
14:00 e 17:00 h) ad libitum, ou seja, até a saciedade aparente, com racdo comercial

durante 90 dias.

Preparacdo da dieta com produto homeopético

Foi utilizada racdo comercial extrusada contendo 32% de proteina bruta, 3.000
kcal/kg, 5,0% de extrato etéreo, 2,5% de calcio, 1,0% de fosforo, 300 mg/kg de
vitamina C e 12,0% de umidade, onde o produto homeopético foi incorporado
semanalmente. O produto foi aspergido com um pulverizador manual sob forma de
solucdo hidroalcodlica. Em seguida, a ragdo foi homogeneizada e seca em temperatura
ambiente, removendo-a periodicamente, durante 24 horas. A ragdo foi acondicionada
em local seco e arejado, sem qualquer incidéncia de luz solar, produtos quimicos e
equipamentos que emitissem campo magnético, até apresentar-se solta e sem odor de
alcool (Siena et al., 2010). O mesmo processo de inclusdo foi realizado para o

tratamento controle utilizando 40 mL de solugéo hidroalcoolica 30> GL/kg de racao.
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O Nucleo Homeopatico Homeopatila 100® foi elaborado pela empresa RealH
de Campo Grande - MS, e sua composicdo oficial esta descrita na Tabela 1. O produto

estd cadastrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Tabela 1. Composicéo do nlicleo homeopatico Homeopatila 100.

Composto /1000 mL
lodum 12CH? 250 mL
Sulphur 30CH 250 mL
Natrum muriaticum 200CH 250 mL
Streptococcinum 30CH 250 mL

1 Diluico centesimal hahnemanniana.

Procedimentos de coleta e analises dos parametros sanguineos

No tempo 0, aos 45 e 90 dias de experimento, 10 peixes (cinco fémeas e cinco
machos) de cada hapa dos dois tratamentos foram anestesiados com eugenol (15 mg/L
de &gua) (Inoue et al., 2011), para a coleta de sangue. De cada peixe, foi coletada uma
aliquota de sangue por puncdo do vaso caudal, com auxilio de seringas contendo EDTA
(&cido etilenodiaminotetracético) na concentracdo de 10%. O sangue foi utilizado para a
determinacdo do namero de eritrocitos totais em camara de Neubauer, concentracdo de
hemoglobina, usando reagente de Drabkin e leitura em espectrofotdmetro em 540 nm de
absorbancia e o hematdcrito pelo método do microhematdcrito. De posse desses dados,
foram calculados os indices hematimétricos de Wintrobe: volume corpuscular médio
(VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Foram confeccionadas extensdes sanguineas, em duplicata, pancronicamente
coradas com uma combinacdo de May Griinwald-Giemsa-Wright (Ranzani-Paiva et al.,
2013), para contagem diferencial de leucocitos em 200 células de interesse, em cada
extensdo. Os leucdcitos foram identificados e classificados em linfocitos, monacitos,
neutréfilos e eosinofilos. A determinagdo do nimero de leucocitos e trombdcitos totais
seguiram recomendac0es prévias (Ranzani-Paiva et al., 2013).

Uma parte do sangue foi centrifugado para obtencéo do plasma e determinacao
das concentracdes de glicose e proteinas totais usando kits da Doles (GO, Brasil) e

leitura em espectrofotbmetro.
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Avaliacao reprodutiva

A verificacdo da desova das fémeas foi realizada semanalmente restringindo os
reprodutores a uma pequena area da hapa. De cada fémea capturada, foi anotado o
namero de identificagdo, utilizando o equipamento de leitura de microchips e, quando
observada a presenca de ovos na cavidade bucal, estes foram coletados por meio de
lavagem para a mensuracdo do volume total de ovos produzidos por fémea por desova,
concomitantemente foi coletado um mL de ovos do volume total produzido pela fémea
para contagem do nimero de ovos por mL.

O volume total de ovos foi medido utilizando uma proveta volumétrica e o
numero de ovos por mL foi aferido a partir de uma amostra coletada aleatoriamente,
utilizando pipeta de Pasteur e seringa, sendo armazenada em um eppendorf com solucgéo
de formol a 5%. Posteriormente, estas amostras foram drenadas para a contagem do
namero de ovos.

As informacGes de ocorréncia ou ndo das desovas foram utilizadas para estimar
a probabilidade de desova (ocorréncia ou ndo de desovas) e desovas multiplas (fémeas

que apresentaram mais de uma desova durante o periodo experimental).

