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Resumo

O alho (Alliumsativum) é uma planta perene pertencente a familia Liliacea, conhecido como
agente medicinal terapéutico e profilatico muito potente, utilizado em muitas culturas.

A hematologia estuda as células do sangue bem como as alteracbes dos padrbes e 0s
distarbios morfoldgicos das células sanguineas. O trabalho foi realizado no laboratério de
campus de Instituto Superior Politécnico de Gaza, os juvenis foram capturados no tanque de
geomembrana da mesma instituicdo com um peso medio de + 8.85gramas do desvio padréo,
em seguida foram mantidos num tratamento de desinfeccdo usando sal comum durante
24horas, e 0 extracto aquoso de alho foi obtido pelo método de percolacdo, no experimento
usou-se a regressdo linear simples com 3 tratamentos (T1=10mlt/l, T2=12,5mlt/l e
T3=15mlt/l) e 3 repeticbes em 9 unidades experimentais com um volume Util de 5L em cada
unidade experimental, os mesmos foram expostos durante 24h, 48h e 72hg. Em cada unidade
experimental foram alocados 5 juvenis sem alimenta-los e com aeracdo constante. Depois das
8horas da introducdo do extracto aquoso de alho os juvenis de T2=12,5ml/l e T3=15ml
apresentardo uma natacdo erratica e aboquejamento nas superficies das unidades
experimentais, resultando em mortalidades. Apds 72h o tratamento T2 apresentou uma
percentagem de 60% e no tratamento T3 uma percentagem de 100% de mortalidade, sendo
que no tratamento T1 ndo houve nenhuma mudanca comportamental, e em cada tratamento
foi retirado um juvenil que serviu de amostra e foram embalsamados e transportados para o
laboratério de UEM, onde foram feitas as andlises histoldgicas e hematoldgicas. Os
tratamentos T2 e T3 apresentardo necrose nas lamelas e fragmentacéo das fibras, sendo que o
T1 apresentou aspecto normal. Concluiu-se que a concentracdo ideal do extracto aquoso de
alho que pode ser usada sem causar danos anatomicos para juvenis de tilapia € T1=10ml/I: por
ndo apresentar nenhumas alteracfes histoldgicas e por ndo causar nenhuma mortalidade
durante o banho terapéutico de 72horas.

Palavras-chave: tilapianil6tica, extrato de alho, concentracoes.
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ABSTRACT

Garlic (Alliumsativum) is a perennial plant belonging to the Liliacea family, known as a very
potent therapeutic and prophylactic medicinal agent, used in many cultures. hematology
studies blood cells as well as changes in blood cell patterns and morphological disorders. .the
work was carried out in the laboratory of the Instituto Superior Politécnico de Gaza campus,
the juveniles were captured in the geomembrane tank of the same institution with an average
weight of = 8.85 grams of the standard deviation, then they were kept in a disinfection
treatment using salt for 24 hours, and the aqueous garlic extract was obtained by the
percolation method, in the experiment simple linear regression was used with 3 treatments
(T1=10mlt/l, T2=12.5mit/l and T3=15mlit/l) and 3 replicates in 9 experimental units with a
useful volume of 5L in each experimental unit, the. they were exposed for 24h, 48h and
72hg.in each experimental unit, 5 juveniles were allocated without feeding them and with
constant aeration8 hours after the introduction of the aqueous garlic extract, the juveniles of
T2=12.5ml/l and T3=15ml will show erratic swimming and pouting on the surfaces of the
experimental units, resulting in mortalities. .after 72h, treatment T2 showed a percentage of
60% and treatment T3 a percentage of 100% mortality, and treatment T1 had no behavioral
change, and in each treatment a juvenile was removed and served as a sample and they were
embalmed and transported to.EMU laboratory, where histological and hematological analyzes
were performed.the treatments T2 and T3 will present necrosis in the lamellae and
fragmentation of the fibers, being that the T1 presented normal aspect. .it was concluded that
the ideal concentration of aqueous garlic extract that can be used without causing anatomical
damage to juvenile tilapia is T1=10ml/l: because it does not present any histological
alterations and because it does not cause any mortality during the 72-hour therapeutic bath.

Keywords: Nile tilapia, garlic extract, concentrations.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura é a actividade que se dedica a producdo de alimentos com maior crescimento
anual, actualmente é responsével por quase 50% da producéo de pescado (FAO, 2012).

A producéo de tilapia corresponde a uma importante parcela da producdo continental de
pescado (FAO, 2010). Por ser uma espécie capaz de tolerar regimes de criacdo intensivos,
com uma taxa de crescimento satisfatoria e boa aceitacdo de seus produtos pelo mercado, o
interesse em seu cultivo é crescente (IBGE, 2013).

