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RESUMO

A homeopatia estimula a energia vital do organismo sendo utilizada na profilaxia, no
tratamento de doencas e na modulacdo de respostas organicas, principalmente,
relacionadas ao estresse, que causa desequilibrio organico prejudicando a reproducéo.
Desta maneira, este estudo foi realizado com o objetivo de verificar a influéncia da
homeopatia na qualidade do sémen fresco ou congelado e na histologia testicular de
tilapias do Nilo. Foram utilizados 320 machos de tildpia do Nilo (O. niloticus),
linhagem GIFT, com seis meses de idade, com peso médio inicial de 93,12 + 2,95¢ e
comprimento total de 17,58 + 1,12 cm, distribuidos, aleatoriamente, em quatro
tratamentos: 1) controle; 2) adicdo de 2% de Homeopatila 100; 3) adicdo de 4% de
Homeopatila 100; 4) adicdo de 6% de Homeopatila 100. Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualisado e as varidveis resposta foram submetidas ao procedimento dos
Modelos Lineares Generalizados. Verificou-se aumento (P<0,05) da condutividade
elétrica com a alimentacdo com teores de Homeopatila 100, sendo 0,855 + 0,006 uS/cm
no controle, 0,862 + 0,004 uS/cm com adicdo de 2% de Homeopatila 100/kg de racéo,
0,868 + 0,04 uS/cm com 4% Homeopatila 100/kg de racdo e 0,874 = 0,006 uS/cm com
6% Homeopatila 100/kg de racgdo. Verificou-se tendéncia na redugdo dos teores
soroldgicos de cortisol e testosterona com as dietas experimentais, com significancia de
(P<0,18) e (P<0,06), respectivamente. Os teores de cortisol foram 7,06 + 1,26; 5,53 +
1,50; 4,34 +1,80; 3,40 + 2,16 pg/dL e os de testosterona foram 530,65 + 1,36; 337,08 +
1,07; 214,11 = 0,84; 136,01 £ 0,67 ng/dL com alimentacdo com 0, 2, 4 e 6% de
Homeopatila 100/kg de ragcdo. Os monacitos foram reduzidos (P<0,07) com o aumento
dos teores de nucleo homeopatico na dieta, sendo 4,69 + 0,12; 4,15 + 0,08; 3,66 + 0,09;
3,24 £ 0,15%. O indice gonadossomatico aumentou (P<0,05) a racdo com a adi¢édo de
teores de Homeopatila 100 na dieta, sendo 0,39 + 0,28; 0,50 + 0,18; 0,64 = 0,15 e 0,83
+ 0,22. O percentual de espermatogbnias A aumentou (P<0,05) até o teor de 4% de
Homeopatila 100/kg de ragdo, com 6,23 + 1,83; 8,58 + 2,15; 8,93 £ 2,19. Conclui-se
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que a adicdo de 6% Homeopatila 100 aumentou o indice gonadossomaético sendo
recomendada para reprodutores de O. niloticus.

Palavras-chave: Criopreservacao, estresse, homeopatia, leucocitos, peixe



ABSTRACT

Homeopathy stimulates the body's vital energy being used for prophylaxis, treatment of
diseases and modulation of organic responses, mainly, related to stress, causing
imbalance organic that impairing reproduction. This study was carried out with the
objective to verify the influence of the homeopathy in the fresh and frozen semen and in
the testicular histology of Nile tilapia. There were used 320 males of Nile tilapia (O.
niloticus), GIFT strain, with six months of age, with mean initial weight of 93.12 +
2.95¢g and total length of 17.58 + 1.12 cm randomly distribute into four treatments: 1)
control; 2) addition of 2% of Homeopatila 100; 3) addition of 4% of Homeopatila 100;
4) addition of 6% of Homeopatila 100. A randomized complete design was used and the
response variables were submitted to the procedure of the generalized linear models. It
was observed that the electrical conductivity increased (P<0.05) with ration with
different levels of Homeopatila 100, 0.855 + 0.006 mS/cm in control, 0.862 + 0.004
mS/cm with the addition of 2% of Homeopatila 100/kg of the ration, 0.868 + 0.04
mS/cm with 4% of Homeopatila 100/kg of the ration and 0.874 + 0.006 mS/cm with 6%
of Homeopatila 100/kg of the ration. There was a tendency in reduction of serum levels
of cortisol and testosterone with the experimental diets, with significance of P<0.18 and
P<0.06, respectively. The cortisol levels were 7.06 + 1.26, 5.53 + 1.50, 4.34 + 1.80,
3.40 + 2.16 pg/dL, and testosterone were 530.65 + 1.36, 337.08 + 1.07, 214.11 + 0.84,
136.01 £ 0.67 ng/dL with diet with 0, 2, 4 and 6% of Homeopatilal00/kg of ration. The
monocytes were reduced (P<0.07) with increased levels of homeopathic complex in the
ration, being 4.69 + 0.12, 4.15 + 0.08, 3.66 + 0.09 and 3.24 + 0.15%. The
gonadosomatic index increased (P<0.05), with addition of levels of the Homeopatila
100 in the ration, being 0.39 + 0.28, 0.50 + 0.18, 0.64 + 0.15 and 0.83 + 0.22. The
percentage of A spermatogonia increased (P<0.05) to the level of 4% of Homeopatila
100/kg of the ration, with 6.23 = 1.83, 8.58 + 2.15, 8.93 + 2.19. It was concluded that
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the addition of 6% of Homeopatila 100 increased gonadosomatic index being

recommended for reproducers of O. niloticus.

Key Words: cryopreservation, fish, homeopathy, leukocytes, stress



| - INTRODUCAO

A aquicultura brasileira € uma importante atividade econdmica geradora de lucro
para a economia regional e nacional (Valenti et al., 2000), além do potencial no
suprimento da demanda populacional de proteina animal (Navarro et al., 2009).

Nos Ultimos anos, a demanda pela carne de peixe aumentou impulsionada pelo
crescimento da populacdo e pela tendéncia mundial da busca de alimentos saudaveis e
indicados a saude humana. (Andrade & Yasui, 2003; Crepaldi et al., 2006).

Tildpia € 0 nome comum atualmente utilizado para os géneros de peixes da
familia Cichlidae, Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia, sendo que este Ultimo género
se tornou a segunda fonte alimentar de peixes de dgua doce do mundo e 0s peixes do
género Oreochromis 0s mais importantes comercialmente na aquicultura mundial, com
mais de 75 paises produtores (Morrison et al., 2001).

Lupchinski Junior (2007) mencionou que a tilapicultura foi, inicialmente, uma
atividade de subsisténcia e se expandiu durante a segunda metade do século XX,
geografica e produtivamente. O autor destacou que a tilapia foi originalmente
encontrada na Africa e Oriente Médio e foi introduzida na Asia tropical na década de
1930, tendo expansao para a Europa, América do Norte e Latina, na década de 1950.

No Brasil, a tilapia foi introduzida em 1953, com a importacdo da Tilapia rendalli
do Congo (Tavares-Dias & Moraes, 2003). Em 1971, o Departamento Nacional de
Obras Contra Seca (DNOCS) introduziu tilapias do Nilo nos agudes do Nordeste, que
posteriormente difundiu-se pelo Brasil todo (Ayroza, 2009). As linhagens comerciais
brasileiras tém origens distintas, sendo a Bouake 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 foi importada para
0 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 & Acosta, 2004), sendo importada pelo Centro de Pesquisa
em Aquicultura da Universidade Estadual de Maringa, em 2005 (Fulber et al., 2010).

A tilapia apresenta caracteristicas desejaveis a comercializagdo como
adaptabilidade as condi¢cdes ambientais variaveis, alta rusticidade, tolerancia aos baixos
niveis de oxigénio dissolvidos na agua, resisténcia as doengas, rapido crescimento, boa
conversao alimentar, consumo de racdo artificial desde a fase larval e a aceitagéo da sua
carne e dos seus subprodutos no mercado (Moreira et al., 2001; Dias-Koberstein et al.,
2007). Entretanto, em termos comportamentais, a tilapia estabelece uma hierarquia de
dominéncia e de submissédo, estabelecida por meio de confrontos entre individuos, em
que os animais maiores geralmente sdo dominantes e 0os menores sdo submissos. O
estabelecimento e a manutencdo desta hierarquia provocam, tanto aos dominantes
guanto aos submissos, uma situacdo de estresse, porém com maior intensidade aos
submissos (Andrade et al., 2004), que no aparelho reprodutivo pode ser observado no
desenvolvimento rapido das gbnadas em maior nimero em machos dominantes do que
em submissos (Castro, 2004).