Andlise estatistica

Todos os dados foram previamente avaliados nos pressupostos de normalidade
e homocedasticidade usando Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Para os dados
com distribuicdo normal, foi utilizado andlise de variancia (ANOVA - One Way)
seguido do teste de Tukey, para comparacdo entre médias. Para os dados que ndo
seguiram esse padrdo de distribuicdo, foi utilizado a analise de Kruskal-Wallis seguido
pelo teste Dunn, para comparagao entre medianas.

Foi elaborado um conjunto de dados para a realizacdo das analises estatisticas
para estimar a probabilidade de desova e desovas mdaltiplas, nimero e volume de ovos
utilizando o Proc Mixed do SAS. O modelo estatistico continha os efeitos de
tratamento, semana de coleta e a interagdo semana coleta versus tratamento, para o teste
adequado de semana de coleta e da interagdo semana de coleta versus tratamento.

Considerou-se as informagdes de um mesmo animal como medidas repetidas.



47

Resultados

As médias dos parametros fisicos e quimicos da qualidade da agua dos tanques de
cultivo de tilapias do Nilo alimentadas com Homeopatila 100® durante todo o periodo
experimental estdo apresentadas na Tabela 2. Os valores mantiveram-se estaveis durante

0 experimento ndo apresentando diferenca significativa entre os tratamentos (p<0,05).

Tabela 2. Valores médios + desvio padrdo dos pardmetros fisicos e quimicos da dgua
dos tanques de tilapias do Nilo alimentadas com Homeopatila 100®, durante periodo de
reproducéo.

Condutividade

Tem(ri %r;" tra O();:g?go pH elétrica

(us/cm)
Hapa 1 27,0+1,3a 2,4+0,7a 7,941,3a 0,54+0,1a
Hapa 2 26,9+1,0a 2,4+0,9a 7,91£0,8a 0,56+0,2a
Hapa 3 26,9+1,0a 2,5+0,8a 7,9+0,5a 0,54+0,1a
Hapa 4 26,8+1,1a 2,4+11a 7,8+1,2a 0,54+0,1a

Tratamento 1(Hapa 1 e 2) = controle (40 mL de solucéo hidoalcodlica 30 GL/Kg de ra¢do), Tratamento 2
(Hapa 3 e 4) (40 mL de homeopatila 100®/Kg de ragéo).

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca entre os tratamentos pelo teste
de Tukey. Valores expressam as médias + desvio padrao.

Os resultados de hemoglobina, RBC, glicose, CHCM, trombdcitos, leucdcitos e
monocitos apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 3).

Na variavel sexo, ndo foi observada diferenca (p>0,05), porém, foi observada
interacdo significativa entre 0s sexos para 0 nimero de mondcitos.

Nos tempos 0, 45 e 90 dias, foi observada diferencga significativa (p<0,05) nos
parametros hemoglobina, RBC, VCM, CHCM, trombdcitos e linfécitos. Verificou-se

interacdo significativa entre os tempos e o numero de leucécitos e neutrdfilo.
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Tabela 3. Valores hematolégicos de tilapias do Nilo tratadas com Homeopatila 100® durante periodo de reproducdo. Hemog (hemoglobina,
g/dL), Hemat (hematécrito %), RBC (Eritrécito, 10%/uL), Glicose (mg/dL), Proteina (mg/dL), VCM (volume corpuscular médio, g/dL), CHCM
(concentracdo de hemoglobina corpuscular meédia, g/dL), Tromb (trombdcitos, pL), Leuc (leucécitos, pL), Linf (linfécitos, pL), Mon
(monacitos, pL), Neut (neutréfilos, pL).