Durante o processo de cultivo, os peixes sdo constantemente submetidos a diferentes
procedimentos de manejo e variacbes ambientais, que podem alterar o equilibrio orgénico e
podem levar a alteragdes em seu metabolismo, comprometendo sua imunidade. Sabe-se que
alteracdes no sistema imune de peixes provocados por agentes externos estdo directamente
associadas a significativa redu¢do na sua resisténcia a doencas (Roberts, 2012).

A hematologia estuda as células do sangue bem como as alteracbes dos padrbes e 0s
disturbios morfoldgicos das células sanguineas. Esse tecido tem como funcéo distribuir calor,
transportar 0s gases respiratorios, nutrientes, hormonios e produtos de excrecdo, além de
actuar na defesa do organismo (TAVARES-DIAS et al., 2009).

Sdo varios produtos de origem vegetal e inorganicos usados para o tratamento de doencas,
mas deles regista se o0 inconveniente na determinagdo das doses certas. Segundo GOMES
(2011), na aquacultura usa-se mais o extracto de piri-piri, de alho e de gengibre.

O alho (Allium sativum) é uma planta perene pertencente a familia Liliacea, conhecido como
agente medicinal terapéutico e profilatico muito potente, utilizado em muitas culturas
(MAULIK, 2002)..

As investigacOes relativas ao efeito do extracto de alho em tildpias representam uma
alternativa para a substituicdo do uso de antibiéticos e quimioterapicos no tratamento de
doencas infecciosas e/ou parasitarias, melhorando a condicéo de salde dos peixes e reduzindo
0s potenciais danos ao meio ambiente, ao consumidor e potencializando a producdo organica
ou agroecologica (IBGE, 2013).

O presente trabalho tem como objectivo avaliar as concentragdes letais de extrato aquoso de

alho e seus efeitos em juvenis da tilapia nil6tica.
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1.1.Problema e Justificacdo

O alho (Allium sativum L.) é uma planta rica em alicina, podendo ser utilizada no controle de
diversas doencas que acometem 0s peixes, também apresenta actividade imune estimulante,
anticancerigena, hepatoprotetora, antioxidante, antiviral, antifungica e também antiparasitaria
(KEMPER, 2000).

A intensificacdo da producdo tem como consequéncia 0 aumento da ocorréncia de
enfermidades, tornando um fator limitante na producéo de tilapias.

O uso de produtos naturais, com comprovadas acdes medicinais, tem sido uma alternativa
para minimizar a incidéncia de doencas e melhorar o desempenho produtivo. Os extratos
vegetais sdo compostos naturais e indcuos, e tém grande potencial de uso na aquicultura como
promotores de crescimento, imunoestimuladores, antibiéticos e anti-estresse. O interesse pelo
uso de imunoestimulantes a base de extratos vegetais tem aumentado nos Gltimos tempos por
todo o mundo, devido a facilidade de preparo, raros efeitos colaterais aos animais e a0 meio
ambiente e baixo custo,

Poucos sdo estudos feitos em Mocambique que destacam as melhores concentragcdes de
extracto de alho durante banhos terapéuticos, a fim de ndo haver perdas dos peixes e extractos
durante o tratamento.

Contudo, a dosagem correcta na aplicacdo do fitoterapico é essencial porque as propriedades
imunoestimulantes do vegetal desaparecem em altas concentragcfes (NDONG &FALL, 2011).
Além disso, o alho deve ser utilizado na forma de extracto cru, pois temperaturas elevadas
desnaturam a alicina, ocasionando perdas das propriedades antimicrobianas (MADSEN et al,
2000).
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1.2.0bjectivos
1.2.1. Geral
v Avaliar as concentraces letais do extrato aquoso de alho e seus efeitos em juvenis da

tilapia nilética (Oreochromis niloticus).

1.2.2. Objectivos especificos
v Fazer a analise histoldgica e hematoldgica das branquias e musculo;

v Determinar a taxa de mortalidade e de sobrevivéncia dos peixes;
v Identificar a concentracdo do extrato aquoso de alho que nédo é letal aos juvenis da
tilapia nilotica.
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1.3.Hipdteses
Ho: Todas as concentragdes de extractos de alho s&o letais aos juvenis da tilapia nildtica.

Ha: Pelo menos uma concentragdo de extrato de alho néo é letal aos juvenis da tilapia nilética

18



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Til4pia

A tilapia pertence a familia Cichlidae e é originaria de paises da Africa e do Oriente Médio
(RIBEIRO &MOREIRA, 2012).

A tilapia é uma espécie tropical de habito diurno que habita preferencialmente em aguas rasas
de rios, lagos e canais de irrigacdo, doce e salobra (FishBase, 2015). E um peixe omnivoro
forrageiro que se alimenta de fitoplancton, perifiton, plantas aquéticas, pequenos
invertebrados, fauna béntica, detritos e biofilmes associados a estes, sendo a secrecdo de
muco para captacdo de plancton na cavidade bucal uma caracteristica propria da espécie
(FAO, 2015).