A reproducdo dos peixes € imprescindivel para a cadeia do pescado e 0 SUCESSO
reprodutivo dependente da ontogénese gonadal (Strissmann & Nakamura, 2002). As
gbnadas sdo compostas por dois compartimentos: o intersticial que contém as células de
Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, macréfagos e mastdcitos, 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 teleGsteos, a espermatogénese se
desenvolve em cistos localizados dentro dos tubulos seminiferos, sendo estes cistos
formados quando as células de Sertoli se associam a espermatogonia A (Vilela et al.,
2003). Apesar do arranjo cistico, a espermatogénese dos teledsteos é semelhante a dos
mamiferos (Lacerda et al., 2006).

A funcdo da célula de Sertoli, em peixes, ainda ndo estd completamente elucidada,
mas verificou-se a presenca de mitocondrias esféricas e depdsitos lipidicos no
citoplasma (Cruz-Landim et al., 2005). Porém, a sobrevivéncia das células germinativas
e seu desenvolvimento durante a espermatogénese estdo associados as células de
Sertoli, formando unidades de células germinativas/Sertoli (Schulz & Miura, 2002), de

modo que o0 numero de células de Sertoli pode determinar a capacidade



espermatogénica de um testiculo, além de ser um importante alvo para os sistemas
reguladores de sinais da espermatogénese (Schulz et al., 2010).

As atividades e as funcdes das células de Sertoli e de Leydig podem estar
associadas ao desenvolvimento das células germinativas durante a espermatogénese
(Chung et al., 2010). As células de Leydig tém funcdo esteroidogénica na maioria das
espécies de peixes (Lo Nostro et al., 2004).

O tamanho das gbénadas e a producdo de sémen de peixes, apesar da variabilidade
sazonal, aumentam continuamente durante a maturidade, sugerindo que as células de
Sertoli proliferam-se ativamente, em peixes, sexualmente maduros (Vilela et al., 2003).

O sémen dos peixes € produzido pelas gdnadas e pelos ductos espermaticos e
consiste de espermatozoides e de plasma seminal que é constituido por minerais e
pequenas quantidades de proteinas, carboidratos, fosforo organico, acido latico e
lipideos, sendo identificado somente dois grupos de proteinas no plasma seminal, as
lipoproteinas e as antiproteinases (Krol et al., 2006). Alguns componentes do plasma
seminal ndo sdo secretados, mas podem ser originados de células espermaéticas em
decomposicdo, sendo os ions sédio, potassio e cloro predominantes no plasma seminal,
e 0s ions célcio e magnésio, além de contribuirem na composi¢do i6nica do plasma
seminal, sdo importantes na regulacdo da motilidade espermaética, assim como na
osmolaridade do plasma seminal, além de seu efeito direto na ativacdo espermatica
(Mojica, 2004).

Os espermatozoides ndao apresentam motilidade espermatica dentro das gbnadas
(Carneiro, 2007). A osmolaridade e a composicdo do plasma seminal previnem a
motilidade espermatica nos ductos espermaticos dos peixes, sendo que o fluido seminal
ndo somente imobiliza o espermatozoide, mas também o protege (Alavi & Cosson,
2006). Mojica (2004) observou dois mecanismos gque mantém os espermatozoides
iméveis no fluido seminal, em peixes de agua doce. O primeiro observado a manter 0s
espermatozoides imdveis, principalmente, em salmdes Salmo salar, € quando a
concentracdo do ion de potassio se encontrar acima de 40 mM e, é ativado quando a
concentracdo de potassio for menor do que 25 mM; o segundo mecanismo, presente na
maioria das espécies, esta baseado na diferenga da osmolaridade do plasma seminal com
a do meio ambiente. O autor destacou que a motilidade espermatica, em espécies de
agua doce, € inibida quando a osmolaridade do ambiente é maior que a do plasma
seminal, atingindo mais de 300 mOsm/kg e, € ativada quando a osmolaridade ambiental

€ menor que 200 mOsm/kg.



As variagOes na qualidade do sémen de peixes sdo afetadas pela variabilidade
genética, pelo local de colheita de sémen, nas gdnadas ou no poro genital, pela
contaminacdo do sémen com urina e pelo grau de maturidade dos espermatozoides
durante a estacao reprodutiva (Suquet et al., 2000).

O comportamento reprodutivo é regulado pelo eixo hipotdlamo-hipéfise-génadas,
que € influenciado por fatores exdgenos como a temperatura, o fotoperiodo, o pH, a
salinidade e a pluviosidade e, por fatores endogenos que medeiam alterac6es hormonais,
gonadais e morfoldgicas (Castro, 2004).

Os fatores exdgenos sdo detectadas por receptores especificos, transmitidos ao
hipotalamo, alterando a producdo e liberacdo de horménios, sendo o hipotalamo
produtor do horménio liberador de gonadotropinas (GnRH) que estimula a liberacdo de
gonadotropinas pela adeno-hipdfise e estas sdo as responsaveis pela maturacdo das
gbnadas e liberacdo de esteroides gonadais (Baldisserotto, 2002). Entretanto, Lima et al.
(2006) destacaram que o cortisol é o indicador de estresse mais utilizado em peixes, em
qualquer fase fisiologica, sendo que altos teores plasmaticos indicam supressdo das
funcBes reprodutivas e imunoldgicas. Os referidos autores relataram que o cortisol
plasmaético, nas diferentes espécies de peixes, é elevado minutos apds a acdo de um
estressor agudo moderado, atingindo um pico e retornam aos teores basais apds um
periodo aproximado de 6h.

O cortisol é sintetizado pelas células interrenais que sdo homologas as células do
cortex das adrenais (Harris & Bird, 2000). As concentracGes deste horménio aumentam
durante a estacdo reprodutiva de algumas espécies de peixes, porém em condi¢des
estressantes as altas concentragdes podem reduzir o tamanho das génadas, retardar a
espermatogénese e prejudicar a qualidade do sémen (Milla et al., 2009).

O sistema imune é essencial para a homeostase do organismo constituindo um
complexo mecanismo de defesa que é dividido em imunidade ndo especifica ou inata e
especifica ou adaptativa (Bowden, 2008). A imunidade ndo especifica € 0 mecanismo
mais importante para resisténcia dos peixes, pois os altos teores de cortisol liberados
durante o estresse produzem alteracfes nas atividades fagocitarias, na atividade da
lisoenzima, na atividade soroldgica hemolitica e aglutinante (Montero et al., 1999;
Teixeira et al., 2011).

O sistema imune e o sistema enddcrino comunicam-se e cooperam entre si para a
manutencdo da homeostasia do organismo (Harris & Bird, 2000). Desta maneira,

comunicacdes bidirecionais incluem a regulacdo das funcdes do sistema enddcrino por



meio de moléculas sinalizadoras derivadas do sistema imune e a regulacdo das func¢des
do sistema imune por meio de moléculas sinalizadoras do sistema enddcrino (Weyts et
al., 1999). Os efeitos do estresse no sistema imune de peixes reduzem a concentracdo
soroldgica de imunoglobulina M, enquanto os impactos ambientais influenciam o
sistema enddcrino (Bowden, 2008).

A hematologia € importante para a manutengdo da homeostase do organismo,
visto que a avaliacdo dos componentes sanguineos auxilia a determinacdo de condi¢cfes
patoldgicas e o aumento do numero de leucécitos pode indicar resposta de defesa do
organismo (Azevedo et al., 2006).

De acordo com Davis et al. (2008), a maioria dos vertebrados apresenta cinco
tipos de leucdcitos: linfocitos, netrofilos, eosinofilos, basofilos e mondcitos, sendo a
morfologia destas células preservadas, exceto os neutrofilos, que em aves e répteis sdo
substituidos por heterofilos que executam fungbes imunolégicas semelhantes. Os
autores relataram que em condi¢des estressantes os neutrdfilos/heterofilos aumentam na
circulacdo sanguinea, enquanto o namero de linfocitos é reduzido, o que influencia
diretamente os teores dos hormonios relacionados ao estresse.

O estresse é um estado organico, produzido por fatores ambientais, fisicos e
bioldgicos que causam desajustes fisioldgicos e bioquimicos no organismo e os efeitos
imediatos do estresse estdo relacionados a variacdo na concentracdo plasmatica de
cortisol, de glicose e do perfil hematologico (Vargas & Ribeiro, 2009). As respostas
fisioldgicas do estresse sdo classificadas em primarias, secundarias e terciarias, sendo as
primarias caracterizadas pelo aumento plasmatico das catecolaminas e dos
corticosteroides, as secundarias pelos parametros metabolicos, hematologicos,
imunoldgicos e hidrominerais e as terciarias envolvem o crescimento animal, taxa
metabolica, resisténcia as doencas, tolerancia térmica, resisténcia a hipoxia e a
capacidade reprodutiva (Cnaani et al., 2004). O estresse, em peixes, € descrito como
disturbio do equilibrio interno, com alteracdo da homeostase, tornando os peixes mais
susceptiveis as doencas pela imunossupressao (El-Sayed, 2006).

