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RESUMO

Foi avaliado o efeito do extrato hidroalcoédlico de prépolis (0,0; 0,2; 0,5; 1,0; e 1,5 %) misturado em racdo comercial (45 %
Proteina Bruta), em girinos de ra-touro. Foram utilizados 1400 girinos no estigio 26 da tabela de Gosner (1960), distribuidos em
20 tanques experimentais com 70 litros de dgua, na densidade de um girino por litro. O arracoamento foi realizado quatro vezes

ao dia. Para andlise dos dados do ganho de peso, comprimento, sobrevivéncia, conversdo alimentar, consumo de racio e

metamorfose, foi utilizado um deli to inteir: te casualizado com cinco tratamentos e quatro repeticdes. No final do
experimento, foi colhido sangue do vaso caudal, de cinco girinos de cada repeticdo. A contagem diferencial de leucécitos foi

realizada em extensdes coradas pelo método de Rosenfeld (1947), em microscopia de luz. Foram contadas 100 células por lamina.

Para avaliar o efeito do extrato hidroalcoélico de propolis na porcentagem de leucécitos, usou-se um deli to inteir t

casualizado com cinco tratamentos e trés repeticdes. Para analise histologica no final do experimento foram sacrificados trés
girinos de cada repeticdo e retirada amostras do rim, figado e intestino para laminas histolégicas. As amostras foram fixadas em
formol, desidratadas em uma série de alcool, coradas com HE, analisadas e fotomicrografadas com fotomicroscépio Axiophot-
Zeiss em microscopio optico e medido com micrometro ocular a espessura do epitélio intestinal. Para analise estatistica dos
dados foi usado um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e trés repeticoes. A sobrevivéncia, consumo
de racio, conversao alimentar e comprimento dos girinos, ndo foram influenciados pelo extrato hidroalcoélico de prépolis. O
ganho de peso foi influenciado significativamente (P < 0,05) observando-se um pior desempenho nos girinos que nio receberam
extrato hidroalcodlico de propolis. A metamorfose foi mais acelerada quando os mesmos receberam proépolis. O grupo
leucocitario influenciado pela prépolis foram os mondcitos, que nas doses de 0,2 e 0,5 %, apresentaram as maiores porcentagens,
diferindo (P < 0,05) do grupo controle e 1,5 %. O nimero de linfécitos, basofilos, neutréfilos, eosinéfilos ndo apresentaram
diferenca estatistica entre os tratamentos. Ndo observou-se alteracdes histologicas no intestino, rins e figado dos girinos. A

espessura do epitélio do intestino dos girinos nio foi alterada (P>0,05) pelas diferentes concentracoes de prépolis.

Palavras chaves: ranicultura, desempenho, leucécitos, rim, figado, intestino.

ABSTRACT

The effect of the propolis hidroalcoolic extract was evaluated (0.0; 0.2; 0.5; 1.0; and 1.5 %) mixed to the commercial ration (45
% CP) in bullfrog tadpoles. 1,400 tadpoles were used at stage 26 (Gosner ,1960), distributed in twenty experimental tanks with
70 liters of water, in the density of one tadpole per liter. The feding was four times a day. For analysis of the data of the weight
gain, length, survival, feed conversion, ration consumption and metamorphosis were used a completely randomized design with
five treatments and four repetitions. In the end of the experiment, it was picked the blood of the vase flow, of five tadpoles of
each repetition. The differential counting of leuccytes was accomplished in red-faced extensions by the method of Rosenfeld
(1947), in light microscopia. To evaluate the effect of the propolis hidroalcoolic extract in the percentage of leucocytes, were used
a completely randomized design with five treatments and three repetitions. They were counted 100 cells for sheet. For
histological analysis in the end of the experiment three tadpoles of each repetition were sacrificed and samples of the kidney,
liver and intestine were removed for you laminate histological. The samples were fastened in formol, dehydrated in one serializes
of alcohol, red-faced with HE analyzed and fotomicrographed with fotomicroscépio Axioskop-Zeiss in optical and measured
microscope with ocular micrometer the espessor of the intestinal epithelium. For statistical analysis of the data were used a
completely randomized design with five treatments and three repetitions. The survival, ration consumption, feed conversion and
length of the tadpoles, were not influenced by the propolis hidroalcoolic extract. The weight gain was influenced significantly (P<
0,05) being observed a worse in the tadpoles that didn't receive propolis hidroalcoolic extract. The metamorphosis was more
accelerated when the same ones received propolis. The group leucocitary influenced by the propolis were the monocytes, that in
the doses of 0.2 and 0.5 %, presented the largest percentage, differing (P <0,05) of the controls group and 1.5 %. The number of
lymphocytes, basophils, neutrophils, eosinophils didn't present statistical difference among the treatments. It was not observed
histological alterations or lesion in the intestine, kidney and liver of the tadpoles. The thickness of the epithelium of the intestine

of the tadpoles was not altered (P>0,05) for the different propolis concentrations.

Key words: frogculture, propolis, development, leucocytes, kidney, liver, intestine.
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RESUMEN

Fue evaluado el efecto del extracto hidroalcoholico de propéleo (0.0; 0.2; 0.5 y 1.5%) mezclado con alimento comercial (45 %
PB) en renacuajos de rana toro. Fueron utilizados 1400 renacuajos en el estado 26 de la tabla de Gosner (1960), Distribuido en
20 tanques experimentales con 70 litros de agua, a una densidad de un renacuajo por litro. La alimentacion fue realizada cuatro
veces al dia. Para el analisis de los datos de la ganancia de peso, tamaiio, sobre vivencia, conversiéon alimenticia, consumo de
alimento, y metamorfosis, fue usado un analisis estadistico completamente a la zar con cinco tratamiento y cuatro repeticiones.
Al final del experimento, fue retirado sangre del vaso caudal, de cinco renacuajos de cada repeticion. El conteo diferencial de
leucocitos fue realizado en extensiones sanguineas tefiidas por el método de Rosenfeld (1947), en microcopia de luz, fueron
contadas cien células por porta objeto. Para evaluar el efecto del extracto hidroalcoholico de propéleo en el porcentaje de
leucocitos, fue utilizado un disefio experimental completamente al azar con cinco tratamientos y tres repeticiones. Para el
analisis histolégico al final del experimento fueron sacrificados tres renacuajos de cada repeticion y retirado una muestra del
riiion, higado e intestino para hacer laminas histologicas. Las muestras fueron fijadas en formol, deshidratadas en una serie de
alcohol, teiiidas con HE, analizadas y fotomicrografiadas con fotomicroscopio Axiopht-Zeiss en microscopico optico y medido
con micrémetro ocular el espesor del epitelio intestinal. Para analisis estadistico de los datos fue usado un disefio completamente
a la zar con cinco tratamientos y tres repeticiones. La sobre vivencia, consumo de alimento, conversién alimenticia y tamaiio de
los renacuajos no fueron influenciados por el extracto hidroalcoholico de propéleo. El gano de peso fue influenciado
significativamente (P < 0,05) fue observado el menor desempeiio el los renacuajos que no recibieron extracto de propéleo en sus
dietas. La metamorfosis fue mas acelerada para los renacuajos que recibieron propédleo en sus dietas. El grupo leucositario
influenciado por el propéleo fueron los mondcitos, que en las dosis de 0,2 y 0,5 %, presentando los mayores porcentajes, dando
diferencia significativa ( P < 0,05) con el grupo testigo y 1.5 %. El nimero de linfocitos, basdfilos, neutroéfilos y eosinéfilos no
presentaron diferencia estadistica entre los tratamientos. No se observo alteraciones histolégicas en el rifién, higado e intestino
de los renacuajos. El espesor del epitelio del intestino de os renacuajos no fue alterado (P > 0.05) por las diferentes

concentraciones de propéleo.

Palabras claves: ranicultura, propéleo, desempeiio, leucocitos, riiién, higado, intestino.