A tilapia é uma espécie ovipara que atinge a maturidade sexual ao redor dos 5-6 meses,
ocorrendo desova quando a temperatura da agua esta em torno de 24°C. O processo
reprodutivo comeca quando o macho estabelece seu territdrio, escava um ninho de 20 a 50 cm
de diametro no substrato e passa a protegé-lo, atraindo uma fémea e cortejando-a por horas
(RIBEIRO&MOREIRA, 2012).

Os machos atingem o peso comercial mais cedo. Tilapias podem viver por mais de 10 anos e
pesar aproximadamente 5 kg (MAPA, 2007).

AlteracGes em factores ambientais, nutricionais, genéticos e sanitarios podem causar
alteraces no ambiente de cultivo que tornam as tildpias menos resistentes a certos patégenos
comummente encontrados na agua, porém, sem determinar doenca nos peixes (Pavanelli,
Eiras et al., 2002;).

2.2.Maneio de Qualidade de Agua

Na piscicultura a qualidade da &gua ndo so influencia no crescimento dos peixes, como
também é através dela que se determina a sobrevivéncia dos mesmos. O controle da 4gua e o
maneio adequado sdo préaticas indispensaveis para o sucesso da piscicultura (Ribeiro, 2001).
Factores como oxigénio dissolvido, temperatura, pH e transparéncia entre outros, estdo

directamente relacionados com o desenvolvimento dos peixes (Kubitza 2003).

2.3. Temperatura

A tilapia € uma espécie tropical,apresenta conforto térmico entre 27 a 32 °C, também é uma
espéecie pecilotérmica ou seja, a sua temperatura interna é regulada pela temperatura do
ambiente, que tem profundo efeito sobre o crescimento, taxa de alimentagéo e metabolismo
dos animais (Laevastu & Heyes citados por Pereira 2012), que abaixo desse valor comeca a

ocorrer um declinio no crescimento dessa espécie. Em temperaturas abaixo de 11°C as tilapias
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ndo resistem e comecam a morrer, e abaixo de 7°C ha existéncia de uma mortalidade em
massa da populacdo (RIBEIRO&MOREIRA, 2012).

2.4.0xigenio dissolvido (OD)

O oxigenio é essencial & vida dos organismos aquaticos e baixas concentra¢des de oxigénio
dissolvido na agua podem causar atraso no crescimento, reducao na eficiéncia alimentar dos
peixes, aumento na incidéncia de doencas e na mortalidade dos peixes. O nivel recomendado
de oxigénio dissolvido em producdo de tilépias é acima de 4mg/l. A capacidade de suportar
baixas concentracdes de oxigénio parece ser uma qualidade de todas as espécies de tilapias,

podendo inclusive sobreviver em niveis tdo baixos quanto 1mg/litro (POLLI et al 2004).

2.5.Potencial de hidrogénio (pH)

O pH é um parametro muito importante nos ambientes aquaticos, podendo ser a causa de
muitos fendmenos quimicos e bioldgicos, porém também pode ser consequéncia de outra série
de fenbmenos. O potencial hidrogénio-iénico da dgua (pH) indica o grau de acidez, em escala
que varia de 0 a 6,9 (&cido); 7 (neutro) e de 7 a 14 (basico ou alcalino), (FIGUEREDO, 2013).
Os valores de pH entre 7 e 8 sdo aconselhados para a obtencdo dos melhores resultados de
engorda. Valores inferiores a 3,5 e acima de 12 causam mortalidade total dos exemplares em
menos de 6 horas de exposicdo (ARANA, et al, 2004).

2.6.Sistema Hematoldgico e histoldgico

A hematologia estuda as células do sangue bem como as alteracbes dos padrbes e 0s
distdrbios morfoldgicos das células sanguineas. Esse tecido tem como funcéo distribuir calor,
transportar 0s gases respiratorios, nutrientes, hormonios e produtos de excrecdo, além de
actuar na defesa do organismo (TAVARES-DIAS et al., 2009). Assim, através do sangue €
possivel fazer diversas andlises que demonstram as condicGes fisioldgicas, possiveis
alteracdes metabdlicas decorrentes de diferentes condi¢bes de cultivo em animais, bem como
no diagnostico de enfermidades (LAZZARI, et al., 2011;). Estabelecidos os valores
sanguineos de referéncia para uma determinada espécie, € possivel monitorar alteracdes
destes valores sob condigdes controladas (SILVA-SOUZA, 2004), uma vez que 0S mesmos
sdo susceptiveis & mudancas do ambiente aquético, auxiliando na compreenséo do processo de
adaptacdo dos animais ao ambiente (RANZINI-PAIVA et al., 2005).