Em condicOes estressantes, as espécies de oxigénios reativos sdo aumentadas
comprometendo a qualidade do sémen, visto que as membranas plasmaticas dos
espermatozoides sdo ricas em acidos graxos poli-insaturados, tornando-as muito fluidas
e susceptiveis aos danos peroxidativos, que determinam a perda de suas fungdes e da
integridade do DNA (Guerra et al., 2004).



A criobiologia reprodutiva iniciou-se em 1949 com a descoberta do glicerol como
potente crioprotetor, que foi, posteriomente, testado com sucesso na criopreservagéo de
sémen de mamiferos (Petrunkina, 2007). A criopreservacdo € um processo pelo qual
células e tecidos sdo preservados por congelamento em temperaturas baixas,
comumente, a - 196°C, em nitrogénio liquido (Tiersch, 2008).

A criopreservacao de espermatozoides de tilapias é fundamental para conservagdo
de seus recursos genéticos (Godinho et al., 2003). A conservacdo de sémen por longos
periodos pode ser utilizada para preservar genes para 0 aumento da variabilidade
genética de uma determinada populacao, pois uma populacéo natural de peixes depende
da alta variabilidade genética para aumentar suas chances de adaptacdo ao meio
ambiente e, um plantel de reprodutores precisa desta variabilidade para reduzir os
efeitos negativos dos endocruzamentos e das homozigoses (Carneiro, 2007).

A preservagdo de gametas também é considerada importante biotecnologia para
laboratérios de producdo de alevinos, pela economia na manutencdo dos reprodutores e
prevencdo de perdas de linhagens geneticamente melhoradas (Mojica, 2004).

Embora a técnica de criopreservacdo seja fundamental na zootecnia, o processo
induz ao estresse térmico e osmatico dos espermatozoides, resultando em perda da
integridade da membrana plasmética, com consequente redugdo da motilidade
espermatica e perda da viabilidade dos espermatozoides (Giraud et al., 2000). O
congelamento de tecido ou célula inicia-se externamente, pela formacdo de gelo, sendo
paralelamente formadas regifes com elevada concentragdo de soluto que originardo a
exosmose e desidratacdo celular (Carneiro, 2007). Sendo assim, o ritmo inadequado de
congelamento pode formar cristais de gelo intracelulares, responsaveis por injarias
celulares irreversiveis (Petrunkina, 2007).

O sucesso da criopreservacdo depende da resisténcia da célula espermatica as
baixas temperaturas (Chatterjee & Gagnon, 2001) e da utilizacdo de solucbes
crioprotetoras adequadas (Menezes et al., 2008), que sdo essenciais para prevencéo de
danos celulares (Bamba & Adams, 1990). Godinho et al. (2003) relataram que as
soluc@es crioprotetoras contendo dimetilsulfoxido (DMSO) séo utilizadas, com sucesso,
em diferentes espécies de peixes. Entretanto, os autores enfatizaram que o metanol é
considerado o crioprotetor mais adequado para a criopreservacdo de sémen de tilapias,
porém, em seu estudo, os mesmos ndo observaram diferencga entre o metanol e 0 DMSO
na motilidade espermatica pds-descongelamento. Os autores ressaltaram que a

eficiéncia crioprotetora pode aumentar, quando sdo combinados um crioprotetor interno



com um externo como, por exemplo, metanol e leite em p6 ou DMSO e gema de ovo,
respectivamente.

A criopreservacdo aumenta a susceptibilidade do espermatozoide aos diferentes
tipos de oxigénios reativos, reduzindo irreversivelmente a motilidade espermatica
progressiva, prejudicando a integridade morfoldgica e a capacidade fecundante dos
espermatozoides (Guerra et al., 2004). O processo de descongelacdo também é causador
de danos na membrana plasmatica, decorrentes do rapido aumento da utilizacdo de
oxigénio pelos espermatozoides e da rapida transicdo da fase sélida para liquida da
membrana plasmatica, gerando maior producédo de diferentes tipos de oxigénios reativos
(Chatterjee & Gagnon, 2001).

A viabilidade do sémen mensurada antes, durante e depois do processo de
armazenamento, tem sido base para desenvolvimento de novos métodos de pesquisa de
preservacdo de sémen (Saacke, 1983).

A homeopatia é um método terapéutico, desenvolvido no final do século XVIII
pelo fisico alemdo Samuel Hahnemann (Arenales, 2002). Ela foi, a principio, utilizada
no tratamento de moléstias humanas e, posteriormente, testada no tratamento de
espécies animais (Souza, 2002).

Em comparagdo a homeopatia humana, poucos estudos tém sido publicados sobre
a homeopatia veterinaria, sendo estes conduzidos, principalmente, com bovinos, suinos
e aves visando reducdo de custo de producdo e aumento da produtividade (Clausen &
Albrech, 2010).

A homeopatia € baseada no principio dos semelhantes e na utilizacdo de
medicamentos que retém atividade biologica, apds repetidas diluicdes e sucussdes até
mesmo quando a diluicdo ultrapassa o numero do Avogadro, que é o limite da
divisibilidade da matéria (Ernst, 2002). A principio, a utilizacdo de medicamentos
diluidos surgiu visando evitar as agravacgdes e as intoxicaces observadas na utilizacdo
de doses maiores, segundo o principio da semelhanca curativa (Teixeira, 2009).

A auséncia de moléculas de principio ativo poderia excluir a sua acdo direta.
Porém, as propriedades fisico-quimicas de solucbes extremamente diluidas séo
diferentes da agua pura ndo-tratada, apesar da composi¢do quimica ser a mesma nos
dois liquidos, sendo também que a estrutura das pontes de hidrogénio da agua pura é
diferente de solucBes extremamente diluidas obtidas pelas sucessivas diluigdes e

sucussoes (Elia et al., 2004).



Jutte & Riley (2005) relataram que mesmo que ndo haja um consenso formal na
utilizacdo de altas ou baixas poténcias nas diluicGes, as altas poténcias sdo preferiveis
no tratamento de sintomas psicoldgicos, enquanto baixas poténcias sao utilizadas em
sintomas fisicos e/ou organicos. Os autores ressaltaram que altas poténcias devem ser
repetidas com menor frequéncia, enquanto baixas poténcias podem ser repetidas com
maior frequéncia, sendo utilizadas em casos agudos e muitas vezes utilizadas em
conjunto com medicamentos convencionais. Além disto, os autores destacaram que
baixas poténcias podem facilitar a resposta do mesmo medicamento em altas poténcias,
sendo a atividade bioldgica verificada nas diferentes poténcias.

Os medicamentos homeopaticos podem ser elaborados de matérias-primas de
origem vegetal, animal e mineral, as quais sdo solubilizadas em agua ou em alcool
(Aziz & Enbergs, 2005; Vargas & Ribeiro, 2009). Apesar dos questionamentos da
comunidade cientifica a terapia homeopética tem resistido ao teste do tempo, sendo
utilizada em varios paises (Chikramane et al., 2010).

O estimulo da energia vital do organismo pelo tratamento homeopatico pode ser
utilizado na profilaxia, no tratamento de doencas e na modulacdo de respostas
organicas, principalmente, relacionadas ao estresse (Valentim-Zabott et al., 2008).
Matos (2009) relatou que a energia vital é o alvo do tratamento homeopético que atua
pela acdo da energia fisica dos elétrons, contidos no medicamento homeopatico,
objetivando o equilibrio vital em desarmonia, que é representada pela doenca. O autor
ressaltou que a presenca destes elétrons em medicamento homeopatico pode ser
detectada através de métodos fisicos, como a andlise do espectro capilar, analise
espectral infravermelha, analise microlimétrica, leitura de condutancia, ressonancia
magnética, detector Gay, cristalizadores de Pfeiffer e outros. De acordo com o autor, a
liberacdo da energia dindmica no preparo do medicamento homeopatico, processo
denominado de dinamizagdo, ocorre por meio da vibracdo molecular, pela agitacdo
ritmada contra anteparo apropriado, utilizando sucussdo nas formas liquidas ou
trituracdo nas formas solidas.

A homeopatia prioriza a tratamento individual, sendo o tratamento populacional
também considerado unitario, com suas particularidades raciais, temperamentais,
ambientais e outras (Souza, 2002). Os medicamentos homeopaticos, quando
adicionados a agua ou a ragdo ndo interferem na palatabilidade, além de ndo deixarem
residuos no organismo animal e no meio ambiente (Arenales, 2002). A alopatia pode ser

efetiva, porém de dificil utilizacdo na piscicultura, visto que a maioria dos produtos é



nocivo aos peixes a populagdo consumidora e a0 meio ambiente (Vargas, 2004), além
de aumentarem a resisténcia dos patégenos aos medicamentos (Verlhac & Gabaudan,
1994).