Hemog. Hemat. RBC Glicose Proteina VCM CHCM Tromb Leuc Linf Mon Neut
Trat 1  28,60+0,40° 3257+0,48 2,56+0,04° 63,26+0,85° 4,15+057  12,83+0,22 0,86+0,01°  45050+1194° 27660+5321°  16924+814  36216x1280° 4420200
2 30,31+0,40%  32,79+0,48 2,72+0,04® 66,17+0,85% 4,01+0,55 12,75£0,22 0,92+0,01*  49040+1188° 26031+5295° 189964810  42934+1273%  4357+199
Sexo 1 29,87+0,41  32,77+0,49  2,64+0,04  64,15+0,87  4,26+0,51  12,75+0,23  0,89+0,02 47527+1221 2663515440 179394832  39489+1234*  4385+204
2 29,05£0,39  32,59+0,47  2,63+0,04  65,29+0,83  4,89+0,49  12,83+0,22  0,89+0,01 46564+1161 270565173 17981+791  37842+1256*  4392+194
Tempo 0  26,13+051° 32,28+0,50 2,26%0,06° 65,96+0,97  4,69+0,62 13,29+0,23% 0,80+0,02°  43564+1353" 20688+5162*  16038+954°  40662+1213  4310+201*
45 3267+0,51% 32,12+0,50 3,12+0,06° 63,36+0,97  4,13+0,62 12,12+0,23° 1,01+0,02° 48863+1353*  33478+5162*  21431+954°  37735#1213  3925+201*
90 29,58+0,51°  33,64+0,50 2,53+0,06° 64,83+0,97  4,01+0,62 12,97+0,23* 0,86+0,02°  48709+1353° 23933+5162*  16410+954°  40327+1213  4837+201*
INTERACOES
*
S?;gt 0,6952 0,8836 0,1489 0,9232 0,3725 0,8866 0,5545 0,4029 0,8464 0,5951 0,5700 0,3535
T,fp:sto 0,1005 0,9172 0,3989 0,3167 0,4461 0,2500 0,4238 0,3148 0,0137* 0,1477 0,6969 0,0065*
Iesr:fg 0,9736 0,4871 0,7960 0,7094 0,4453 0,4870 0,9730 0,9779 0,3911 0,4786 0,0083* 0,3646
Tempo
* Trat* 0,3032 0,2123 0,3847 0,0624 0,4486 0,6720 0,0609 0,1125 0,3392 0,4104 0,5076 0,9348
Sexo

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma coluna (na mesma andlise), diferem entre si a pelo teste de Tukey (p<0,05). Valores expressam as médias + desvio padréo.
Sexol — macho, Sexo 2 - fémea. *Indica que houve interagcdo significativa. *Valores das interacBes entre sexo/tratamento, tempo/tratamento, tempo/sexo,
tempo/tratamento/sexo.
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A Tabela 4 apresenta as médias de leucocitos, neutrofilos e mondcitos que,
realizando a anélise estatistica, apresentaram interacdo significativa entre tratamento,
tempo e sexo, ou seja, indicando que ocorreu uma dependeéncia entre os efeitos dos

fatores.

Tabela 4. Média de leucdcitos, neutréfilos e Monacitos de tilapias do Nilo tratadas com
Homeopatila 100°. Interacéo significativa.

Leucécito Neutrofilo Mondcito
T1 T2 T1 T2 Sexol Sexo2
0 24587 A 20688 52 5382 A4 43107 3972374 41600
45 318717 334784° 29904 392542 35981 4" 39489 B2
90 2652244 239334 4887 4837 428137 378424

Médias seguidas de letras mailsculas diferentes, na mesma coluna e Médias seguidas de letras mintsculas
na mesma linha diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Valores expressam as médias = desvio
padréo.

Os modelos estatisticos testados continham os efeitos de tratamento e de peso
inicial dos reprodutores como covariavel para a probabilidade de desova e desovas
mdaltiplas, no entanto ndo foi observado efeito de tratamento considerando o peso inicial
como covariavel.

O ndmero de ovos por ml apresentou reducdo ao longo do periodo para ambos 0s
tratamentos, os resultados indicaram reducdo mais acentuada na quantidade de ovos das
fémeas que receberam o nicleo homeopatico Homeopatila 100® (Figura 1A).

Foi observado o incremento do volume de ovos ao longo do periodo experimental,
porém, ndo foram verificadas diferencas estatisticas entre os tratamentos (p<0,05)
(Figura 1).

Ndamero de ovos/mL)

160 -

A B

25 4
150 -
——controle

140 - —— Homeopatia 20
130 - 151

120 4

Volume (mL)

110 - 5 |

100

0 2 4 6 8 10 12 0 5 10 15
Coleta (semanas) Coleta (semanas)

Figural. Relacdo numero de ovos/coletas ao longo do periodo (A) e volume de ovos (B) de
tilapias do Nilo tratadas com Homeopatila 100° durante o periodo reprodutivo.

10 A =—yolume
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Foram observados, ao final de 12 coletas, os maiores valores absolutos para
namero de desova (217) e porcentagem de eclosdo (54%) no tratamento com 40mL de
Homeopatila 100®/kg de ragdo (Tabela 5).

Tabela 5. Valores absolutos de numero de desova, eclosdo e numero de fémeas que
desovaram de tildpias do Nilo tratadas com Homeopatila 100°.