As andlises histologicas sdo ferramentas eficientes para o diagndstico e identificacdo de
alteracbes ocasionadas em tecidos e 6rgdos dos peixes. VAarios 6rgdos podem ser utilizados
nas analises histoldgicas, porém os 6rgaos mais afectados sdo branquias e pele (SHEPHARD,
1994; PAVANELLLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2008).
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2.7.Alho (Allium sativum L.)

O alho (Allium sativum) é uma planta perene pertencente a familia Liliacea, conhecido como
agente medicinal terapéutico e profilatico muito potente, utilizado em muitas culturas. Os
componentes fitoterapicos do alho estdo localizados no bolbo, este é constituido pelo conjunto
de bolbilhos que se formam pelo desenvolvimento das gemas do caule, sendo recobertos por
folhas escamiformes. Esta planta herbacea pode chegar a 60 cm de altura (BANERJEE;
MAULIK, 2002).

A alicina € um composto bioactivo, instavel, com odor forte caracteristico, possui ac¢do
antiviral, antifungica e antibacteriana. E produzida com a trituracdo dos bolbilhos, que
provoca a transformacdo da aliina, através da accdo da enzima alinase, em alicina
(CARVALHO, 2004).

Devido as suas potentes propriedades medicinais, o alho vem sendo indicado em pisciculturas
de diversos paises para diferentes espécies de peixes (EMBRAPA AMAZONIA
OCIDENTAL, 2009). Essas propriedades sdo comprovadas por pesquisas que tém
demonstrado a eficicia do alho como imunoestimulantes e na eliminagdo dos principais
microrganismos de peixes de agua doce (LEE; GAO, 2012), como exemplo, Trichodina sp.
em alevinos de tilapias (CHITMANAT et al., 2005), Aeromonas hydrophila em alevinos de
truta arco-iris (NYA et al., 2010) e melhora na taxa de sobrevivéncia em tilapia do Nilo;
Ainda, estudos de Buchmann et al. (2003) demonstraram a eficacia do extracto de alho nas
concentracdes de 117 mg/L e 570 mg/L ap6s 24 horas de teste in vitro contra agentes
infecciosas.

Segundo Lu et al. (2012), estudos com produtos naturais em pisciculturas tornam-se
necessarios, pois o mercado estd cada vez mais exigente em relacdo a qualidade e
sustentabilidade do produto, com isso, 0s piscicultores estdo tendo que se adequar aos novos
parametros do mercado como, qualidade, seguranca, eliminacdo de poluentes, concomitantes,
antibioticos e agentes cancerigenos durante as actividades aquicolas.

O oleo essencial de alho (Allium sativum) pode ser uma alternativa a ser utilizada na
aquicultura, como um fitoterdpico em substituicdo aos produtos quimicos, promotor da
qualidade dos ambientes de reprodugdo artificial. Este produto pode ser factivel,
economicamente viavel e ambientalmente correcto para a piscicultura, contribuindo com a
sustentabilidade (LEE; et al, 2012).

2.8.Vantagens e limitac¢Ges do uso de extractos vegetais
A principal vantagem relacionada ao uso de extractos vegetais em proteccdo de animais,

qguando comparados aos produtos sintéticos, deve-se ao fato de gerar novos compostos, 0s
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quais 0s patdgenos ndo se tornaram capazes de inactivar, aléem de serem menos toxicos, serem
degradados rapidamente pelo ambiente, possuirem um amplo modo de acc¢do e de serem
derivados de recursos renovaveis (FERRAZ, 2008).

Entretanto, os extractos apresentam algumas limitacGes, como a falta de controlo de
qualidade, baixa estabilidade dos compostos organicos presentes nas solucdes e 0 ndo
monitoramento de possiveis substancias toxicas presentes nas plantas ou resultantes da
decomposicgéo dos produtos durante sua manipulacdo (NYA et al., 2010).

Tais limitagdes fazem com que seja necessaria a investigacdo mais aprofundada dos extractos
de plantas, bem como o desenvolvimento de produtos com maior nivel tecnologico, para que
produtores e consumidores possam ter seguranca na utilizacdo de extractos brutos (SILVA et
al., 2005). Também sdo limitacGes relacionadas aos extractos: rapida degradacéo (por luz e/ou
calor), periodo curto de viabilidade, disponibilidade de matéria-prima, técnicas de extracgéo e
aplicacdo dos produtos e a falta de regulamentacdo que estabeleca a sua utilizacdo
(POTENZA, 2004). Apesar disso, 0 uso de produtos botanicos surge como uma opcao de
manejo de pragas e patdgenos, que, associada a outras praticas, pode contribuir para a reducdo
de doses e aplicacbes de produtos quimicos sintéticos (MACHADO et al., 2007).
2.9.Métodos para obtencdo de extractos vegetais