RESUME
L'effet de I'extrait de I'hidroalcoolic du propolis a été évalué (0.0; 0.2; 0.5; 1.0; et 1.5%)
mélangé a la ration commerciale (45% PCF) dans les té€tards de la grosse grenouille. 1,400
tétards ont été utilisés a étape 26 (Gosner ,1960), a distribué dans vingt réservoirs
expérimentaux avec 70 litres d'eau, dans la densité d'un tétard par litre. Le feding était
quatre fois par jour. Pour analyse des données du gain du poids, la longueur, survie, nourrit
la conversion, consommation de la ration et métamorphose ont été utilisées un dessin
completement randomisé avec cinq traitements et quatre répétitions. Dans la fin de
I'expérience, il a été choisi le sang du courant du vase, de cinq tétards de chaque répétition.
Le compte différentiel de leuccytes a été accompli dans les extensions rougeaudes par la
méthode de Rosenfeld (1947), dans microscopia léger. Evaluer I'effet de I'hidroalcoolic du
propolis extraient dans le pourcentage de leucocytes des tétards a étape 42 de Gosner
(1960) a été utilisé un dessin completement randomisé avec cinq traitements et trois
répétitions. Ils ont été comptés 100 cellules pour drap. Pour analyse histologique dans la
fin de l'expérience trois tétards de chaque répétition ont été sacrifiés et gofitent du rein, le
foie et intestin ont été enlevés pour vous laminez histologique. Les échantillons ont été

attachés dans formol, a déshydraté dans on publie en feuilleton d'alcool, rougeaud avec IL
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a analysé et fotomicrographed avec fotomicroscopio Axioskop-Zeiss dans microscope
optique et mesuré avec micrometre oculaire l'espessor de 1'épithélium intestinal. Pour
analyse statistique des données a été utilisé un dessin complétement randomisé avec cing
traitements et trois répétitions. La survie, consommation de la ration, nourrit conversion et
longueur des tétards, n'a pas été influencé par I'extrait de 1'hidroalcoolic du propolis. Le
gain du poids a été influencé considérablement (P <0,05) &tre observé un pire dans les
tétards qui n'ont pas recu extrait de 1'hidroalcoolic du propolis. La métamorphose a été
accélérée plus quand les mé&mes ont regu propolis. Les leucocitary du groupe influencés par
le propolis étaient les monocytes qui dans les doses de 0.2 et 0.5%, a présenté le plus grand
pourcentage, en différant (P <0,05) des contrdles groupez et 1.5%. Le nombre de
lymphocytes, basophils, neutrophils, les eosinophils n'ont pas présenté différence
statistique parmi les traitements. Il n'a pas ét€ observé modifications histologiques ou
Iésion dans l'intestin, rein et foie des tétards. L'épaisseur de 1'épithélium de l'intestin des
tétards n'a pas été changée (P>0,05) pour les concentrations du propolis différentes.

Mots de la clef: culture de la grenouille, grosse grenouille, propolis, développement,

leucocytes, rein, foie, intestin.



CAPITULO 1

Consideragoes gerais

17



18

Consideragdes gerais

A criacao de girinos e imagos de ra-touro (Rana catesbeiana Shaw, 1802)
saudaveis é uma etapa fundamental para o bom andamento de qualquer ranario,
obtendo animais bem desenvolvidos e com indices zootécnicos satisfatorios,
favorecendo o retorno econdémico em menor tempo. De acordo com RIBEIRO FILHO
(1998) na maioria dos ranarios comerciais observa-se a ocorréncia de mortalidade de
girinos relacionada com varios fatores, tais como: problemas de manejo, deficiéncia
alimentar, instalacoes inadequadas, ma qualidade da agua e doencas provocadas por

bactérias e fungos.

Para obter sucesso na criacao de girinos de boa qualidade, é necessario
conhecer a biologia do animal, principalmente no que tange a anatomia e fisiologia do
aparelho digestorio, para que possam formular racdoes compativeis com suas
necessidades, proporcionando maior aproveitamento dos alimentos oferecidos, ja que
um girino bem nutrido ira consequentemente originar imago mais saudavel, que

atinge a fase adulta em menor tempo (RIBEIRO FILHO, 1998).

De acordo com GOSNER (1960) o desenvolvimento embriondrio dos girinos &
caracterizado por 46 estdgios de desenvolvimento: os estdgios 1 a 17 sdo caracterizados
por divisdes continuas, apresentando as formas de blastula, géstrula e néurula. Os estagios
18 a 21 envolvem o alongamento do corpo e desenvolvimento do broto da cauda, 6rgaos
anexos e branquias. Os estagios 22 a 25 envolvem a transi¢cao de um embrido relativamente
imével sustentado pelo vitelo a uma alimentacao livre-natatério, formagao do opérculo e
padrdes de pigmentacdo. Os estagios 26 a 40 geralmente envolvem crescimento da larva e
desenvolvimento dos membros, a metamorfose comeca no estdgio 41 e é completada no

estdgio 46.
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Em relacao ao diagnéstico de doencas LIMA e VALLES (1997) detectaram
alta mortalidade de girinos (90 % do plantel) com uma semana de vida. Os sintomas
foram modificacoes do comportamento, movimentos lentos, natacio préxima a
superficie, aparente apatia aos estimulos externos e alguns animais apresentavam a
regido abdominal ligeiramente avolumada e a pele translicida, outros tinham o corpo
e a cauda afilados. O agente causador foi identificado como Escherichia coli beta

hemolitica e ndo hemolitica.

HIPOLITO et al. (1990) isolaram o fungo Achlya sp. de girinos de ra-touro e
no local de fixacio do fungo, a pele encontrava-se ulcerada e hemorragica. A
ocorréncia desse agente patogénico foi devida a erros no manejo sanitario, qualidade

da agua e superpopulacio.

A propolis é um produto natural composta por uma série de substincias
resinosas, gomosas e balsamicas, de consisténcia viscosa, cuja cor varia de amarelo-
esverdeado a castanho-escuro ou avermelhado. A composicdo quimica da prépolis é
variavel segundo a fonte vegetal visitada pelas abelhas: 45 a 55 % de resinas e
balsamos; 7,55 a 35 % de cera; 5 a 10 % de oleos volateis; 5 % de polen; 5 % de
diversos materiais orgianicos e minerais (MARCUCCI, 1999; CUNHA et al., 2004;
FARRE et al., 2004). E formada por mais de 200 compostos, entre os quais destacam-
se os flavonoides (pinocebrina, galangin, acidos: cafeico, ferulico, propolona,
nemorosona e metil derivados, guttiferona, acido cumarico, acidos fenolicos); acidos
alifaticos; acidos aromaticos; ésteres; di e triterpenos; pélen; aciicares e minerais
(MARCUCCI, 1999; CUESTA-RUBIO et al., 2002; EL-ABD e HEGAZI, 2002; EL-
KHATIB et al., 2002; ORSOLIC e BASIC, 2003; CUNHA et al., 2004; FARRE et al.,

2004)
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Investigando a composicdo quimica da propolis brasileira de regides
diferentes, MARCUCCI (1999) encontrou varios compostos novos: acidos
diterpénicos do tipo labdano, uma lignina, alcool triterpénico, alguns flavonéides e
acidos fendlicos. O ultimo grupo de compostos é de interesse particular,
especialmente um derivado do acido cumarico, pois apresentou atividade
antibacteriana e antitumoral significativa. Estes compostos estdo presentes em muitas
amostras de diferentes regioes no Brasil, e sua fonte é o exsudato das folhas de
algumas espécies de Baccharis spp. (vassourinha ou alecrim-do-campo). De acordo
com o autor, isto demonstra a importancia dos acidos fenolicos para a padronizacio e

controle da qualidade da propolis.

A propolis tem-se demonstrado efetiva contra bactérias gram positivas, gram
negativas e fungos, podendo também agir como promotor de -crescimento
aumentando o ganho de peso dos animais (SANCHEZ e GALARDI, 1989;
FERNANDES Jr. et al., 1997). A adico de extrato de propolis em racoes de girinos
podera ocasionar uma diminuicio da mortalidade causada por bactérias, pelo seu
efeito bactericida e imunoestimulante, e provavelmente agir também como promotor

de crescimento, aumentando o ganho de peso.

A prépolis por suas propriedades farmacoldégicas e sua utilizacdo na area
zootécnica pode substituir ou reduzir o uso de quimioterapicos, a maioria das vezes
de uso humano, o que acaba encarecendo o produto final quando se trata de produtos
de origem animal e, principalmente, oferecendo riscos a saide do consumidor. E
empregada amplamente na preparacio de medicamentos em diversos paises do
mundo, niio s6 na Europa e Asia, onde tem uso terapéutico ha muitos anos, mas

também em alguns paises da América do Sul, como Uruguai, Brasil e Argentina, e da

América Central, como Cuba.
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FERNANDES Jr. et al., (1997) verificaram o efeito bactericida para
Staphilococcus aureus entre seis e nove horas de exposicao a concentracio de 2 % de
extrato alcoolico de prépolis e efeito bacteriostatico com concentracées de 0,5 % e 1,5
% Porém, para E. coli, embora o efeito bactericida também fosse observado entre seis
e nove horas de exposicao, foram necessarias concentracdes significativamente
maiores (10 % e 15 %). SFORCIN (1996), testando a atividade antimicrobiana in
vitro da proépolis sobre linhagens de bactérias isoladas de processos infecciosos
humanos, também constatou a inibicao do crescimento de bactérias gram positivas
em baixa concentracio (4 %), enquanto as gram negativas foram menos susceptiveis

a este apiterapico, sendo a concentracdo minima inibitéria de 4,5 a 8,0 %.