Baseado no exposto, este estudo foi realizado com o objetivo de verificar a
influéncia da homeopatia na qualidade do sémen fresco ou congelado e na histologia

testicular de tilapias do Nilo.
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Il — Homeopatila 100 na qualidade do sémen fresco ou congelado e na histologia
testicular de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)

RESUMO - Este estudo foi realizado com o objetivo de verificar a influéncia da
homeopatia na qualidade do sémen fresco ou congelado e na histologia testicular de
tildpias do Nilo. Foram utilizados 320 machos de tilapia do Nilo (O. niloticus), da
linhagem GIFT, distribuidos, aleatoriamente, em tratamentos com 0, 2, 4 e 6%
Homeopatila 100/kg de racdo. Verificou-se a tendéncia na reducdo dos teores
soroldgicos de cortisol e testosterona com as dietas experimentais, com significancia de
(P<0,18) e (P<0,06), respectivamente. Os teores de cortisol foram 7,06 + 1,26; 5,53 *
1,50; 4,34 +1,80; 3,40 + 2,16 pg/dL e os de testosterona foram 530,65 + 1,36; 337,08 +
1,07; 214,11 + 0,84; 136,01 £ 0,67 ng/dL com alimentacdo com 0, 2, 4 e 6% de
Homeopatila 100/kg de racdo. Os mondcitos foram reduzidos (P<0,07) com o aumento
dos teores de nlcleo homeopético na dieta, sendo 4,69 + 0,12; 4,15 + 0,08; 3,66 + 0,09;
3,24 £+ 0,15%, respectivamente, nos grupos com 0, 2, 4 e 6% de Homeopatila 100/kg de
racdo. O indice gonadossomatico aumentou (P<0,05), com a racdo com teores de
Homeopatila 100 na dieta, sendo 0,39 + 0,28, no controle; 0,50 + 0,18, com 2%; 0,64 +
0,15, com 4% e 0,83 £ 0,22 com 6% de Homeopatila 100 kg de racdo. O percentual de
espermatogdnias A aumentou (P<0,05) até o teor de 4% de Homeopatila 100/kg de
racdo, com 6,23 + 1,83; 8,58 + 2,15; 8,93 + 2,19. Conclui-se que a adicdo de 6%
Homeopatila 100 aumentou o indice gonadossomatico sendo recomendada para
reprodutores de O. niloticus.

Palavras-chave: criopreservacdo, estresse, homeopatia, leucécitos, peixe



Homeopatila 100 in fresh or frozen semen and in testicular histology of Nile
tilapia (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT - This study was carried out with the objective to verify the
influence of the homeopathy in fresh and frozen semen and in testicular histology of
Nile tilapia. There were used 320 male Nile tilapia (O. niloticus), of the GIFT strain,
randomly distributed in four treatments with 0, 2, 4 and 6% Homeopatila 100/kg of
ration. There was a tendency in reduction of serum levels of cortisol and testosterone
with the experimental diets, with significance of (P<0.18 and P<0.06, respectively. The
cortisol levels were 7.06 + 1.26, 5.53 + 1.50, 4.34 + 1.80, 3.40 + 2.16 pg/dL, and
testosterone were 530.65 = 1.36, 337.08 + 1.07, 214.11 + 0.84, 136.01 + 0.67 ng/dL
with diet with 0, 2, 4 and 6% of Homeopatilal00/ kg of ration. The monocytes were
reduced (P<0.07) with increased levels of homeopathic complex in ration, being 4.69 +
0.12,4.15 + 0.08, 3.66 £ 0.09 and 3.24 + 0.15%, respectively, in groups with 0, 2, 4 and
6% of Homeopatila 100/kg of ration. The gonadosomatic index increased (P<0.05),
with addition of levels of the Homeopatila 100 in the ration, being 0.39 + 0.28, 0.50 +
0.18, 0.64 = 0.15 and 0.83 + 0.22, in order to control group, 2, 4 and 6% of
Homeopatila 100/kg of ration. The percentage of A spermatogonia increased (P<0.05)
up to 4% of Homeopatila 100/kg of the ration, with 6.23 + 1.83, 8.58 + 2.15, 8.93 +
2.19. It was concluded that the addition of 6% of Homeopatila 100 increased

gonadosomatic being recommended for reproducers of O. niloticus.

Key Words: cryopreservation, fish, homeopathy, leukocytes, stress
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Introducéo

O estresse gerado pelo cultivo intensivo de peixes pode prejudicar o desempenho
reprodutivo e dependendo do estagio de maturacdo gonadal, inibir a atividade da
hipofise, reduzindo os teores de gonadotropinas e, consequentemente, dos horménios
esteroides (Lima et al., 2006). O cortisol é o indicador mais utilizado de estresse em
peixes, em qualquer fase fisiologica e altos teores plasmaticos indicam supressdo das
funcBes imunoldgicas e reprodutivas (Vargas & Ribeiro, 2009). Guerra et al. (2004)
ressaltaram que o estresse aumenta a producdo de diferentes tipos de oxigénio reativos,
comprometendo, também, a qualidade do sémen. Isto impossibilita seu congelamento,
visto que as membranas plasmaticas dos espermatozoides sdo ricas em acidos graxos
poli-insaturados, tornando-as muito fluidas e susceptiveis aos danos peroxidativos, que
determinam a perda de suas fungdes e da integridade do DNA.

A homeopatia estimula a energia vital do organismo, permitindo a profilaxia,
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 inibitérios derivados de plantas, animais e
minerais, tornam-se estimuladores ou protetores, quando utilizados em altas diluicGes
(Aziz & Enbergs, 2005; Vargas & Ribeiro, 2009).

Ros et al. (2006) relataram que pelo receptor especifico de andrégenos nos
leucdcitos é possivel a regulacdo da imunocompeténcia de salmonideos, sendo que
teores elevados de testosterona no periodo reprodutivo suprimem a imunocompeténcia e
causam mortalidades. Valentim-Zabott (2006) ressaltou que em lotes monossexo de
tilapias do Nilo, dificilmente, hd desenvolvimento gonadal completo, sendo a energia
destinada ao crescimento das gbnadas direcionadas ao crescimento corporal. Contudo, a
homeopatia estimula o sistema imunoldgico, favorecendo o restabelecimento do
equilibrio animal e a reducdo do estresse (Benites, 2002; Servais, 2003). Desta maneira,
é possivel que os teores de ndcleo homeopatico, utilizados neste estudo, proporcionem
equilibrio fisioldgico, resultando em desenvolvimento gonadal completo e melhoria na
qualidade do sémen fresco e congelado de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).
Portanto, este estudo foi realizado com o objetivo de verificar a influéncia da
homeopatia na qualidade do sémen fresco ou congelado e na histologia testicular de O.

niloticus.
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Material e Métodos

O experimento, aprovado pelo Comité de Conduta Etica no Uso de Animais em
Experimentacdo da UEM, foi realizado na Estacdo de Piscicultura da Universidade
Estadual de Maringd (Codapar/UEM), distrito de Floriano, Maringd, latitude
23°31°25”S e longitude 52°03’12”W, e no Laboratério de Reproducdo Animal da
Universidade Estadual de Maringa, Parana, durante 90 dias entre os meses de marco a
maio de 2010.

Foram utilizados 320 machos de O. niloticus, linhagem GIFT, com seis meses de
idade, peso médio inicial de 93,12 + 2,95 g e comprimento total de 17,58 + 1,12 cm,
distribuidos, aleatoriamente, em quatro tratamentos, com quatro repeticdes, sendo cada
caixa de fibra de vidro, uma unidade experimental, com 20 peixes cada.

Os peixes foram alocados em estufa, com cobertura superior de tela sombrite 50%
e laterais de lona pléstica, para protecdo contra variacBes climéaticas bruscas e
predadores. A agua era renovada diariamente em 30% e o sistema suprido com aeracao
constante acima de 5 mg de oxigénio/L. Para a remocdo do acUmulo de matéria
organica, as caixas de fibra de vidro eram sifonadas trés vezes por semana, com
substituicdo de 70% da agua.

Apbs a implantacdo do experimento, trés vezes na semana, foram aferidas as
medidas de temperatura da agua com termémetro Incoterm comum e, semanalmente,
foram medidos o pH com phmétro portétil Méaster F-1002, o oxigénio dissolvido com
oximetro F-050 e a condutividade elétrica com o condutivimetro modelo DC-860.

Os peixes foram alimentados trés vezes por dia (3% da biomassa) com racédo
extrusada comercial com 45% de proteina bruta. Posteriormente, ao atingirem peso
médio de 150 g, os peixes foram alimentados com racdo contendo 32% de proteina
bruta.