Os estratos sdo preparacdes concentradas, que possuem consisténcias diversas, obtidas de
matérias-primas vegetais secas, tratadas ou ndo previamente (inactivacao enzimatica, moagem
ou esmagamento, entre outros) e preparadas por processos que envolvem a utilizacdo de
solventes. O processo de separacdo desses produtos naturais bioactivos corresponde a trés
fases principais: extrac¢do a partir da matéria vegetal, fraccionamento do extracto ou 6leo e
purificacdo do principio activa (LIMA, 2011). O produto é obtido pela passagem de um
solvente, como por exemplo, a agua ou o alcool etilico, através de partes de planta moida ou
ndo, de modo a se retirar os principios activos contidos no vegetal (STADNIK &
TALAMINI, 2004). O termo extracgdo significa retirar, da maneira mais selectiva e completa
possivel, as substancias ou frac¢do activa contidas na droga vegetal, utilizando, para isso, uma
mistura de liquidos tecnologicamente e toxicologicamente apropriados (MACIEL, 2002).

Para se escolher um método de extraccdo, deve-se avaliar a eficiéncia, estabilidade das
substancias extraidas, disponibilidade dos meios e o custo do processo escolhido,
considerando a finalidade do extracto a ser preparado. Os principais métodos de extrac¢do sao
maceracao, percolagdo, infuséo, decoccdo, extraccdo em aparelho de Soxhlet e destilagdo por
arraste a vapor (SILVA et al., 2005).

2.10. Percolagéo ou lixiviagdo
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A percolacdo € um dos métodos de extraccdo mais utilizados (PANDEY & TRIPATHI,
2014), devido a facilidade técnica, ao custo efectivamente baixo e 0 menor risco de reac¢des
quimicas entre soluto e solvente e realizado a temperatura ambiente (MACIEL, 2002).

A técnica de percolacéo inicia-se com o humedecimento homogéneo da droga com o solvente,
parcial ou total, em um recipiente, deixado em maceragdo por um periodo de 2 a 4 horas.
Apos este periodo, o macerado € levado ao percolador e acomodado para que ndo haja a
formacdo de canais preferenciais do solvente. Este permanecerd em repouso por até 24 horas
e, Se necessario, pode-se acrescentar mais solvente. A torneira do percolador é aberta e 0
extracto goteja. Finalizado o gotejamento, o extracto retorna por 4 a 10 vezes ao percolador,
permanecendo em repouso por 2 a 4 horas. A torneira é aberta e ocorre novo gotejamento
(HANDA, 2008;).

A vantagem deste método é que o tratamento mecanico do material sélido é baixo pela
auséncia de mobilidade e durante a passagem do solvente ocorre uma filtragem que retém o
material fino resultando em um indice minimo de particulas finas na solucdo do extracto
(MACIEL, 2002).
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3. METODOLOGIA

3.1.MATERIAIS
Para realizagcdo do experimento usou-se 0s materiais abaixo mencionados com as respectivas

funcoes:

Matérias de Limpeza (pano e vassoura)

Materiais de preparacao do extracto aquoso (alho, pildo, bacia, agua destilada e pano)
Equipamento de monitoria de qualidade de agua (multiparametro)

Matérias de proteccao (luvas, mascara e bata)

Material Informatico (Computador, Papel A4)

Maneio dos peixes (punca)

Matéria-prima (juvenis e alho)

N N N N N N

Material para a colecta histolédgica (pinca e frascos).

3.2.Metodos

3.2.1. Descricao do local do estudo

O experimento foi realizado no campo experimental do Instituto Superior Politécnico De
Gaza em Lionde. O posto administrativo de Lionde, localiza-se no distrito de Chokwe a Sul
da provincia de Gaza, no curso médio do rio Limpopo, apresenta como limites a Norte o rio

Limpopo que o separa dos Distritos de Massingir, Mabalane e Guija, a Sul o distrito de Bilene
(MAE, 2005).

Legend

Posto Administrativos de Chokwe
[ ] CHOKWE

] LIONDE

I MACARRETANE
Il <ILEMBENE

Figura 1: Mapa do local de estudo. Fonte (autor)
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3.2.2. Delineamento experimental

O trabalho foi realizado em forma de um experimento, onde foi usado regressdo linear
simples, com 3 tratamentos de extratos de alho (T1-10ml/l; T2-12,5ml/ e T3- 15ml/l), e trés
repeticdes, onde foram povoados 45 juvenis obtidos nos tanques de ISPG, estes juvenis foram
mantidos em jejum e desinfectados, de seguida distribuidos aleatoriamente em 9 unidades
experimentais e alocados 5 juvenis com um peso médio de £ 19 gramas e + 8.85 gramas do
desvio padrdo em cada tratamento, o experimento teve uma duracdo de 72horas.