Entre as bactérias testadas com extrato de propolis para observacio de seu
efeito bactericida, estdo algumas espécies dos géneros: Staphilococcus, Enteroccocus,
Streptococcus, Corynebacterium, Bacillus, Salmonella, Shiguella, Enterobacter, além de
Branhaqmella catarrhalis, Srratia marcencens, E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Prototheca zopfii, Rhodococcus equi, Geothrichum candidum,
Klebsilla pneumoniae, Samlonella typhimurium, Staphylococcus aureus, entre outras
(ROJAS, 1989; GRANGE e DAVEY, 1990; LANGONI et al., 1994; FERNANDEZ Jr.
et al., 1995 e 1997; TOSI et al., 1996; NIEVA MORENO et al., 1999; KUJUMGIEV
et al., 1999; ORSI et al., 2004, FERNANDES Jr. et al, 2005; ORSI et al., 2005).
Grande parte dessas bactérias demostrar resisténcia a maioria dos antibidticos

tradicionais.

SOUZA et al. (1994), demonstraram que a prépolis inibiu o crescimento de
Streptococcus agalactiae impedindo a divisao celular, desorganizando o citoplasma, a
membrana citoplasmatica e a parede celular, causando lise bacteriana parcial e

inibindo a sintese protéica. De acordo com os autores, ficou evidente que 0 mecanismo
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da ac@o da proépolis sobre células bacterianas é complexo e que ndo pode ser feita

uma simples analogia ao modo de acdo de alguns antibidticos classicos.

SANCHEZ e GALARDI (1989) testaram a aplicacao oral da emulsao aquosa
(10%) em 60 leitdbes desmamados, e observaram que os animais tratados tiveram
maior ganho de peso, conseqiiéncia de uma acio estimulante da prépolis sobre o

apetite dos animais.

De acordo com HOLLANDS et al. (1991) a propolis tem baixa ordem de
toxicidade oral aguda em camundongos, sendo observadas DLs) entre 2.000 a 7.300
mg/kg e de 8.000 a 40.000 mg/kg, para a propolis e para os flavonoides

respectivamente.

Parametros de desempenho de girinos de ra-touro

Os girinos de ra-touro sio animais pecilotérmicos, ou seja, o metabolismo
varia de acordo com a temperatura do meio onde vivem (BRATTSTROM, 1979).
Assim como outros organismos aquaticos e pecilotérmicos que sao cultivados (peixes
camaroes, moluscos), o produtor tem sérias dificuldades de alimentar os animais

adequadamente (LIMA et al., 2003).

Entre os fatores que afetam o desenvolvimento de girinos esta a densidade de
estocagem, temperatura, qualidade de agua, fotoperiodo, caracteristicas fisicas e
quimicas da agua e teor protéico da dieta (SOARES et al., 1983; JUSTO et al., 1985;
CARMONA-OSALDE et al., 1996; FIGUEREIDO et al., 1999; CASTRO e PINTO,
2000; ALBINATI, 2001; STEFANI, 2001; SOARES et al., 2001, HAYASHI et al.,

2004). Por outro lado, caracteristicas inerentes a autoecologia de cada espécie, como
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competicao por espaco e alimento, hierarquia e producio de um fator inibidor de
crescimento, sdo também indicadores como mecanismos que determinam o
desenvolvimento de girinos de ris do género Rana (MARTINEZ et al., 1996;

BROWNE et al., 2002).

O desempenho dos girinos, numa criacao intensiva depende também do
tamanho da particula da racdo a ser fornecida (TEXEIRA, et al., 1985) e do seu

procesamento (MAZZONI et al. 1992 e STEFANI e MARCANTONIO, 1997).

A mortalidade de girinos e imagos pode constituir um ponto de
estrangulamento na ranicultura (CASTRO e PINTO, 2000). Dessa forma, a
determinacao de instalacoes apropriadas e técnicas de manejo adequadas para esta
fase é de fundamental importincia para o desenvolvimento desta atividade

(HAYASHI et al., 2004).

O desempenho dos girinos de ra-touro depende diretamente da oferta de alimentos
balanceados em quantidade e qualidade adequada (ALBINATI, 2001).

AGOSTINHO et al. (1995), trabalhando com uma rag¢do comercial, comparando-a
sob a forma moida e lancada na superficie da 4gua, com a forma umedecida e compactada
manualmente, na forma de "bolotas", lancadas no fundo do tanque e a meia 4gua,
concluiram que os girinos que receberam a ragdo compactada, tanto no fundo, como a meia
dgua, apresentaram melhor desempenho, ji que o alimento agregado foi disponivel por
varias horas.

STEFANI ¢ MARCANTONIO (1997) avaliaram diferentes formas de
apresentacdo da racao (peletizada, farelada e massa agregada) com uso de
aglutinante (farinha de trigo e gelatina), observando o desempenho de girinos de ra-

touro (Rana catesbeiana) e concluiram que na fase inicial (até a quarta semana do
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periodo experimental) o melhor desempenho dos girinos ocorreu com a racio em

massa agregada e, apés esse periodo, com a racio peletizada.

MANDELLI JR et al. (1985) avaliaram granulometrias do farelo de trigo, na
propor¢do de 13 % em relagdo ao peso de girino de ra-touro, encontrando maior ganho de
peso para os girinos que receberam o alimento com granulagdo média de 0,21 mm, quando
comparada com 0,48; 0,63 e 0,78 mm. SEIXAS FILHO et al. (1995) observaram que as
racdes com 0,5 mm proporcionam melhores desempenho dos girinos.

Estudos sobre o consumo de ra¢do foram realizados por CULLEY et al (1977), que
concluiram a necesidade de uma oferta diaria de alimento equivalente a 12 a 13 % da
biomassa dos animais alojados em determinados tanques. FONTANELLO et al. (1982)
encontrou maior ganho de peso em girinos quando a oferta didria de racdo correspondeu a
13 % do peso corporal. LIMA et al. (2003) apresentou uma tabela de alimentacdo para
girinos de Rana catesbeiana que apresenta valores gradativos para se efectuar o
arracoamento, quando a temperatura dos tanques apresentam intervalos de temperatura de

18a20°C;21a23°C;24a26°C;ede27a29°C.

Caracteristicas hematoldgicas

O sangue dos vertebrados ¢ um tecido liquido, mével, onde esta presente uma
categoria de células livres do tecido conjuntivo e, que esta em equilibrio com
praticamente todos os outros tecidos, constituindo uma das grandes forcas

homeostaticas do organismo (KALASHNIKOVA, 1976).

O plasma, liquido amarelado, semitransparente é formado por cerca de 90 %
de agua e 10 % de substancias solidas, entre as quais encontram-se proteinas, sais

minerais, glicose, uréia, aminoacidos, colesterol, gorduras, gases respiratorios
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(oxigénio e gas carbonico), hormoénios, enzimas, anticorpos (JUNQUEIRA e

CARNEIRO, 2004).

Os glébulos vermelhos, também chamados hemacias ou eritrécitos na
maioria dos vertebrados, formam-se e amadurecem na medula 6ssea pelo processo
denominado eritropoiese. SCHMIDT-NIELSEN (1996) ressaltou que nos mamiferos
os globulos vermelhos sao anucleados, tém forma de discos esféricos e sao
ligeiramente bicOncavos; nas aves, répteis, anfibios e peixes, sio nucleados e se

apresentam quase que universalmente ovais.

Os glébulos brancos ou leucocitos sao de dois tipos: os agranuldcitos, sem
granulacées visiveis no citoplasma, que sao produzidos nos nédulos linfaticos e no
baco e constituem os linfécitos e os mondcitos; e os granulécitos, que se formam na
medula éssea e se classificam em neutrofilos, baséfilos e eosinéfilos, cujos citoplasmas
apresentam granulacoes visiveis com diferentes afinidades pelos corantes de
Romanowsky. A principal fun¢io dos glébulos brancos é a defesa do organismo
contra a acdo de bactérias ou corpos estranhos que penetrem nos tecidos

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

O sangue dos anfibios é composto por plasma contendo os eritrocitos e
trombécitos (DUELLMAN e TRUEB, 1986). Em anfibios na fase larval, os eritrocitos
sdo elipticos, achatados e nucleados. Cada eritrécito mede aproximadamente 14 por
23 um e ocorrem 400.000 ou mais deles por mm® de sangue (STORER e USINGER,
1979; DUELLMAN e TRUEB, 1986). Ainda, segundo MAPLES (1985) e TURNER
(1988) os principais orgaos eritropoéticos nos girinos sao o figado e os rins. TURNER
(1988) e KRAUTER (1993) descrevem a seqiiéncia de amadurecimento dos eritrocitos
como sendo: eritroide precursor ou rubrocito, eritroblasto, eritroblasto

policromatico, reticuoldcito, eritrécito normocromatico.
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Segundo DUELLMAN e TRUEB (1986) existem diferencas morfolégicas
entre os glébulos vermelhos nas formas adultas e larvais de anuros. Singularmente, os
eritrocitos dos girinos sio maiores que os de rias metamorfoseadas. Um dos fatores
que contribui para esse processo é o fato dessas células em girinos possuirem maior

quantidade de reticulo endoplasmatico.