Foram avaliados o controle e trés teores de Homeopatila 100 (Laboratdrio
Veterinario Real H, Cadastro no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
sob o N° 024/001 SFA/MS): 1) Controle; 2) com 2% de Homeopatila 100; 3) com 4%
Homeopatila 100; e 4) com 6% Homeopatila 100. As dietas com os tratamentos foram
preparadas semanalmente, aspergindo 20 mL solucdo hidroalcodlica (alcool 30° GL)/kg
de dieta — no grupo controle, 20 mL/kg de dieta de Homeopatila 100 para 2%, 40 mL de
Homeopatila 100/kg de dieta para 4% e 60 mL de Homeopatila 100/kg de dieta para

6%, homogeneizando-se, inicialmente, e deixando-a secar, revolvendo, periodicamente,
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ao abrigo da luz solar ou de produtos quimicos, até apresentar-se solta e sem odor de
alcool (Merlini, 2006).

Tabela1l- Composicao e diluicdo do nicleo homeopéatico Homeopatila 100, por quilo

de produto
Composicao do produto Diluicéo
lodum 102
Sulphur 1060
Natrum muriaticum 1070
Streptococcinum 1060
Veiculo (Alcool etilico 30 GL) 1 litro

Aos 90 dias do fornecimento das dietas experimentais foram realizadas as
colheitas de sangue, retirada de gbnadas e avaliacdo do sémen de 20 peixes por
tratamento.

O sangue (0,5 mL) foi retirado de cada peixe por pun¢édo vaso caudal (Tavares-
dias & Moraes, 2003) e, em seguida, realizadas as extensdes sanguineas em laminas, as
quais foram coradas, segundo método de Rosenfeld (1947) e empregadas na contagem
de células sanguineas de defesa. O restante do sangue foi utilizado para as dosagens
soroldgicas de cortisol e de testosterona, realizadas pelo método de
quimioluminescéncia no Centro de Diagndstico Veterinario, em Maringa, Parana.

Para obtencdo dos dados biométricos e para a retirada das gdnadas, 0s peixes
foram anestesiados com Benzocaina. O indice gonadossomatico (IGS) foi expresso pela
relacdo: IGS = Pg/ Pt x 100, em que: Pg = peso das gbnadas (g); Pt = peso total (Q)
(Soares et al., 2003; Castro, 2004).

Para andlise histolégica, as amostras foram retiradas da parte intermediaria das
gbnadas esquerdas, acondicionadas em solucdo de Bouim, desidratadas, diafanizadas e,
emblocados em parafina, para a obtengdo dos cortes em micrétomo Leica manual, em
espessuras de 5 pm. As laminas foram coradas com hematoxilina (Dziewulska &
Domagala, 2003), e eosina sendo, posteriormente, fotografadas em microscépio Motic
BA400, com camera Moticam 2.500. As areas foram delimitadas com o auxilio do
Software Motic Images Plus 2.0. Para afericdo da espessura média do paréngquima
testicular foram confeccionadas trés laminas por peixe, sendo tiradas trés

fotomicrografias por 1dmina, em aumento de 40x, com barra de escala de 10 um, para
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realizacdo de 21 medidas por ld&mina e total de 63 medidas por peixe. Para diferenciacdo
dos tipos de células espermaticas foram confeccionadas trés ldminas de cada peixe,
sendo tiradas 12 fotomicrografias em aumento de 40x, com barra de escala de 10 pum,
por lamina e total 36 fotomicrografias por peixe. A area de cada fotomicrografia no
aumento de 40x foi 60.562,8 um?.

Para a colheita de sémen, a papila urogenital foi seca com toalha de papel para
reduzir o risco de contaminacgédo do sémen (Godinho et al., 2003). O sémen foi coletado
em seringas de insulina, devidamente identificadas.

Do sémen colhido de cada tilapia do Nilo foram avaliados: cor, volume,
motilidade espermética progressiva, vigor espermatico, pH, concentracdo e a
morfologia espermatica, segundo os procedimentos de Sorensen (1979), adaptados para
peixes, descritos como segue:

Volume: ap6s massagem na regido abdominal no sentido encefalo-caudal ateé
esgotar a liberacdo do sémen, graduou-se e registrou-se o volume coletado.

Concentracédo espermatica: diluiu-se em um bécker 0,01 mL (micropipeta de 10
puL) em 10 mL de formol-salina tamponada, resultando a diluicdo de 1:500. Apoés a
diluicdo, a cAmara de Neubauer foi preenchida, por capilaridade e, foram contados os
espermatozoides de cinco quadrados maiores do campo de 1 mm2. Os espermatozoides
contados nos referidos quadrados foram somados, divididos por 80 quadrados
pequenos, multiplicados por 400 quadrados pequenos, pela diluicdo e pela altura da
camara, para se obter a quantidade de espermatozoides por mms3 de sémen.

Motilidade espermética progressiva e vigor espermatico: em uma lamina de
microscopia Otica foi diluida uma gota de sémen em seis a oito gotas de bicarbonato de
sodio a 1% e, deste diluido, foi colocado uma gota (0,03 mL — pipeta de Pasteur) sobre
outra lamina e sobre a gota foi colocada uma laminula e levada ao microscépio de
contraste de fase em aumento de 400x e avaliadas, subjetivamente, ambas variaveis.
Para motilidade espermatica progressiva e vigor espermatico, o escore variou de 0 a
100% e 0 a 5 pontos, respectivamente.

pH: foi utilizado papel de tornassol, colocando uma gota de sémen sobre a fita,
efetuando a leitura em escala propria.

Cor: foi utilizado o escore de 1 a 3 pontos, sendo que um (1) representa a
coloragdo branco cremoso, dois (2) branco leitoso, trés (3) branco aquoso.

Morfologia espermatica: foram preparados dois esfregagos com sémen diluido em

formol-salina tamponada, na proporcdo de 1:500 (sémen/solucdo diluente,
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respectivamente). Os esfregacos foram secos ao ar livre, corados pelo método de
Williams (1920), modificado por Lagerlof (1934) e, posteriormente, avaliados em
objetiva de 100x. Foram consideradas anormalidades primarias cauda quebrada, enrolada,
degenerada, macrocefalia, microcefalia e insercdo abaxial de cauda e, anormalidades
secundérias, cauda dobrada, cabeca solta, gotas citoplasméaticas proximal e distal,
realizando a contagem de 100 espermatozoides entre as laminas feitas de cada animal.

Com os valores dos volumes individuais e da concentracdo espermatica foi
calculado o nimero total de espermatozoides.

Para o congelamento, o sémen foi misturado ao meio diluidor na proporgao 1:9. A
composi¢do do meio diluidor é descrita na Tabela 2.

Tabela2 - Composi¢cdo do meio diluidor, com crioprotetor, para congelamento de

sémen de tilapias do Nilo

Componentes Quantidade

Beltsville Thawing Solution 5,00¢
Citrato de sodio diidratado 0,64 ¢
Glicose mono-hidratada 4,00 g
Acido etilenodiamino tetra-acético 0,13 ¢
Penicilina G sddica 0,03 ¢
Bicarbonato de sédio 0,13 ¢
Cloreto de potassio 0,08 ¢
Agua Destilada 100 mL

Dimetilsulfoxido 10 mL

O sémen diluido foi envasado em palhetas de 0,5 mL, transferidas para um botijao
de vapor de nitrogénio liquido (dry shipper) e mantidas em posicao vertical. Apos 24h, as
palhetas foram transferidas para um botijao de armazenamento, a -196°C. Em junho de
2010, as palhetas foram descongeladas, em banho-maria, a 30°C, durante 8 segundos,
para avaliagdo da motilidade espermatica progressiva, vigor espermatico, morfologia
espermatica e do tempo de sobrevivéncia do espermatozoide pos-descongelamento.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualisado e as variaveis resposta
foram submetidas ao procedimento dos Modelos Lineares Generalizados (Dobson,
2002), utilizando o procedimento GENMOD do SAS (1992), considerando que 0s erros
possuiam diferentes distribui¢des de probabilidade, com fungéo de ligacdo candnica.
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Resultados e Discussao

Os parametros fisicos quimicos da dgua durante o periodo experimental ndo foram
diferentes (P>0,05) entre as unidades experimentais, exceto a condutividade elétrica. A
temperatura média da agua foi 22,60 + 0,10°C, de acordo com o recomendado por
Moreira et al. (2001), que destacaram como temperatura 6tima de desenvolvimento
desta espécie o intervalo de 20 a 30°C. O valor médio do pH da agua foi 7,46 £ 0,03,
considerado adequado para o crescimento de tilapias, de acordo com Bombardelli et al.
(2010). A concentracdo meédia de oxigénio dissolvido foi de 3,48 £+ 0,20 mg/L. Apesar
deste valor ndo ser o ideal para cultivo de tilapias (El-Sayed, 2006), ele foi satisfatorio
para a manutencdo do crescimento da especie.