NUmero de Desova X (SD) Eclosdo (%) X (SD)  N° fémeas que desovaram

T1 209 46 51
T2 217 54 50
Discussao

As oscilacdes dos valores hematoldgicos em peixes sao influenciadas por diversos
fatores, entre eles a temperatura, oxigénio dissolvido, salinidade e pH, assim como por
estresse, ciclo sazonal e fatores enddgenos como sexo, idade, estddio de maturagédo
gonadal, estado nutricional e doencas (Ranzani-Paiva, 1991). As células vermelhas do
sangue transportam Oxigénio e gas carb6nico por meio da hemoglobina, como relatam
Tavares-Dias e Moraes (2004). A concentracdo de hemoglobina e a contagem total
do numero de eritrocitos podem ser indicadores da capacidade de transporte de
oxigénio dos peixes. De acordo com Vosyliené (1999), quando a contagem de
eritrécitos decresce € indicativo de anemia e de agravamento do estado de salde do
peixe, ocasionando e diminui¢do da concentracdo de hemoglobina.

No presente estudo, os peixes do tratamento Homeopatila 100® apresentaram
maiores niveis de hemoglobina, RBC, glicose, CHCM, trombdcito, leucdcito e
monacito, enquanto os niveis de hematocrito, proteina, VCM, linfécitos e neutréfilo ndo
foram influenciados pelo produto homeopatico. Em tilapias do Nilo alimentadas com
Homeopatila 100® durante 60 dias, também apresentaram reducdo dos niveis
plasmaticos de glicose, hematdcrito, hemoglobina, nimero de eritrocitos e CHCM
quando comparadas ao tratamento controle (Vargas e Ribeiro, 2009).

A glicose plasméatica € um bom indicador de estresse, pois as alteragfes séo
facilmente detectaveis e sua avaliacdo pode ser realizada com medidores de glicose de
facil execucdo, para diagnosticar a ocorréncia de estresse fisioldgico (Silva et al., 2012).
Neste estudo, os niveis de glicose foram maiores no tratamento com Homeopatila 100,
Merlini et al., (2013) identificaram uma diminui¢do nos niveis de glicose em tilapias do
Nilo alimentadas com o mesmo produto homeopatico aos 35 dias de experimento,

sugerindo que o efeito do produto ndo é imediato.
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Os peixes que foram alimentados com racdo contendo Homeopatila 100®
apresentaram maior ndmero de células de defesa organica como trombocitos e
monicitos, resultado semelhante foi encontrado por Vargas e Ribeiro (2009), em que
tilapias alimentados com Homeopatila 100® apresentaram aumento do ndmero de
trombdcitos e linfocitos durante todo periodo experimental (60 dias). Pinheiro et al.
(2015) alimentaram tambaquis (Colossoma macropomum) com ragdo comercial
contendo diferentes concentracdes de Homeopatila 100° durante 60 dias, e também
observaram que no tratamento contendo 40 mL de Homeopatila 100®/kg de racéo,
houve um aumento no ndmero de trombdcitos quando comparado ao tratamento
controle. O aumento dessas células de defesa organica, a resposta leucocitéria, tem um
papel importante para a analise do estado de salde dos peixes e no desenvolvimento da
imunidade humoral e celular (Tavares-Dias e Moraes 2007; Ranzani-Paiva, 2013). O
aumento do nimero dessas células nos peixes que receberam Homeopatila 100° poderia
preparé-los melhor para uma futura situacdo de estresse.

Braccini et al. (2013) analizaram os efeitos da Homeopatila 100° na resposta
morfo-funcional em tilapias do Nilo e os animais tratados com 40 mL desse produto
apresentaram, nas branquias, maior hiperplasia das células mucosas, que s&o
responsaveis pela lubrificacdo e fornecem protecdo contra agentes infecciosos,
concluindo que o produto Homeopatila 100® atuou nos animais como imunoprotetor.
No presente estudo, os peixes alimentados com racdo contendo Homeopatila 100®
apresentaram um aumento significativo, aos 45 dias, na hemoglobina, RBC, glicose,
CHCM e numero de linfécitos, seguido da diminuicdo desses valores aos 90 dias,
fortalecendo a hipétese desse produto homeopatico ter efeito imunoprotetor nos peixes.