3.2.3. Procedimentos experimentais
3.2.3.1.Preparacéo do extracto

Para a extraccdo do extracto aquoso de alho, baseou-se na metodologia descrita por Souza
(2010), onde 30g de alho esmagado esta para 100ml de &gua destilada, para a sua obtencéo
fez-se a pesagem e descascou-se 0 alho em seguida esmagou-se 2kgs de alho e misturou-se-
Ihas num recipiente de 5 litros, e foi deixado durante 24h, antes do inicio do processo de
percolacdo do extracto, usou-se algoddo como filtro para impedir a entrada de matérias
indesejaveis. E nesta reaccdo obteve se 4.500ml de extracto aquoso de alho. Depois fez as
analises fisico-quimicas e o extrato aquoso apresentou: p™ — 7.9; humidade 12.2 e acidez
total-25.12.

3.2.3.2.Limpeza dos tanques

A limpeza das bacias experimentais consistia na retirada de todos os poluentes para que
durante o experimento ndo haja materiais indesejaveis.

3.2.3.3.Monitoramento dos parametros de qualidade de agua

Fez-se 0 monitoramento 3 vezes ao dia e uma vez que a aeracao era constante s6 monitorou-
se a temperatura usando o multiparametro.

3.2.3.4.Determinagédo da taxa de sobrevivéncia

Esta etapa consistiu no céalculo da taxa de mortalidade e de sobrevivéncia obtidas no
experimento.

3.2.3.5.Variaveis a calculados

Taxa Sobrevivéncia:TS(%) = %xlOO

Taxa de mortalidade acumulada: TMAc(%) = %xloo

TMAC_taxa de mortalidade acumulada
TSAC - taxa de sobrevivéncia acumulada
NPm - nimero de peixes mortos

NPt - nimero total de peixes

TS - taxa de sobrevivéncia
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NPi- nimero de peixes iniciais

NPf — nimero de peixes finais

3.2.3.6.Analise Hematoldgico e histologica

Apds o fim do experimento, em cada unidade experimental retirou-se aleatoriamente duas
amostras em seguida foram embalsamados e encaminhados para o laboratorio da faculdade
veterindria da UEM para o efeito das analises. Onde primeiro fez se a colecta das amostras
branqueias e do mésculo, de seguida foram colocados nos frascos que continha la &lcool
100%, formol a 10% e xilol a 100%; depois de 24h foram retiradas para as laminas onde
ocorreu o processo de desidratacdo, apds uma semana de desidratacdo foram feitas as analises
microscopias.

3.2.3.7.Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a ANOVA para a verificacdo da homogeneidade e a normalidade,
a teste de Tukey para identificacdo das diferencas significativas, a nivel de significancia de
5%. Também foi aplicada regressdo linear simples para avaliar a relacdo entre as
concentracbes e as mortalidades. Todas as analises foram feitas com auxilio do pacote

estatistico minitab18.0.
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4. RESULTADOS
Teste das concentracdes agudas (Lc50) de extracto aquoso de alho durante 72h

Os testes com as concentracOes crescentes de extracto de alho foram realizados para definir as
concentragdes letais.

T1 apresentou 100% de sobrevivéncia em 72 horas. Sendo que T2 apresentou 60% de
sobrevivéncia e T3 sem nenhuma sobrevivéncia, como ilustra o grafico 2.

Taxa de sobrevivéncia

16 -~
14 -
12 -
10 -
Tl
8 -
mT2
6 -
4 - mT3
2 -
0
o horas 24horas 48horas 72horas
horas

Grafico 1: Sobrevivéncia dos juvenis da Oreochromis niloticus em relacéo ao tempo (horas)

O tratamento que apresentou mais taxa de mortalidade foi T3=100%, T2 com 40% e T1 sem

nenhuma mortalidade (gréafico 1).

Taxa de mortalidade
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X 4 ® 10m/!
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~
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Grafico 2: Mortalidade dos juvenis Oreochromis niloticus em relacdo ao tempo (horas)
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A equacdo e o grafico abaixo ilustram o tratamento que apresentou maior mortalidade no
experimento.

Grafico de Linha Ajustada
mortalidade = - 2,333 + 2,500 traramentos

Regressdo

— — ICde95%

6- //. e —

e S 0,801784

5 R2 89,3%

R2(aj) 87,8%
g 4
T 3

b

g2

1,0 15 2,0 2,5 3,0
traramentos

Grafico 3: Grafico de linha ajustada da equacao de regressao linear
Avaliacao histoldgica de branquias e masculo

Durante as analises laboratoriais histoldgicas realizados observou-se que na concentracao de
10mit/l érgdos do animal apresentaram uma estrutura normal (figuras 2). Diferente de
12,5mlit/l e 15mlt/l que foi observado muitas alteragdes anatomicas (fragmentacdo de fibras
musculares, necrose de lamelas branquiais, encurtamento das lamelas e fragmentacdo das
fibras musculares).