Nestes animais, os glébulos brancos ou leucécitos sao também nucleados e de
nomenclatura semelhante aquela dos mamiferos, e em média existem em ndmero

préximo a 7.000 por mm® (STORER e USINGER, 1979).

A Contagem Diferencial de Leucocitos (CDL), por exemplo, ¢ um método que
permite ao pesquisador ter um panorama da porcentagem dos tipos de células

existente no sangue (RANZANI-PAIVA, 1995).

Segundo JAKOWSKA (1956), peixes e anfibios podem muitas vezes
apresentar varias células imaturas, como resultado de certos estimulos externos ou
internos. Estas células imaturas irao desaparecer gradualmente, pela continuidade de
seu processo de diferenciacio nos vasos sanguineos. Este processo de diferenciacao
nao acontece no homem e em outros mamiferos. Desta forma, segundo esse autor no
sangue de peixes e anfibios observa-se grande quantidade de células imaturas,

produz-se um falso estado leucémico.

DIAS (1992) relatou a caréncia de informacoes sobre a composi¢io celular do
sangue dos anfibios. NAOUM et al. (1986) e CANNON et al. (1987) enfatizaram esse
fato e que este quadro se agrava quando se pesquisa os elementos celulares sanguineo

das formas pré-metamorficas de anuros.

Alguns estudos realizados com o sangue de anuros referem-se aos globulos
vermelhos, quantidade de hemoglobina e proteinas do sangue. Assim, os critérios

adotados pelos hematologistas para estabelecimento da nomenclatura dos elementos
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figurados do sangue dos anfibios larvais e adultos estio baseados em estudos
comparativos, particularmente com peixes teleosteos (ELLIS, 1977 e SAUNDERS,

1996)

Os linfécitos de peixes possuem papel similar aos linfécitos de vertebrados,
atuando como células imunocompetentes (ELLIS, 1977; HUSTON et al., 1996; RUIZ
et al., 2003) e na defesa contra infeccoes por protozoarios, helmintos (YAMAMOTO

et al., 2001) e outros patégenos (RUIZ et al., 2003).

FIORANELLI et al. (2004) comprovaram a participacdo de linfécitos e

macroéfagos, em focos inflamatérios de girinos de ra-touro.

Os neutroéfilos sao granuldcitos que possuem funcées de fagocitose
(GARCIA-NAVARRO e PACHALY, 1994; MORGULIS, 2002). Estudos em diversas
espécies de peixes demonstraram a capacidade fagocitica dos neutroéfilos sanguineos
ou teciduais ao englobar particulas antigénicas (MORROW e PULSFORD, 1980;
SUZUKI, 1984; McARTHUR et al., 1984; ELLSAESSER et al., 1985; SUZUKI, 1986;
DOGGET e HARRIS, 1987; THUVANDER et al., 1987; JORGENSEN et al., 1993) e
bactérias (FINN e NIELSON, 1971; SUZUKI, 1984; MacARTHUR et al., 1984;
BODAMMER, 1986; HINE et al., 1986; LEHMANN et al., 1987; LAMAS et al., 1994;

Do VALE et al., 2002).

Os imunoestimuladores e os adjuvantes aumentam a mobilizacao enzimatica
e a atividade fagocitica de neutréfilos (SIWICKI et al., 1998). Os neutréfilos possuem
grandes quantidades de peroxidase (ELLIS, 1977), uma enzima lisossomica presente
em células fagociticas e que promove a oxidacio de certos compostos pelo peréxido de

hidrogénio no processo de fagocitose (OLIVEIRA et al., 1997)

Nos mamiferos os basofilos sao células derivadas da medula oOssea e

participam de processos alérgicos e resposta imunolégica (BOCHNER e
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SCHLEIMER, 2001). Embora exercam funcio de fagocitose nao o fazem com a
mesma avidez dos neutréfilos (LORENZI, 1999). Funcionalmente, no sangue
periférico, comportam-se como os mastocitos dos tecidos, possuem receptores de alta
afinidade para as porcdoes da imunoglobulina E (IgE), granulos ricos em histidina
(BACH, 1989; ROITT et al., 1998), que ¢ liberada na anafilaxia (TAVARES-DIAS e

MORAES, 2004).

A producio de eosindfilos em mamiferos ocorre na medula dssea sob
estimulo da interleucina 5 (BROIDE e SRIRAMARAO, 2001) e podem exercer
funcio fagocitica, mas nao fazem com a mesma avidez dos neutroéfilos (LORENZI,
1999). Os eosindéfilos estio presentes em maior niimero no trato gastro-intestinal que
em outros tecidos (ROTHENBERG et al., 2001) e foi demonstrada sua participacao
nas doencas alérgicas e nas infeccoes parasitarias. Nos vertebrados, os eosindfilos sao
considerados como leucocitos sanguineos com importante papel pré-inflamatério em
varias desordens imunologicas (ROTHENBERG et al., 2001; BROIDE e
SRIRAMARAO, 2001). Além disso, estudos recentes sugerem que no homem as
funcoes dessas células nao limitam-se a isso, visto que participam também na
hematopoiése, produzindo e liberando o fator estimulador de colonias (HARTMAN,

et al., 2001).

Nos mamiferos (LORENZI, 1999) e em peixes (DO VALE et al., 2002) os
neutrofilos sao células fagociticas com importante papel na defesa contra infeccoes
(THUVANDER et al., 1987; LEHMANN et al.,, 1987; DO VALE et al., 2002) e

possuem um sistema de agentes microbicidas (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

Os trombocitos sao células sanguineas encontradas em aves, répteis, anfibios
e peixes, cuja funcao hemostatica e de homeostasis sao bem descritas (ROBERTS,

1981; PENHA et al., 1996; BALETTI et al., 1998).
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Em peixes os trombdcitos e leucocitos sao as células sanguineas de defesa
organica, sio predominantes nas extensées sanguineas de espécies dulceaquicolas
(CHONDAR, 1982). Ao microscopio de luz sdo células predominantemente elipticas,
com nicleo fusiforme e hipercorado. Outras vezes pode ser hialino ou levemente

acidofilo, diferente do observado em linfocitos (TAVARES-DIAS e MORAES, 2004).

HILL e ROWLEY (1996) sugerem que os trombocitos de peixes ha
semelhanca das células hemostaticas ancestrais em deuterotomios invertebrados,
como os tunicados (ascidias), equinodermos que possuem funcio fagocitica
(agregatoria), ajudando a manter os peixes livres de patégenos apos dano vascular. A
atividade fagocitica em trombdcitos também foi descrita em anfibios (DIAS e

SINHORINI, 1991; PENHA et al., 1996).

Reacio inflamatdria inespecifica e resposta imunolégica nas quais ocorrem a
fagocitose sio de extrema importincia nos mecanismos de defesa do hospedeiro
(LAMAS et al., 1994). Os monocitos do sangue periférico migram para o foco
inflamatdrio e transformam-se em macrofagos (GRIFFIN, 1984). Atividade fagocitica
dos mondcitos no sangue e/ou tecido foi descrita em peixes cartilaginosos (MORROW

e PULSFORD, 1980) e em teleésteos (FERGUSON, 1976; ELLIS, 1977).

Na aqiiicultura ha interesse especial em aumentar a resisténcia as doencas e
incrementar a atividade fagocitica de células de defesa. O aumento da atividade
fagocitica de antigenos bacterianos ¢ induzida pela liberacio de patégenos mortos ou
de seus produtos o qual foi descrito por ROITT et al. (1998) e pela aplicacao de

imunoestimuladores e adjuvantes (SIWICKI et al., 1998).
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Caracteristicas histolégicas do rim

Em anfibios os rins constituem o sistema excretor e mantém o balango acido-base,
eletrolitico e a coordenacdo dos fluidos dos fons da 4gua movimentados dentro do sistema
digestivo, branquias, pele e bexiga urindria (VIERTEL e RICHTER, 1999). Segundo
FERNANDEZ et al. (2002) o rim € um 6rgao linfo-hematopoético devido as suas fungdes
fisiolégicas e estruturais.

Nos girinos cada rim esta formado por um complexo tubular encaracolado, um
seio cardeal posterior grande, tecido intersticial hematopoético e glomérulos

(VIERTEL e RICHTER, 1999).