O numero de leucdcitos, neutrofilos e mondcitos  apresentaram interacao
significativa para o tempo e sexo, respectivamente. A contagem de leucdcitos em peixes
é uma ferramenta importante para inferir o sistema imunolégico e o estado de salde,
devido as inumeras funcbes dessas células (Costa et al., 2014). Os animais utilizados
neste estudo apresentaram no tratamento com Homeopatila 100° diminuicio no niimero
de leucdcitos (leucopenia), em relacdo ao tratamento controle, similarmente Pinheiro et
al., (2015) também observaram diminuicéo dessas células no tratamento com 40 mL de
Homeopatila 100®/kg de racdo em tambaqui (C. macropomum) durante 60 dias.

A reproducdo é um processo fisiolégico que ocorre no organismo do animal,
exigindo mobilizagdo de energia para a gametogénese e liberacdo de gametas maduros.

Embora a desova seja um processo natural nos peixes, ela acaba causando estresse o que
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pode ter influenciado na diminui¢cdo no ndmero de leucdcitos no presente experimento
(Ranzani-Paiva e Godinho 1985).

Quando os leucdcitos foram comparados com a variavel tempo, foi verificado para
0 tratamento com o produto homeopatico, um aumento acentuado dessas células aos 45
dias (tempo 0 — 20.688, 45 dias — 33.478) seguido pela diminuicdo aos 90 dias (23.933).
Essa variacdo nas células de defesa pode indicar que o Homeopatila 100® atua no
organismo do animal como imunoestimulador, ou seja, poderia preparar melhor os
peixes para uma situacdo de estresse, ja que houve uma recuperacdo nos niveis
hematoldgicos dos animais na coleta final aos 90 dias.

Os neutréfilos sdo as principais células responsaveis pela defesa do organismo
contra infeccdes bacterianas, realizando a fagocitose de agentes infecciosos e
substancias estranhas (Ranzani-Paiva et al., 2013). Na coleta final, aos 90 dias de
experimento, 0s peixes que receberam o produto homeopatico apresentaram valores
maiores para o numero de neutréfilos. Resultados semelhantes foram observados por
Vargas e Ribeiro (2009), em tilapias tratadas com 0 mesmo produto homeopatico apés
35 e 60 dias de experimento.

No presente trabalho, ocorreu a diminui¢do do numero de ovos ao longo do periodo
experimental (12 coletas) para ambos os tratamentos, observando-se uma diminuigéo
mais acentuada no tratamento com Homeopatila 100®, mas verificou-se incremento do
volume ao longo do periodo experimental, indicando que mesmo com a diminuicdo da
quantidade de ovos por MI, a Homeopatila 100® foi capaz de manter o incremento do
volume ou seja, ovos maiores. Bonislawska, Formicki e Winnicki (2000) descreveram
que o tamanho de ovos em peixes pode ser influenciado pelas condicGes fisicas e
fisiolégicas dos reprodutores, devido a idade, qualidade e quantidade nutricional,
digestibilidade, valor biologico dos alimentos incluido nas dietas, critérios de selecdo e
diferentes sistemas de cultivo.

Em sistemas de produgdo utilizando hapas instaladas em viveiros escavados,
semelhante ao utilizado neste trabalho, Bombardelli et al. (2009) obtiveram percentual
de fémeas desovantes variando de 44 a 66% ao utilizar animais da variedade Tailandesa
e alimenta-las com racdo contendo diferentes niveis energeticos. Neste experimento,
foram encontrados valores maiores onde 83,3% das fémeas do tratamento com
Homeopatila 100® e 85,0% do tratamento controle desovaram durante o perfodo

experimental.
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De acordo com Chapman (2000), a taxa de eclosdo para ovos de tilapias varia entre
70 a 90%, no presente estudo o percentual de eclosdo para os peixes tratados com
Homeopatila 100® foi de 54%, valor maior ao do tratamento controle (46%). Calado et
al. (2008) utilizaram diferentes densidades de estocagens na linhagem Chitralada e e
verificaram a taxa de ecloséo de ovos de 85,3% no tratamento com menor densidade
(250 ovos/L). H& necessidade da realizacdo de novos estudos para verificar a qualidade

dos ovos e dos alevinos apos ecloséo.
Concluséo

O produto homeopético Homeopatila 100® , na concentracio de 40mL/kg de racdo,
causou oscilagbes no namero das células de defesa durante o periodo experimental,
indicando que o produto atua no organismo do animal como imunoestimulador,
podendo preparar melhor os peixes para uma futura situacao de estresse.

Os peixes do tratamento com Homeopatila 100® apresentaram maior nimero de
desova e eclosdo, 0 numero de ovos por mL diminuiu ao longo das coletas, mas o
produto homeopético manteve o incremento do volume de ovos permitindo a desova de

ovos de maiores.
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