A condutividade elétrica aumentou (P<0,05), linearmente a medida que 0s teores
de Homeopatila 100 foram acrescidos na ragdo de tilapias do Nilo, sendo de 0,855 +
0,006 pS/cm no controle, 0,862 + 0,004 puS/cm com adicdo de 2% de Homeopatila
100/kg de racdo, 0,868 + 0,04 uS/cm com 4% Homeopatila 100/kg de racédo e 0,874 +
0,006 uS/cm com 6% Homeopatila 100/kg de racdo. A condutividade elétrica €
habilidade de uma solucdo aquosa conduzir corrente elétrica pela presenca de ions
(Fulber et al., 2010). Desta maneira, considerando as condi¢Ges de manejo similares nas
unidades experimentais, é possivel que o aumento linear da condutividade elétrica esteja
relacionado com a homeopatia, visto que a energia vital é o alvo do tratamento
homeopatico que atua pela acdo da energia fisica dos elétrons contidos no medicamento
homeopatico, objetivando o equilibrio do organismo (Valentim-Zabott et al., 2008;
Matos, 2009). Chikramane et al. (2010), utilizando amostras derivadas de metal,
detectaram por meio da microscopia eletrénica de transmissdo, da difracdo eletrénica e
de andlises quimicas de espectroscopia de emissdo atdbmica, a presenca de entidades
fisicas dos metais de origem em extremas dilui¢cdes, na forma de nanoparticulas.

O consumo semanal de racdo pelos peixes ndo foi influenciado (P>0,05) pelos
teores de Homeopatila 100, com média estimada e erro-padrdo de 442,31 + 1,11 g, por
unidade experimental.

Os teores de cortisol e testosterona no soro de tilapias do Nilo, alimentadas com
teores de Homeopatila 100, foram reduzidos (P<0,18) e (P<0,06), respectivamente
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Média estimada e erro-padrdo dos teores de cortisol e de testosterona e no
soro de tilapias do Nilo, alimentadas com Homeopatila 100 (0, 2, 4 e 6%),

durante 90 dias

Teor de Homeopatila 100/kg de racédo )
Parametros Pr<ChiSq
Controle 2% 4% 6%
Cortisol (ug/dL) 706+£126 553+150 434+180 340+216 0,18

Testosterona (ng/dL) 530,65+ 1,36 337,08 +1,07 214,11 +0,84 136,01 +0,67 0,06

Os teores soroldgicos de cortisol (Tabela 3) foram reduzidos (P<0,18), y =

1,9537 — 0,1215x
exp

, com alimentagcdo com teores de Homeopatila 100. Esta tendéncia foi
destacada considerando a atuacdo da homeopatia em 82% dos peixes deste estudo, visto
que o cortisol poderia prejudicar o desenvolvimento gonadal e a qualidade dos gametas
(Aluru & Vijayan, 2009). Os corticosteroides podem exercer efeitos positivos ou
inibitérios sobre as fungdes reprodutivas pela presenca de receptores nucleares que
atuam como fatores de transcri¢do para realizar suas atividades fisiologicas nos tecidos
reprodutivos como o testiculo e o ovéario (Mila et al., 2009). O comportamento social
dos peixes poderia influenciar o teor de cortisol e a competéncia reprodutiva, pela
producdo de sinalizadores que induzem mudanca neural (Fox et al., 1997). Foo & Lan
(1993) relataram que peixes ndo-estressados apresentaram teor soroldgico de cortisol
inferior a 10 ng/mL ou 1 pg/dL, enquanto os estressados por confinamento ou captura
apresentaram teores acima de 119 ng/mL ou 11,9 pg/dL. A exposicdo moderada aos
agentes estressores pode produzir uma resposta adaptativa que restituiria o equilibrio do
organismo (Silveira et al., 2009). Entretanto, Barcellos et al. (1999) observaram que
tilapias do Nilo submetidas ao estresse crénico se adaptaram aos estressores apds um
periodo de, aproximadamente, 44 dias, fato que pode ter ocorrido neste estudo. Os
autores ressaltaram que a funcdo do ACTH é reconhecida em teleGsteos, porém
evidéncias demonstram que este hormdnio ndo atua sozinho, mas na presenca de
estimulantes como o neuropeptideo Y, o fator liberador de corticotropina, concentracao
de melandforos e na presenca de inibitorios como a dopamina.

Determinados estudos realizados em humanos e animais relataram que agentes
estressantes podem inibir a funcdo hormonal dos testiculos, reduzindo o teor de
testosterona no sangue, porém outros dados sugerem que o estresse ndo interfere na
producdo de testosterona (Chichinadze & Chichinadze, 2008). Desta maneira, a reducéo

(P<0,06) do teor de testosterona (Tabela 3), no soro de tilapias do Nilo submetidas a
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6,2741 — 0,2269x

homeopatia, y = exp , pode indicar a estabilidade da estrutura social,
considerando a agressividade destes peixes, que sdo territorialistas e se submetem a
hierarquia de dominancia. Rajkumar et al. (2006) verificaram que a homeopatia
aumentou a concentracao sérica de estradiol em vacas, sendo eficaz na inducédo do estro.
Apesar deste fato ndo estar relacionado com este estudo, destaca-se a resposta positiva
da homeopatia na regulacdo hormonal de animais com complexa fisiologia digestoria.
Os teores de Homeopatila 100 na dieta de tilapias do Nilo ndo influenciaram
(P>0,05) os linfocitos, neutréfilos, basofilos e as células jovens (Tabela 4). Entretanto,
0s mondcitos foram reduzidos (P<0,07), linearmente, com homeopatia. Poucos

eosinofilos foram observados, ndo sendo possivel a analise estatistica deste pardmetro.

Tabela 4 - Média estimada e erro-padrdo dos elementos de defesa do sangue de tilapias

do Nilo, alimentadas com teores de Homeopatila 100 (0, 2, 4 e 6%), durante

de 90 dias
Teor de Homeopatila 100/kg de ragéo
Parametros P<ChiSq
Controle 2% 4% 6%
Linfocitos (%) 88,17+ 0,03 89,17+0,02 90,07+0,02 91,04 +0,03 0,43
Neutrofilos (%) 294+0,18 2,74+0,12 256+0,12 2,39+0,19 0,48
Mondcitos (%) 469+0,12 4,15+0,08 366+0,09 3,24+0,15 0,07
Basofilos (%) 263+0,15 248+0,10 2,33+0,11 2,19+0,16 0,46
Células jovens (%) 162+019 146+0,13 1,33+0,14 1,20+0,22 0,36

A composicdo sanguinea dos peixes teledsteos pode estar relacionada a fatores
como 0 sexo e o estagio de desenvolvimento gonadal (Tavares-Dias et al., 2004).

Barros et al. (2002) verificaram o percentual de 87,33% de linfocitos no sangue de
tilapias do Nilo, valor semelhante ao observado neste estudo. Os autores relataram que o
valor minimo de neutrofilos em tilapias do Nilo foi 3,00%. Porém, o numero de
leucdcitos pode variar entre as espécies, entre peixes da mesma espécie em diferentes
condicGes de manejo e ambiente (Tavares-Dias et al., 1999). A resposta priméaria ao
estresse € a liberacdo de corticosteroides e adrenalina, enquanto a secundaria € a
canalizacdo das acOes e dos efeitos destes hormdnios em nivel sanguineo e de tecidos e
a terciaria manifesta-se na populagéo reduzindo crescimento, prejudicando a reproducédo
e a resposta imune (Lima et al.,, 2006), o que ndo se verificou na Tabela 4,

principalmente, pela redugdo (P<0,07) linear do percentual de monocitos. Destaca-se
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que quando a homeostasia dos peixes esta abalada por condicBes estressantes causadas
por infeccdes e/ou por variagfes ambientais, 0s animais podem responder positiva ou
negativamente as dietas fornecidas (Signor et al., 2010). A quantificacdo das células de
defesa do organismo auxilia no diagndstico de estresse, visto que 0 aumento do nimero
de leucdcitos pode indicar resposta de defesa do organismo frente ao abalo da
homeostasia (Azevedo et al., 2006).

A reducéo do cortisol (Tabela 3) e do percentual de mondcitos (Tabela 4) sugere a
manutencdo da homeostasia com adicéo de teores de Homeopatila 100.

O peso do animal, peso da gbnada direita, peso da gbnada esquerda, o
comprimento total do animal, o comprimento médio das gbnadas (Tabela 5), ndo foram
influenciados (P>0,05) pelos teores de Homeopatila 100, diferentemente do indice
gonadossomético (Tabela 5) que aumentou (P<0,05) linearmente, y = exp™*®’ * 024
com a homeopatia. Estes resultados confirmaram a observacgdo de Siena et al. (2010)
que nao verificaram influéncia de teores de Homeopatila 100 no peso e comprimento
total do animal. A semelhanca entre 0 comprimento das gonadas que foi observado
neste estudo com tildpias do Nilo, linhagem GIFT, esta de acordo com o relato de
Lacerda (2006), assim como a descricdo da superficie lisa das gbnadas também
verificada nos peixes deste estudo.