A organizacio do nefron nos anfibios apresenta as seguintes estruturas:
corpusculo renal, segmento do colo, tidbulo contorcido proximal, segmento
intermediario e tibulo contorcido distal. O segmento do colo possui células ciliadas e
apresentam borda em escova (microvilos). Nas proximidades de cada tibulo, projeta-
se um tufo de capilares dentro do celoma. Este tufo constitui o chamado glomérulo
externo (ou glomérulo aberto) sendo coberto apenas pela esplacnopleura. Sua funcao
é filtrar os residuos do sangue para a cavidade celomatica. Quanto a organizacao dos
tibulos renais ha uma tendéncia a desaparecimento dos nefrostomas ao mesmo
tempo que se desenvolve outra estrutura mais especializada na filtracio: o corpisculo
renal. Este se origina a custa de uma invaginacido, em forma de calice da porc¢ao
medial do tibulo renal, que ¢é invadida por uma rede capilar. Os capilares formam o
glomérulo; a parede do tibulo onde ocorreu a invaginacio constitui a capsula de

Bowman, e o conjunto o corpusculo renal (GEORGE e CASTRO, 1998).

A capsula de Bowman é formada por dois folhetos, um interno ou visceral e

outro externo ou parietal. Entre esses dois folhetos ocorre um espaco denominado
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capsular, que recebe o filtrado glomerular. O folheto parietal é abaulado e formado
por um epitélio pavimentoso simples que se apdia na lamina basal, sendo sustentado
por uma fina camada de fibras reticulares. O folheto visceral mostra caracteristicas
bastante diferentes, sendo também formado por um epitélio simples que reveste
internamente as alcas capilares do glomérulo, tendo contorno bastante irregular e sua
lamina basal acopla-se a 1amina basal do endotélio dos capilares. As células do folheto
visceral caractericadas por apresentarem um corpo celular do qual saem numerosos
prolongamentos ditos primarios que se ramificam originando prolongamentos
secundarios. Essas células receberam a denominacdo de podocitos. Seus
prolongamentos primarios abracam os capilares glomerulares enquanto os
prolongamentos secundarios dos varios podécitos interdigitam-se formando um
sistema bastante elaborado de fendas intercelulares referidas como fendas de

filtracio (GEORGE e CASTRO, 1998).

Nos anfibios o segmento intermediario fica entre o tibulo contorcido
proximal e o tibulo contorcido distal e apresenta epitélio cibico simples ciliado.
Nesse segmento o filtrado perde sédio para o filtrado intercelular, fica hipotonico e
chega ao tibulo contorcido distal. As células do tibulo contorcido proximal sao
cubdides ou colunares e apresentam borda em escova, realiza absorcao de sédio e
glicose por processo ativo e por difusido, absorve cloreto e 4gua. Através da pinocitose
engloba proteina (albumina) do filtrado, que sao digeridas pelas enzimas lisossomicas.
O tabulo contorcido distal é formado por células cubédides com estriacao basal, este
tibulo absorve sédio e agua do filtrado e adiciona ions hidrogénio, potassio e amoénia,
sua atividade é muito importante para a manutencio do equilibrio acido-base do
sangue. A absorcio de agua no tibulo é controlada pelo hormodnio antidiurético

(GEORGE e CASTRO, 1998).
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Caracteristicas histolégicas do figado

O figado tem sido o principal 6rgao envolvido e correlacionado com o
metabolismo protéico sendo que uma disfunc¢io grave, decorrente de varias causas, e

por dias seguidos, pode levar a um quadro irreversivel (GUYTON e HALL, 2002).

O figado nos peixes teledsteos se apresenta como um orgao-chave, o qual
controla muitas funcoes vitais. O tecido hepatico parece ter um proeminente papel
fisiologico, participando de funcdes anabdlicas (sintese de proteinas, lipidios,
carboidratos), catabdlicas (nitrogénio, glicogénio e detoxificacio de xendfobos), e
destaque para a vitelogénese (sintese de viteloginina). Desta forma, este tecido deveria
ser considerado um orgao alvo para estudos de muitos parametros ambientais e
bioldgicos que podem alterar sua estrutura e metabolismo: toxinas, metais pesados,

parasitos e microorganismos (BRUSLE e ANADON, 1996).

As principais funcdes das células hepaticas ndo estdo diretamente
relacionadas com a digestido, mas com as transformacées das substincias nutritivas
apoés a sua digestao e absorcao pelo organismo. As células hepaticas atuam como
“industrias quimicas” que atendem ao organismo como um todo, sendo capazes de
produzir varias alteracdes nas substincias nutritivas que recebem (ROMER e

PARSONS, 1985).

O hepatocito sintetiza suas proprias proteinas e proteinas de exportacio,
como a albumina e o fibrinogénio, porém nao acumula estas proteinas produzidas,
eliminando-as gradualmente na corrente sanguinea. Os lipidios e glicidios sdo
armazenados na célula hepatica sob a forma de triglicéridos e glicogénio,
respectivamente. O figado serve também de depédsito de algumas vitaminas,

especialmente a vitamina A. Qutra funcao hepatica é a de detoxificacao, onde muitas
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substincias toxicas sdo neutralizadas e posteriormente exportadas na bile ou plasma

(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Sua funcio secretora se da pela bile, considerada secrecio exécrina do
figado, produzida pela atividade continua de todos os hepatécitos e de fundamental
importincia na participacio da digestao dos lipidios no intestino delgado (AIRES,

1995).

A bile secretada pelas células hepaticas flui pelos canaliculos biliares, ductos
biliares. Estas estruturas se anastomosam, formando uma rica rede de ductos no

figado (ROMER e PARSONS, 1985; JUNQUEIRA e CARNEIRO; 2004).

Hepatdcitos, células endoteliais, células de estocagem de lipidios, macrofagos,
células sanguineas circulantes, e células pancreaticas exocrinas ocorrem no figado dos

teleosteos constituindo unidades funcionais (BLOCH, 1973).

A mudanca no figado que acompanha a metamorfose envolve um panorama
de eventos de diferenciacdo bioquimicas. Estes incluem sintese de DNA, sintese e
acumulo de uma quantia estavel de transcricio de RNA com uma enumeracao
associada de nucléolos, sintese de lipidio, elaboracdo de retiiculo endoplasmatico
rugoso, ¢ mudanca na estrutura e no nimero de mitocondrias (McDIARMIDE e

ALTIG, 1999).

Em anfibios no estagio 23 da tabela de (GOSNER, 1960) a massa hepatica,
ainda nao esta totalmente definida, esta recoberta pelo estomago, dela sai um ducto,
que corresponde ao ducto colédoco, o qual se liga a primeira porc¢iao do intestino. A
vesicula biliar é ainda muito pequena e o pancreas nao é visivel. No estagio 28, o
figado ja esta dividido em lébulos hepaticos, na face visceral do figado. O ducto
colédoco, que desemboca na primeira porcao do intestino delgado, mostra-se com

maior didmetro e calibre que o estiagio anterior. No estagio 29 a anatomia fica
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inalterada (VIERTEL e RICHTER, 1999). No estagio 40 a vesicula biliar esta bem
desenvolvida, o ducto colédoco é de facil visualizacdo, o pancreas ja esta formado,
sendo que o mesmo recobre a porc¢ao inicial do intestino delgado (duodeno). Todas as

estruturas anatomicas deste estagio sao similares as dos adultos (RIBEIRO-FILHO,

1997).

ROBBINS et al. (1984), caracterizam a necroses caseosa como figado flacido,
desarranjo dos hepatécitos, inclusoes vacuolares citoplasmaticas e niiclo picnético.
HIBIYA, (1992) caracteriza a degeneracido lipidica no figado, como excessivo
acumulo de lipidios no citoplasma, acompanhada de atrofia nuclear e intensa

vacuolizac@o citoplasmatica.

Caracterfsticas histoldgicas do intestino

Em anfibios a apoptose é uma alteracao celular natural que acontece durante
a metamorfose nas células da cauda e do intestino ISHIZUYA-OKA, 1996) dos

girinos de ra-touro (DUELLMAN e TRUEB, 1986).

A regressio do intestino em anuras acontece durante o climax da
premetamorfose, e se caracteriza pela diminuicio do intestino e a perda de epitélio
primario. Esta perda parece ser iniciada pela mobilizacio de lisossomas e liberacao
de hidrolases no citoplasma das células epiteliais. A atividade da fosfatase alcalina,
que € correlacionada com o epitélio funcional da larva, diminui durante a regressao

do intestino (DUELLMAN e TRUEB, 1986).

O epitélio intestinal de girinos de ra-touro é colunar simples e consiste em

dois tipos celulares: as células absortivas e as células caliciformes. As primeiras
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apresentam bordas apicais estriadas, correspondentes aos microvilos observados em
microscopio eletronico, os quais funcionam aumentando a superficie de absorcio

(GEORGE e CASTRO, 1998).

CARMONA-OSALDE et al. (1997), realizando estudos biométricos e
nutricionais com girinos de ra-touro, concluiram que durante o climax da
metamorfose (aparecimento dos membros anteriores) ocorre reduciao acentuada no
comprimento relativo do tubo digestério indicando mudancas de habito alimentar de

herbivoro para carnivoro.