Figura 2: Branquias 5x aparentemente normais.
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A proliferacdo do epitélio filamentar estendeu-se a toda a area epitelial conduzindo a fuséo
quase completa das lamelas.

A necrose constituiu outro tipo de lesdo observado, a qual foi mais acentuada na base do
epitélio filamentar estendendo-se, por vezes, na sua totalidade (figura 3).

Figura 3: 10x necrose branquial

Fusionamento das branquias, este tipo de leséo caracterizou-se pela condensacdo dos nucleos
e ruptura das membranas celulares e resultou da accéo directa do extracto. A vasodilatagcdo
marcada do eixo vascular das lamelas também foi observada, tendo por vezes conduzido a
ruptura das células pilar com perda da sua capacidade de suporte. Esse fato pode ter
conduzido ao aparecimento de encurtamentos das lamelas que estdo representados na Figura
4.

Figura 4: 10x branquias fusionadas
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As mudangas nessas estruturas das fibras musculares sdo devidos a decomposi¢do por
reaccGes enzimaticas intrinsecas e por enzimas bacterianas. No tratamento T1, 100 % dos
juvenis apresentaram hiperplasia leve do masculo (Figura 5).

Figura 5: 2x reducéo de fibras musculares

No tratamento T2, 100 % dos juvenis apresentaram hiperplasia moderada e grave, do musculo
(figura 6).

Figura 6: 10x fragmentacdo de fibras musculares

No tratamento T3, 100 % dos juvenis apresentaram hiperplasia grave de fragmentagdo das
fibras musculares e 66 % apresentaram perda do epitélio respiratorio e necrose (Figura 7).
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Figura 7: 20x fragmentacdo do musculo

Tratamentos Orgaos AlteracGes histoldgicas observadas Observacéo

Tl Branquias | Morfologia aparentemente normal Figura 2
Musculo Pouca fragmentacdo de fibras musculares Figura 3

T2 Branquias | Necrose de lamelas branquiais Figura 4
Musculo Fragmentacdo de fibras musculares (+++) Figura 5

T3 Branquias | Encurtamento das lamelas branquiais Figura 6
Musculo Fragmentacdo de fibras musculares (++++++) | Figura7

Tabela 1: Alteracdes histolégicas

Descricdo

No tratamento 1: as branquias continuaram a apresentar a estrutura morfoldgica de um peixe
vivo. O musculo sofreu poucos fragmentos facies de se sicatrizar .

No tratamento 2: as branquias sofreram a necrose laminar: que se caracteriza pela destruicdo
do cortex cerebral. O musculo sofreu a fragmentacédo de fibras: que € a quebra das fibras do
musculo e essas fibras sdo constituidas por varias miofibrilas, os elementos contrateis do
masculo ou unidades estruturais do masculo.

No tratamento 3: as branquias sofreram o encurtamento das lamelas: que é a perda da
elasticidade ou movimentacdo das lamelas. O musculo sofreu uma fragmentagdo de fibras:
houve mais quebras ou divisdes nas estruturas das fibras musculares, as que condicionou a
rapida mortalidade dos alevinos.
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5. DISCUSSAO
Testes preliminares de toxicidade aguda sdo realizados para definir a faixa letal aos

organismos testados para, posteriormente, serem realizados os testes definitivos letais em
relacdo a algum tdéxico, o que da mais confiabilidade aos testes definitivos (Sampaio et al.
2002; Fajer-Avila et al. 2003). A faixa de letalidade com extrato de alho para juvenis da
tilapia nilotica foi observada em concentragdes superiores a 10 ml/I.

As lesdes causadas por estes produtos sdo umas das hipéteses para explicar a presenca de
hiperplasia leve nos exames histologicos das branquias. Varios estudos colaboram com esta
informacdo, mas apontam diferentes intensidades de hiperplasia muscular ou branquial e a
ocorréncia de outras lesdes como respostas imediatas do animal (Martins & Romero 1996;
Montero et al. 2004; Schalch et al. 2006; Dezfuli et al. 2007).

Outra hipdtese do aparecimento de hiperplasia no grupo controle é o estresse causado pela
manipulagdo dos peixes, normalmente observado em pisciculturas intensivas, como relatado
por Oba et al. (2009), porém este efeito ndo foi analisado neste estudo.

A vasodilatacdo do eixo vascular das lamelas conduziu, por vezes, a ruptura das células pilar
com perda da sua capacidade de suporte, levando ao aparecimento dos aneurismas lamelares.
Resultados similares foram observados por Thophon et al. (2003) em L. calcarifer tambem
submetidos a exposicao extrato aquoso de alho.