Tabela5 - Média estimada e erro-padrdo da biometria do animal, da biometria das
gbnadas e do indice gonadossomatico de tilapias do Nilo, alimentadas com
teores de Homeopatila 100 (0, 2, 4 e 6%), no periodo de 90 dias

Teor de Homeopatila 100/kg de racéo

Parametros

Controle 2% 4% 6%
Peso do animal () 187,10+ 0,05 185,86 +0,03 184,64 + 0,03 183,42 + 0,05
Peso da gbnada direita (g) 042+028 046+0,18 051+0,17 056+0,26
Peso da gbnada esquerda (g) 046+028 047+0,18 049+0,17 051+0,26
indice gonadossomatico 0,39+0,28* 050+0,18* 0,64+0,15* 0,83+0,22*
Comprimento total do animal (cm) 2150+0,04 21,38+0,03 2125+0,03 21,13+0,04

Comprimento médio das gbnadas (cm)  5,17+0,18 525+0,12 534+0,12 542+0,18
*P<0,05

O indice gonadossomatico (Tabela 5) aumentou (P<0,05), linearmente, com a

racdo aspergida com diferentes teores de Homeopatila 100. Chao et al. (1987)
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verificaram que o indice gonadossomatico de seis espécies de tilapia variou de 0,07 a
2,71, intervalo semelhante aos dados observados neste estudo para esta espécie. De
acordo com Soares et al. (2003), o indice gonadossomatico esta relacionado com a
maturidade gonadal. Os autores destacaram, em estudo com matrinxd Brycon
amazonicus, que valores abaixo de 0,5% do peso total do animal, sdo indicativos de
individuos em fase inicial do desenvolvimento gonadal. Castro (2004) enfatizou que
apesar do indice gonadossomatico ser indicador do estado funcional das gbnadas, a
analise histologica permite melhor avaliacdo da condicéo reprodutiva.

A espessura do parénquima testicular e o percentual de espermatozoides, de
espermatides, de espermatocitos, de espermatogbnias primarias, de espermatogénias B,
e de espermatogdnias-tronco ndo foram influenciados (P>0,05) pela homeopatia (Tabela
6). O percentual de espermatdgonias A (Tabela 6) apresentou efeito quadratico

(P<0,05), y= eXpl,2253 +0,7444x — 0,1410X2.

Tabela 6 - Média estimada e erro-padrdo da espessura do parénquima testicular e das
caracteristicas histolégicas dos testiculos de tilapias do Nilo, alimentados

com teores de Homeopatila 100 (0, 2, 4 e 6%), no periodo de 90 dias

Teor de Homeopatila 100/kg de racéo

Parametros

Controle 2% 4% 6%
Espessura do parénguima testicular (um) 813,30 + 1,06 789,42 + 1,11 766,24 + 1,17 743,75 +£ 1,22
Percentual de espermatozoides 902+220 805+2,09 8,70+2,16 11,38+243
Percentual de espermatides 448+030 398+0,19 353+019 3,13+0,31
Percentual de espermatdcitos 228+021 226+0,14 225+0,14 2,23+0,20
Percentual de espermatogbnias primarias  3,85+0,21 359+0,12 3,34+0,13 3,13%0,22
Percentual de espermatogbnias A 6,23+1,83* 858+2,15* 8,93+219* 7,00+1,95*
Percentual de espermatogbnias B 888+117 894+130 900+£145 9,05+1,62
NUmero de espermatogdnias-tronco 28,28+0,06 28,14+0,04 28,00£0,04 27,87+0,06
*P<0,05

Os cistos espermatogénicos séo formados quando as células de Sertoli se unem as
espermatogonias A (Lacerda et al., 2006). Desta maneira, supde-se que o aumento do
namero de espermatogonias A (Tabela 6), nas gbnadas de tilapias do Nilo, alimentadas
com Homeopatila 100 até o teor de 4% (Figura 1) por quilo de racdo, resultou em

aumento do namero de células de Sertoli, fato que esta relacionado com o aumento do
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indice gonadossomatico (Tabela 5), visto que a proliferacdo das células de Sertoli é
considerada o fator primario responsavel pelo aumento do testiculo (Lacerda, 2006).

Figura 1 - Espermatogdnias A nas gbnadas de tilapias do Nilo alimentadas com 0 e 4%

de Homeopatila 100/kg de racdo, respectivamente, fotomicrografias (a) e (b).

Coloracdo HE, em aumento 40 x e barra de 10 pm.

O aumento linear do indice gonadossomatico (Tabela 5) sugere a proliferacdo de
células somaticas. Destaca-se que animais em estacdo reprodutiva deveriam apresentar
predominio de espermatozoides nas gonadas, diferentemente dos resultados observados
na Tabela 6.

Os resultados do ajuste do modelo linear generalizado (n; = bp) referente ao volume
de sémen colhido, a motilidade espermatica, 0 vigor espermatico, a concentracao
espermatica, o nimero de espermatozoides no sémen colhido, o pH, a cor e o percentual
de espermatozoides normais, de espermatozoides anormais, de anormalidades primérias e
de anormalidades secundarias pela Homeopatila 100 (Tabela 7).

O volume de sémen (Tabela 7) ndo foi influenciado (P>0,05) pelos teores de
Homeopatila 100 aspergidos na racdo. O aumento do indice gonadossomatico poderia
refletir no aumento do volume do sémen e dos teores de andrégenos (Castro, 2004), o
que ndo foi verificado neste estudo.

A maioria das espécies de peixes ndo possui glandulas sexuais acessérias
produtoras componentes organicos (Krol et al., 2006), sendo o plasma seminal
produzido pelas génadas e pelos ductos espermaticos (Mojica, 2004). Sanches et al.
(2009) ressaltaram que variagdes no volume de sémen podem ocorrer, pois a extrusao

n&do garante a liberacdo total do sémen presente nas génadas.
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Tabela 7 - Média estimada e erro-padrdo dos parametros quali-quantitativos do sémen
de tilapias do Nilo, alimentadas com teores de Homeopatila 100 (0, 2, 4 e
6%), no periodo de 90 dias

Teor de Homeopatila 100/ kg de racéo

Pardmetros

Controle 2% 4% 6%
Volume de sémen (mL) 0,13+051 0,15+0,33 0,17+0,30 0,19+0,45
Motilidade espermatica (%) 39,13+ 0,10 40,20+ 0,07 41,48 +0,07 42,70+£0,10
Vigor espermaético (pontos)* 289+011 291+0,07 292+0,07 294+0,11
Concentragdo espermatica 840+016 755+0,11 6,79+0,11 6,11+0,17

(espermatozoides/mL x 10°)
Numero de espermatozoides no sémen 2,11 +0,13 2,38+0,08 2,68+0,08 3,03+0,12
colhido (x10%)

pH 755+0,07 752+005 7,49+0,05 7,46+0.07
Cor (pontos)? 165+0,15 168+0,10 1,70+0,09 1,73+0,14
Espermatozoides normais (%) 47,08+ 0,05 47,52+ 0,03 47,96 + 0,03 48,41 + 0,05
Espermatozoides anormais (%) 52,91 +£0,05 52,45+ 0,03 52,00 + 0,03 51,56 + 0,05
Anormalidades primarias (%) 36,91+0,06 37,42+ 0,04 37,94 +£9,04 38,46 + 0,07
Anormalidades secundarias (%) 15,25 +0,16 15,19+0,11 15,13 +0,11 15,07 £ 0,17

10 ponto indica auséncia de vigor; 5 pontos indicam vigor maximo.

21 ponto indica a cor branca cremosa; 2 pontos, branco leitoso; 3 pontos, branco aquoso.

A motilidade espermatica e o vigor espermatico (Tabela 7) ndo foram diferentes
(P>0,05) pela ingestdo de racdo contendo diferentes teores de Homeopatila 100.
Diferentemente dos resultados obtidos neste estudo, Gerhard & Wallis (2002)
observaram, em homens subférteis, que o tratamento homeopatico aumentou a
motilidade espermatica apos trés e seis meses de tratamento.

Aziz & Enbergs (2005) observaram, no sémen de bovinos, ao administrarem
monensina homeopatica, substancia inibidora da atividade espermatica em condicdes
normais, mas que fornecida ao animal na diluicdo de nove vezes, aumentou de forma
efetiva a atividade mitocondrial dos espermatozoides. No entanto, os referidos autores
destacaram a necessidade de se realizarem estudos para avaliar os efeitos sobre a
qualidade e a fertilidade do sémen.

De acordo com Krol et al. (2006), a motilidade e a concentracdo espermatica sao

0s parametros que determinam a capacidade fertilizante do espermatozoide, sendo que a
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concentracdo espermatica pode, indiretamente, demonstrar o bom funcionamento das
gbnadas.