Durante a metamorfose o epitélio primario do intestino dos girinos é
substituido por novo epitélio secundario. Essas mudancas siao atribuidas a fatores

espontineos que acontecem no intestino durante essa fase (HOURDRY, 1996).

Um corte transversal do intestino de anfibio revela, em geral, as mesmas
camadas carateristicas do trato alimentar: a mucosa com epitélio colunar simples e
lamina prépria conjuntiva rica em células. A muscular da mucosa esta presente, e em
alguns anfibios, consiste apenas de células musculares esparsas. A submucosa consiste
de tecido conjuntivo e linfdide, e vasos sanguineos. Mais externamente observa-se a
tinica muscular constituida por espessa camada de fibras dispostas circularmente e
fina camada de fibras dispostas longitudinalmente. Finalmente, existe uma fina
membrana serosa do peritoneo. A mucosa e a submucosa elevam-se formando dobras
longitudinais, como nas valvas espirais dos tubaroes, ou nas valvulas coniventes dos
mamiferos. Entretanto, na mucosa ndo existe nenhuma dobra que possa ser
comparada aos vilos intestinais dos vertebrados superiores (GEORGE e CASTRO,

1998).
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Resumo

Foi avaliado o efeito do extrato hidroalcodlico de prépolis no desempenho de girinos
de ra-touro. Foram utilizados 1400 girinos no estagio 26 da tabela de Gosner (1960),
distribuidos em vinte tanques experimentais com 70 litros de agua, na densidade de
um girino por litro. As diferentes concentracdes de propélis (0,0; 0,2; 0,5; 1,0; e 1,5
%) foram misturadas a raciao (45 % Proteina Bruta). O arracoamento foi realizado
quatro vezes ao dia. Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e quatro repeticoes. Avaliou-se o ganho de peso, consumo de racao,
comprimento, sobrevivéncia, conversao alimentar e metamorfose. A sobrevivéncia,
consumo de racio, conversio alimentar e comprimento dos girinos, nao foram
influenciados pelo extrato hidroalcodlico de proépolis. O ganho de peso foi
influenciado (P < 0,05) observando-se menor ganho de peso (5,19 g) nos girinos que
nao receberam extrato hidroalcodlico de propolis. A metamorfose foi mais acelerada

quando os mesmos receberam propolis.

Palavras chaves: peso, comprimento, sobrevivéncia, metamorfose, ranicultura.
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Abstract

The effect of the propolis hidroalcoholic extract was evaluated in the develoment of
bullfrog tadpoles. 1,400 tadpoles were used at stage 26 Gosner (1960), distributed in
twenty experimental tanks with 70 liters of water, in the density of one tadpole per
liter. The different levels of propolis (0.0; 0.2; 0.5; 1.0; and 1.5 %) were mixed with
ration (45 % CP). The feding was four times a day. The weight gain ration,
consumption, length, survival, feed conversion and metamorphosis were appaised
using a completely randomized design with five treatments and four repetitions. The
survival, consumption, feed conversion were and length not influenced by the
different levels of propolis hidroalcoholic extract. The weight gain was influenced (P
< 0,05) where it was observed a smaller weight gain ( 5,19 g) and length in the
tadpoles that didn't receive propolis hidroalcoholic extract. The metamorphosis was
more accelerated when the same ones received propolis hidroalcoholic extract in their

diet.

Key words: weight, length, survival, metamorphosis, frogculture.
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Introdugao

A criacdo de girinos é uma etapa fundamental para o funcionamento de
qualquer ranario, e quando desenvolvida de maneira adequada, propicia imagos em
bom estado, para que atinjam niveis de produtividade compativel com os indices

zootécnicos estabelecidos para a ranicultura moderna.

Na maioria dos ranarios comerciais observa-se a ocorréncia de mortalidade
de girinos relacionada com varios fatores, tais como: utilizacdo de tanques de
alvenaria sem revestimento, alta densidade, excesso de alimento, vazao insuficiente,
agua de baixa qualidade, alta contagem de coliformes fecais, manipulacio excessiva
dos animais (Guimaraes et al., 1988 a, b; Souza et al., 1993; Moraes et al., 1996; Fiorio
et al., 1997). O modo de infeccdo natural mais comum € a ingestio das bactérias
diretamente da agua ou de comida contaminada, penetracio através da pele e

ferimentos provocados por traumas ou parasitos.

As doencas nas espécies criadas em cativeiro, principalmente as de origem
infecciosa, tém consideravel importiancia, pois limitam o potencial reprodutivo das
ras e a rentabilidade comercial das empresas que exploram o ramo (Souza et al.,

1993).
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A proépolis é um apiterapico utilizado ha séculos na medicina popular como
agente anti-inflamatorio e tem atraido a atencio de muitos pesquisadores,
principalmente nas ultimas duas décadas, no sentido de elucidar suas propriedades
biolégicas e farmacolégicas. Sua acao antimicrobiana é reconhecida mundialmente,
com muitos trabalhos cientificos realizados nesse sentido, confirmando sua acio sobre
bactérias, virus, protozoarios e fungos, bem como anti-inflamatéria, antioxidante e
imunoestimulante (Ghisalberti et al., 1977; Ghisalberti, 1979; Hollands et al., 1988).
Dentre as acoes bioldgicas da proépolis a antibacteriana e a antifiingica sdo as mais

populares e as que vém sendo mais extensivamente estudadas (Marcucci,1995).

Varios estudos tém demostrado sua eficacia no tratamento da coccidiose em
coelhos (Hollands et al., 1989 e 1991; Moura et al., 1998), como estimulante do apetite
em leitoes desmamados (Sanchez e Galardi, 1989), na podedermite necrética (footrot)
em ovinos (Tonhasca, 1988), em casos de pneumonia (Rodriguez ef al., 1989) e de

diarréia infecciosa em bezerros (Fumero et al., 1989).

Poucos trabalhos tém sido realizados considerando-se a resposta dos animais
frente a algumas dessas atividades biologicas da propolis, em termos de indices

zootécnicos.

O objetivo foi avaliar o efeito de diferentes concentracdes do extrato
hidroalcodlico de prépolis no ganho de peso, consumo de racdo, comprimento,
conversao alimentar, tempo de metamorfose e sobrevivéncia de girinos de ra-touro

(Rana catesbeiana).
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Material e métodos

INSTALACOES E CONDICOES EXPERIMENTAIS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquéticos do Centro de Aqiiicultura da UNESP — Campus de Jaboticabal, no periodo de

fevereiro a margo de 2003.

Foram utilizados 20 tanques experimentais (Figura 1), com capacidade de 100
litros, preenchidos com 70 litros de dgua. Os tanques tinham abastecimento individual e

escoamento diretamente do fundo. A dgua utilizada foi proveniente de poco artesiano.

Figura 1. Tanques experimentais utilizados no ensaio do

desempenho de girinos de ra-touro.
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Material biolégico

Foram utilizados 1400 girinos de ra-touro, Rana catesbeiana, com peso médio de
0,08 g e 18,61 mm, de comprimento no estdgio 26 de Gosner (1960), procedentes de uma
mesma desova, oriundos do setor de Ranicultura do Centro de Aqiiicultura da UNESP
sendo os animais foram distribuidos nos 20 tanques experimentais, na densidade de 1

girino/L agua.

Procedéncia da propolis

A propolis foi adquirida da empresa Apis Flora Industrial e Comercial LTDA,

localizada em Ribeirdo Preto-SP.

Caracteristicas do extrato hidroalcodlico de prépolis

As caracteristicas do extrato hidroalcodlico de prépolis, fornecidas pela Apis
Flora sdo as seguintes:
Aspecto - liquido limpido, sem particulas em suspensao;
Cor — Ambar;
pH - 5,35;
Teor alcodlico - 56 %;
Propriedade antioxidante - 8 segundos;
Sélidos soluveis — 11 % P/V;

Flavondides totais - 5,45 mg/L.
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Preparo e fornecimento das dietas experimentais

Para a alimentag@o dos girinos foi utilizada uma ra¢ao comercial, farelada (Tabela
1), na qual foram adicionadas e misturadas manualmente diferentes concentragcdes do
extrato hidroalcoédlico de prépolis (0,0; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 %). Ap6s esse procedimento, as
racdes foram secas em estufa com circulagdo de ar a 40 °C por 24 horas e, logo apds,
trituradas em liquidificador por dois minutos e estocadas em freezer.

O arracoamento foi a lanco, de modo uniforme, quatro vezes ao dia,
observando-se o consumo para evitar sobras, de forma que a quantidade oferecida

fosse considerada como consumida (Utne, 1978).

Tabela 1. Composicao porcentual da ragdo comercial (Poli peixe 450 F, em p6 e peneirada

em malha de 2mm).