A concentracdo superior a 10 ml/l de extrato de alho causa necrose nas branquias e
fragmentacao do musculo ap6s 48 h de exposicdo. No entanto, estes resultados ndo podem ser
automaticamente estendidos a outras espécies, uma vez que estudos similares realizados com
outras espécies de peixes mostram resultados distintos. Em juvenis e pré-adultos de tilapia
Oreochromis niloticus, submetidos a 5 mg/L de extracto aquoso de alho adicionado na racao
durante 1 h, ndo foram encontradas lesdes branquiais significativas, alteracdo da atividade
opercular e houve sobrevivéncia total dos organismos testados (Perera & Pathiratne 2005).
Por outro lado, corroborando os resultados deste estudo, banhos de 100 mg/L de extracto
aquoso de alho em “tambaqui” Colossoma macropomum ndo causaram nenhum tipo de
estresse aos peixes em 30, 60 e 120 minutos de duracdo, mostrando que, banhos terapéuticos
de extrato aquoso de alho, como indicadores de estresse, sdo recomendados e néo
comprometem a homeostase dos tambaquis nesta concentracao (Aradjo et al. 2004).

Os resultados deste estudo mostram que na medida em que € aumentada a concentracdo de
extracto aquoso de alho a que foram expostos 0s juvenis, aumentam tanto as lesdes

histologicas das branquias como a ocorréncia de alteragdes morfologicas ou comportamentais.
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6. CONCLUSAO

Dentre as concentragbes (10mlt/L, 12,5mlt/L e 15mlit/L), a concentracdo de 10mit/L
demonstrou-se ser a melhor concentracgao diferente de 12,5mlt/L e 15mlit/L.

Apds a exposicdo dos animais ao extrato aquoso de alho, os animais de 10mlt/L apresentaram
um comportamento anormal, sendo que passado algum tempo se estabilizaram,

Na concentracdo de 10mlt/L os oOrgdos histoldgicos ndo sofreram nenhumas alteragdes
morfolégicas e apresentaram um padrdo normal; diferentemente das concentra¢fes 12,5mlt/L
e 15mlt/L que antes do inicio da mortalidade os animais comegaram a apresentar uma natacao
erratica, boquejamento na superficie da agua, seguida a mortalidade. Histologicamente os
animais apresentaram branquias e musculos danificados por estarem em contacto com
substancias quem tenham uma capacidade de agress@o aos seus tecidos.

A concentracdo de 15mit/L do extrato aquoso de alho é a que causou mais mortalidade, sem
nenhuma taxa de sobrevivéncia, deferente de 12,5mlt/L que apresentou uma mortalidade
menor e uma taxa de sobrevivéncia menor mortalidade e a concentragdo de 10mlt/L foi a
melhor concertagcdo por ndo apresentar nenhuma mortalidade e 100% de sobrevivéncia. A

concentracdo letal de extrato aquoso de alho foi de 15mlt/L e de 12,5mlt/L
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7. RECOMENDACOES

Neste trabalho foram demonstrados resultados de sobre as concentracgdes letais do extrato de

alho em juvenis da tilapia nilotica, tendo verificado assim que os juvenis da tilapia nilotica
ndo toleram elevados nives de concentracdo do extrato de alho, estudos mais aprofundados
devem ser executados para avaliar as concentracoes letais do extrato de alho para tilapia de

Mogambique, para um uso potencial dos banhos terapéuticos alternativos. Recomenda se o

uso da concentracdo de 10ml/I do extrato aquoso de alho nos banhos terapéuticos dos juvenis

da tilapia nilotica.

Recomendar a comunidade em geral para que facam o mesmo estudo com animais de fases

diferentes a que teve-se neste trabalho porque os efeitos do extrato aquoso de alho no peixe
pode variar em fases.
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9. APENDICES

Anadlise de Variancia

Fonte GL SQ QM F P

Regresséo 1 37,5 37,5000 58,33 0,000
Erro 7 45 0,6429

Total 8 420

Sumario do Modelo

S R2 R2(aj)

0,801784 89,29% 87,76%

Calculos de taxa de sobrevivéncia

15
TS(%)tl = 7-x100 = 1= 100%

9
TS(%)t2 = 7o x100 = 0,6 = 60%

0
TS(%)t3 = 7-x100 = 0

Caculo da mortalidade acumulada

24
TSAc(72h) = ExlOO = 0,53x100% = 53% mortes acumuladas
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10. ANEXOS

Figure 1: Esmagamento do alho Figure 2: destilacdo da dgua

Figure 3: pesagem Figure 4: medic&o da &gua
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Figure 5: extraccdo de extrato Figure 6: delineamento experimental

Figure 7: extracgdo das amostras
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