No presente estudo, a concentracdo espermatica e 0 nimero de espermatozoides
no sémen colhido ndo foram influenciados (P>0,05) pela ingestdo de ra¢do contendo
teores de Homeopatila 100. Gerhard & Wallis (2002) verificaram, em homens
subférteis, que a homeopatia aumentou a concentragdo espermatica. Segundo os autores,
este pardmetro foi evidente somente apds 12 meses de tratamento. Os autores
destacaram que a alteracdo dos fatores ambientais como a presenca de metais pesados,
alteracdo de temperatura, radiacdo solar podem influenciar a espermatogénese, nédo
evidenciando possiveis efeitos da terapia homeopatica.

Com relacéo a cor do sémen (Tabela 7) ndo se verificou diferenca (P>0,05) entre
os reprodutores alimentados com racdo com diferentes teores de Homeopatila 100, mas
a coloracdo branca leitosa predominou no sémen destes peixes. Mataveli et al. (2010)
associaram em tilapias do Nilo, linhagem Chitralada, a colora¢do branca cremosa a um
sémen que apresenta maior concentracdo de espermatozoides em relacdo as coloracdes
branca leitosa e branca aquosa. A cor do sémen pode estar associada ao pH, porém, nos
quatro tratamentos,o valor predominante do pH foi, aproximadamente, 8.

O percentual de espermatozoides normais e anormais, de anormalidades primarias
e de anormalidades secundarias (Tabela 7) ndo foi influenciado (P>0,05) pelos teores de
Homeopatila 100 na dieta de tilapias do Nilo. Lobreiro (2007) observou que a
homeopatia reduziu as anormalidades espermaéticas, além de aumentar a motilidade
espermatica de touro Nelore infértil, fato ndo verificado neste estudo. Streit Jr. et al.
(2006) relataram que as anormalidades espermaticas sao responsaveis pela reducdo da
motilidade espermatica, prejudicando a fertilizacdo. Sanches et al. (2009) utilizaram
sémen de dourado Salminus maxillosus em ensaio de fertilizacdo com 35,5% de
espermatozoides normais, 27,7% de anormalidade primérias e 36,8% de anormalidades
secundarias. Streit Jr et al. (2005) verificaram 57,0% de fertilizacdo de odcitos, com
sémen de pacu Piaractus mesopotamicus com indice de anormalidades espermaticas de
49,4%. Sanches et al. (2009) ressaltaram que ndo ha definicdo do indice de
anormalidades espermaticas aceitavel para peixes como ha em mamiferos, cujo sémen
que apresente anormalidades espermaticas superiores a 30% € considerado inadequado
para o uso em fertilizacdo artificial ou monta natural.

Chenoweth (2005) afirmou que as anormalidades espermaticas sdo associadas

com a infertilidade em diversas espécies. O autor destacou que as anormalidades na
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estrutura espermatica sdo causadas por fatores ambientais, genéticos ou ambos. As
anormalidades séo classificadas, de acordo com o autor, em as anormalidades primérias
originadas durante a espermatogénese e as anormalidades secundéarias desenvolvidas
apos a espermiacdo. De acordo com Kavamoto et al. (1998), as anormalidades
morfolégicas da pecga intermediaria e cauda causam alteragBes progressivas na
motilidade espermética, aumentando o nimero de espermatozoides com movimentos
circulares ou oscilatorios.

Os parametros quali-quantitativos ndo significativos do sémen fresco de tilapias
do Nilo, linhagem Chitralada, verificados por Mataveli et al. (2010) indicaram que a
média estimada de volume de sémen foi 63% maior do que a observada neste estudo,
porém o indice de espermatozoides normais foi 64% menor. Os valores observados
pelos referidos autores para as anormalidades primarias, o vigor espermatico, o pH e a
cor foram semelhantes aos resultados deste estudo com a linhagem GIFT.

A motilidade espermatica, vigor espermatico, tempo de ativacdo espermatica,
espermatozoides normais e anormais, anormalidades primarias e as secundarias do
sémen descongelado (Tabela 8) ndo foram influenciadas (P>0,05) pela ingestdo dos

teores de Homeopatila 100 aspergidos na racao.

Tabela 8 - Média estimada e erro-padrdo dos parametros quali-quantitativos do sémen
descongelado de tilapias do Nilo, alimentadas com teores de Homeopatila
100 (0, 2, 4 e 6%), no periodo de 90 dias

Teor de Homeopatila 100/kg de ragéo

Parametros
Controle 2% 4% 6%

Motilidade espermatica (%) 6,25+0,30 5,34+0,19 456+020 3,89+0,31
Vigor espermético (pontos)* 192+0,17 1,78+0,11 165+0,11 152+0,18
Tempo de sobrevivéncia (min) 402+0,21 385+013 3,68+0,14 353+0,22
Espermatozoides normais (%) 40,87 £ 0,06 39,76 + 0,04 38,68+ 0,04 37,63+ 0,06
Espermatozoides anormais (%) 59,06 + 0,04 60,18 + 0,03 61,33+0,02 62,50+ 0,04
Anormalidades primarias (%) 27,10+ 0,10 27,74+0,06 28,39+ 0,06 29,06 + 0,09
Anormalidades secundarias (%) 31,92 +0,10 32,46 +0,06 33,01 +0,06 33,57 +0,09

10 ponto indica auséncia de vigor; 5 pontos indicam vigor maximo.

Godinho et al. (2003) salientaram que a motilidade espermatica, ao invés da taxa

de fertilizacdo, € um dos critérios mais adequados para avaliagdo do sucesso da
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criopreservacdo do sémen de tildpias. Os autores verificaram em tilapias do Nilo,
linhagem Chitralada, que a motilidade espermatica do sémen pds-descongelado,
criopreservado com DMSO, foi de 20-25%, porém os referidos autores selecionaram
amostras de sémen com motilidade espermatica superior a 80%, fato que ndo foi
possivel neste estudo, visto que a motilidade espermaética no sémen fresco (Tabela 7)
variou de 39,13 a 42,70%. Desta maneira, € possivel que a motilidade espermética do
sémen fresco de tilapias do Nilo, linhagem GIFT, tenha contribuido com baixa
motilidade espermatica pos-descongelamento, ndo demonstrando os efeitos da
homeopatia.

Sanches et al. (2009) destacaram que o tempo de sobrevivéncia dos
espermatozoides pode ser afetado pelas solugdes ativadoras, pelas concentracdes
osmoticas e idnicas e pelas temperaturas das solucdes ativadoras. Os autores ressaltaram
que o tempo de sobrevivéncia dos espermatozoides € um fator que influencia a taxa de
fertilidade, assim como a relacéo espermatozoide:odcito.

Li et al. (2006) relataram que o processo de criopreservacdo influencia a
integridade morfoldgica e funcional do espermatozoide, destacando a integridade da
membrana plasmatica e a fungdo mitocondrial, os dois fatores mais importantes para a
manutencdo da viabilidade espermatica. Os autores evidenciaram que 0s danos
espermaticos como a desnaturacdo de proteinas, a deformacédo estrutural de organelas
celulares, anormalidades na estrutura da cromatina e alteracdes gendmicas, possam ter
reduzido a motilidade espermatica e o vigor espermatico, culminando na reducdo da
fertilidade.

A atividade mitocondrial ¢ o pardmetro mais importante da viabilidade
espermatica e estd correlacionada com a motilidade espermaética (Aziz & Enbergs,
2005). Gonzalez (2004) ressaltou mudancas na arquitetura mitocondrial apos a
criopreservacdo espermatica, observando que durante o resfriamento a 5°C ocorreu
condensacdo, perda de material mitocondrial e alteragdo morfoldgica. O autor destacou
que espermatozoides submetidos a congelacdo apresentam grandes cristais de gelo nas
mitocdndrias e apos a descongelagdo perdas no contetdo estrutural. Portanto, o autor
relatou que como a fosforilagcdo oxidativa e o transporte de protons sdo realizados na
membrana, € provavel que a producdo de adenosinatrifosfato seja prejudicada neste
processo. Acredita-se que o0s resultados obtidos neste estudo, incluindo os
espermatozoides descongelados de tilapia do Nilo, tenham sido influenciados pelo que

foi exposto por Gonzalez (2004) e Li (2006). Desta maneira, 0s possiveis beneficios do
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nucleo homeopatico ndo se destacaram (P>0,05) nos parametros espermaticos do sémen
congelado.

Soto et al. (2010) verificaram que o nlacleo homeopatico, contendo Avena sativa,
no meio diluidor, utilizado no resfriamento de sémen de suinos, aumentou a motilidade
progressiva e a taxa de prenhez. Possivelmente, estudos com a utilizagdo de nucleo
homeopéatico no meio diluidor do sémen sejam necessarios para contribuir com a

viabilidade espermatica do sémen congelado de tilapias do Nilo.

Concluséao

Conclui-se que a adicdo de 6% Homeopatila 100 aumentou o indice

gonadossomatico sendo recomendado para reprodutores de O. niloticus.
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