Nutrientes %

Proteina Bruta (PB) 45,0
Extrato etéreo (EE) 9,0
Fibra bruta (FB) 6,0
Matéria mineral (MM) 3,0
Ciélcio (Ca) 8,0
Foésforo (P) 1,0
Umidade 12,5

Premix: Vitamina A 12.000,00 UI; Vitamina D3, 3.400,00 UI; Vitamina E 150,00 mg; Vitamina K, 20,00
mg; Vitamina B1 (Tiamina) 30,00 mg; Vitamina B2 (Riboflavina) 30,00 mg; Vitamina B6 (piridoxina 30,00
mg; Vitamina B12 30,00 mg; Niacina 150,00 mg; Pantotenato de Calcio 78,75 mg; Acido Félico 8,12 mg;
Biotina, 0,25 mg; Vitamina C 400,00 mg; Cloreto de Colina 1,00 g; Cobre 25,00 mg; Manganés 68,75 mg;
Zinco 112,50 mg; Iodo 1,25 mg; Cobalto 0,75 mg; Selénio 0,30 mg; Antioxidante 125,00 mg; Fungistético
1.000,00 mg.

Antes da alimentacdo os tanques foram sifonados, para a retirada dos dejetos e

restos da alimentacgdo anterior.
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Avaliagdo da qualidade da dgua

No decorrer do experimento a temperatura da agua dos tanques foi aferida
diariamente com termémetro digital, ¢ semanalmente realizou-se analise de agua
medindo-se o pH, condutividade elétrica (mediante Horiba ), e oxigénio dissolvido

(oximetro Hach DO meter 16046).

Avaliagdo dos pardmetros de desenvolvimento

Foram avaliados os seguintes parametros de desemvolvimento: ganho de
eso, consumo de racao, conversiao alimentar aparente, sobrevivéncia, comprimento
b 9 9 o

total, e porcentagem de animais metamorfoseados.

Quinzenalmente, 20 girinos de cada tanque experimental (28,6 %) foram
pesados individualmente, em balanca analitica (0,0001g de sensibilidade) e medido
seu comprimento total com paquimetro digital — AKITA (Figura 2). Na tltima

amostragem todos os animais foram pesados e medidos.

A conversao alimentar aparente (C.A.A.) foi calculada pela relacido entre as

médias de consumo de racio e de ganho de peso de cada parcela.

Os dados de sobrevivéncia, expressados em %, foram transformados em

arcosen[ P/100 para a realizacio da analise estatistica.
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Figura 2. Medida do comprimento total dos girinos de

ra-touro utilizados no ensaio do desempenho.

Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos
e quatro repeticoes representado por: T1 - 0,0; T2- 0,2; T2 -0,5; T4-10;e TS-1,5

% de prépolis.

A andlise estatistica dos resultados (ganho de peso (g), consumo de ragdo (g),
conversdo alimentar, sobrevivéncia (%) e comprimento (mm)) foi realizada através de

andlise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey.

Resultados e discussao

Caracterfsticas hidroldgicas

A temperatura média da agua dos tanques durante o periodo experimental

variou de 28,27 + 0,45 a 28,77 = 0,34 °C. Esses valores estio dentro da faixa
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considerada 6tima para cultivo de girinos (24,5 a 29,1 2C), segundo Justo ef al. (1985);

Lima et al. (2003), Bambozzi et al. (2004) e Hayashi et al. (2004).

De maneira geral os parametros hidricos apresentaram-se relativamente

constantes nos diferentes tratamentos.

Os teores médios de oxigénio dissolvido variaram de 5,75 = 0,33) a 6,06, + 0,67
mg/L estando dentro do limite aceitavel para o cultivo de organismos aquaticos ( 6,5 a

6,9) segundo Culley Jr. (1981).

Os valores médios de pH variando de 7,3 = 0,17 a 7,6 + 0,06, também estao
préximos ao valor recomendado para o cultivo de girinos de 7,4 segundo Hayashi et

al. (2004) e de 7,96 segundo Bambozzi ef al. (2004).

A condutividade elétrica da agua dos tanques experimentais variou de 190,2 +

5,52 a 195,1 + 4,94 puS/cm.

Parametros de desenvolvimento

O ganho de peso dos girinos observado no periodo experimental foi influenciado
significativamente (P < 0,05) pela adi¢do de prépolis na ragdo (Tabela 2). Observa-se que
os girinos que ndo receberam propolis apresentaram um menor ganho de peso (5,19 g),
diferindo significativamente daqueles que receberam 1 % de prépolis (6,23 g). Entre os
tratamentos que foram adicionados prépolis na racdo nao foi observada diferenca
significativa no ganho de peso dos girinos.

Através da Figura 3 observa-se que houve tendéncia de maior peso quando os
girinos foram alimentados com racdo suplementada com prépolis, indicando que a

suplementacio favoreceu o ganho de peso dos mesmos.
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Soares et al. (1983) testando diferentes densidades populacionais no cultivo de
girinos de ra-touro, obtiveram ganho de peso de 7,36 g em girinos alimentados com 40 %
de proteina bruta. Stéfani er al. (2001) obtiveram ganho de peso de 7,01 g, em girinos
alimentados com 500mg/kg de vitamina C na racdo, valores préximos ao observado no
presente trabalho, nos girinos que reseberam prépolis.

Justo et al. (1985) testando diferentes densidades populacionais no cultivo de
girinos de ra-touro obtiveram girinos com peso de 4,82 g; Carmona-Osalde et al. (1996)
testando o requerimento de proteina no cultivo de girinos de ra-touro obteve girinos com
peso de 3,4 g; Bambozzi et al. (2004) testando o efeito do fotoperiodo sobre o
desenvolvimento obtiveram girinos de ra-touro com peso de 2 g e Hayashi et al. (2004)
obtiveram girinos com 10 g de peso em girinos cultivados em tanque rede, valores

diferentes aos encontrados no presente trabalho.
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Figura 3. Peso médio de girinos de ra-touro durante o periodo experimental
submetidos a diferentes concentracoes de extrato hidroalcoélico

de propolis.

Na literatura consultada nao foram encontradas pesquisas relacionadas ao uso
do extrato de proépolis com nenhum organismo aquatico. De acordo com Garcia
(2001), poucos trabalhos tém sido realizados em termos de indices zootécnicos frente

as atividades biologicas da prépolis.

Sanchez e Galardi (1989) testaram aplicacoes oral de emulsio aquosa de
propolis (10 %) em 60 leitdes desmamados, e observou que os animais tratados
tiveram maior ganho de peso, conseqiiéncia de uma acido estimulante da propolis

sobre o apetite dos animais.
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Garcia (2001) testou racao peletizada com concentracées de 0,1; 0,2; e 0,3 %
de propolis em coelhos da raca Norfolk 2000, e observou maiores ganhos de peso nos
animais que receberam racéo com 0,1 % de extrato seco de propolis e os menores, 0s

que receberam racées com 0,3 % de extrato seco de propolis.

O consumo de ragdo dos girinos durante o periodo exprimental nio teve diferenca
significativa (P > 0,05) entre os tratamentos, variando de 6,41 a 8,99 g (Tabela 2). O menor
consumo de racdo (6,41 g) foi observados nos girinos que receberam 0,2 % de extrato
hidroalcodlico de prépolis na ragdo e o maior consumo (8,99 g) nos girinos que receberam
1,5 % de extrato hidroalcodlico de prépolis na racdo.

A conversao alimentar aparente dos girinos de ra-touro nao foi influenciada
significativamente (P > 0,05) pelos diferentes tratamentos (Tabela 2), variando de
0,95 a 1,43: 1. Os valores de conversao alimentar encontrado no presente trabalho
foram semelhantes aqueles encontrados por Lima et al. (2003), 1,5:1, sendo
considerados satisfatorios. Lima e Valles (1998) e Hayashi et al. (2004) obtiveram
para girinos de ra-touro conversio alimentar média de 1,63:1 e 1,02:1

respectivamente utilizando racdo com 40 % de proteina bruta.

A sobrevivéncia dos girinos também nao foi afetada significativamente (P >
0,05) pelos tratamentos (Tabela 2), variando de 44,25 a 68,25 %. Apesar de nao
ocorrer diferencas significativas, observou-se uma tendéncia de maior indice de
sobrevivéncia (68,25 %) quando os girinos receberam rac¢ao suplementada com 0,2 %
de extrato de propolis. A menor porcentagem de sobrevivéncia (44,25 %) encontrada
no T5 foi devido a ocorréncia de edema nos membros posteriores de alguns girinos

(Figura 4), aumentando a mortalidade dos mesmos.

Os girinos doentes apresentavam sintomas tipicos de ''red leg', doenca

provocada pela bactéria Aeromonas hydrophila, entretanto a presenca da mesma nao
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foi confirmada pelo Laboratorio de Patologia de Organismos Aquaticos do

CAUNESP.

Figura 4. Edema nos membros posteriores dos
girinos de ra-touro de uma repeticao nos

tratamentos 4 e 5 do experimento.

Os indices de sobrevivéncia observados (exceto do T4 e T5) foram semelhantes
aos resultados obtidos por Stéfani et al. (2001) que encontraram 62,83 % de
sobrevivéncia para girinos alimentados com racao suplementada com 500 mg de

vitamina C.

Lima e Valles (1998) e Lima et al. (2003) indicaram respectivamente, que
valores de 6 % e 7,65 % de mortalidade podem ser considerados como satisfatérios
excluindo-se casos de mortalidade provocada por eventuais doencas ou erros de
manejo. Lima et. al. (2003) encontraram indices de mortalidade que variaram de 0,7

a 35,2 % em experimentos de campo.

Bambozzi et al. (2004) obtiveram sobrevivémcia de 100 % em girinos de ra-touro,
usando filtro de carvdo ativado em 135 dias de experimentacdo e Hayashi et al. (2004),

95,83 % de sovrevivéncia em girinos cultivados em tanque rede com aera¢ao suplementar.
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Os valores médios do comprimento dos girinos estio apresentados na Tabela
2. Pode-se observar que o comprimento total dos girinos de ra-touro nao foi
influenciado significativamente (P > 0,05) pelos diferentes tratamentos, variando de

85,65 a 91,67 mm.

Na Figura 5 observa-se que aos 45 dias do periodo experimental os girinos que
receberam propolis apresentaram uma tendéncia de maior comprimento comparado

com os girinos que nao receberam proépolis em sua dieta.

100 1 ——T2(0,2 % de prépolis)
T3(0,5 % de prépolis)

80 1 T4(1,0 % de prépolis)
T5(1,5 % de prépolis)

60 1 —X*—T1(0,0 % de prépolis)

Comprimento (mm)
S
)

[\]
(e
1

0

Tempo (dias)

Figura 5. Comprimento médio total dos girinos de ra-touro durante o periodo
experimental submetidos a diferentes concentracoes de extrato

hidroalcodlico de propolis.
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O comprimento dos girinos é um dado importante, principalmente na fase
final da metamorfose, onde girinos maiores darao origem a imagos maiores,

diminuindo a mortalidade e facilitando o manejo da fase inicial de engorda.

Na Tabela 3 pode-se observar a porcentagem de girinos nos diferentes
estagios de desenvolvimento de acordo com Gosner (1960), onde girinos a partir do
estagio 42 encontravam-se no climax da metamorfose, ou seja, ocorreu o rompimento
dos membros anteriores (estagio 42), a boca comecou a se alargar e a cauda, sendo

gradativamente reabsorvida (estagios 43 a 46).

Os girinos que receberam propolis apresentaram as maiores porcentagens de
animais no estagio 42, sendo 8,1; 10,3; 6,2 ¢ 124 % para T2, T3, T4 e T5,
respectivamente. A menor porcentagem (4,8 %) foi observada nos girinos que niao
receberam proépolis (T5), indicando que o extrato hidroalcodlico de prépolis pode ter

favorecido a metamorfose nas condicoes experimentais (Tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de girinos de ra-touro nos diferentes estagios de
desenvolvimento, de acordo com Gosner (1960), no final do periodo

experimental (60 dias).

Tratamentos
EStégiO de T] T2 T3 T4 T5
desenvolvimento (%) (%) (%) (%) (%)
<37 0,8 0,7 - 0,9 0,6
37 0,8 1,1 - 1,4 -
38 4,0 3,3 1,1 2.4 -
39 13,6 4.8 2,7 5,2 6,2
40 31,6 20,1 19,0 23,2 19,2
41 42,8 60,1 64,3 58,8 58,8
42 4.8 8,1 10,3 6,2 12,4
43 1,6 1,8 2,7 1,9 2,8

T1 = 0,0 % de prépolis; T2 = 0,2 % de prépolis; T3= 0,5 % de prépolis ; T4 = 1,0% de prépolis ;TS = 1,5 %
de prépolis.
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Banbozzi et al. (2004) obtiveram 43 % de girinos metamorfoseados no estagio
43 de Gosner, em 135 dias de experimento, periodo muito maior quando comparado

com os resultados obtidos.

De acordo com Lima ef al. (2003) a prolongacao no tempo de metamorfose
compromete a qualidade da agua, eleva o custo da producio pelo consumo da racio e

pode aumentar ou promover a inanicao, levando ao canibalismo entre girinos.

O tempo de metamorfose dos girinos depende da temperatura da agua e
também da composicio da dieta na alimentacido, concordando com Wilbur e Collins
(1973) que afirmaram que o desenvolvimento das larvas de anfibios é extremamente

dependente do meio em que sao criados.

Conclusao

Observa-se que a adi¢cdo de extrato hidroalcodlico de prépolis na racdo influenciou

o desempenho de girinos de ra-touro, melhorando seu ganho de peso.
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Resumo

Foi avaliado o efeito do extrato hidroalcodlico de prépolis na porcentagem de
leucdcitos no sangue dos girinos do estagio 26 ao estagio 42 de Gosner (1960). Foram
utilizados 1400 girinos, distribuidos em 20 tanques experimentais com 70 L de agua,
na densidade de um girino por litro. Foi misturado a racio comercial propolis nas
concentracoes de 0,0; 0,2; 0,5; 1,0; e 1,5 %. O arracoamento foi quatro vezes ao dia.
Foi utilizado um delineamento enteiramente casualizado com cinco tratamentos e trés
repeticoes. No final do experimento, foi colhido o sangue do vaso caudal, de cinco
girinos de cada repeticdo. A contagem diferencial de leucécitos foi realizada em
extensoes coradas pelo método de Rosenfeld (1947), em microscopia de luz. Foram
contadas 100 células por lamina. O grupo leucocitario influenciado pela prépolis (P <
0,05) foram os mondcitos, que nas doses de 0,2 e 0,5 %, apresentaram as maiores
porcentagens, diferindo do grupo controle e daquele de dose 1,5 %. Os linfdcitos,
basoéfilos, neutrofilos, eosindfilos nao apresentaram diferenca estatistica entre os

tratamentos.

Palavras chaves: sangue, ranicultura, contagem diferencial de leucécitos.
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Abstract

The effect of the propolis hidroalcoholic extract was evaluated in leucocytes
percentage of the blood bullfrog tadpoles at stage 42 of Gosner (1960). 1,400 tadpoles
were used, distributed in twenty experimental tanks with 70 liters of water, in the
density of one tadpole per liter. The commercial ration was mixed with propolis in the
concentrations of (0.0; 0.2; 0.5; 1.0; and 1.5 %. The feeding was four times a day.
Were used a completely randomized design with five treatments and three
repetitions. In the end of the experiment, it was picked the blood of the vase flow, of
five tadpoles of each repetition. The differential counting of leucocytes was
accomplished in red-faced extensions by the method of Rosenfeld (1947), in light
microscopia. They were counted 100 cells for sheet. The leucocytary group influenced
by the propolis (P < 0,05) were the monocytes, that in the doses of 0.2 and 0.5 %,
presented largest percentage, defering of the control group and 1.5 %. The
lymphocytes, basophils, neutrophils, eosinophils didn't present statistical difference

among the treatments.

Key words: blood, frogculture, diferential conting of leucocytes.
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Introdugao

Na maioria dos ranarios comerciais observa-se a ocorréncia de mortalidade
de girinos relacionada com varios fatores, tais como: manejo, instalacées
inadequadas, deficiéncia alimentar, ma qualidade da agua e doencas provocadas por
bactérias e fungos. Conhecer as modificacoes fisiolégicas dos animais através do
leucograma facilita a orientacio do diagndstico de doencas, desde que a taxa de
leucocitos possa ser comparada com seu adequado valor de referéncia. A morfologia
dos leucécitos de anfibios ¢ amplamente estudada usando microscopia de luz (Cannon

et al, 1986).

O aumento da atividade fagocitica de antigenos bacterianos pode ser
induzida pela liberacao de patégenos mortos ou de seus produtos (Roitt, ef al., 1998)
assim como da aplicacao de imunoestimuladores e adjuvantes (Siwicki et al., 1998). A
propolis tem se demonstrado efetiva contra bactérias gram positivas, fungos e pode

também agir como promotor de crescimento e imunoestimulante (Sforcin et al., 2004).

A propolis é um produto de origem vegetal, oriunda de substincias
resinosas, gomosas e balsimicas, coletadas pelas abelhas de brotos de flores, exudatos
de plantas, e modificadas na colméia por adicio de secrecdes salivares e cera
(Pinheiro-Filho, 1998). E utilizada pelas abelhas na protecio da colméia contra o
ataque de outros insetos e a proliferacao de microorganismos, incluindo fungos e
bactérias (Ghisalberti, 1979; Marcucci, 1995). De acordo com Marcucci (1995) ja
foram detectados mais de 50 flavondides na propolis, entre os quais compostos

pertencentes aos grupos dos polifenéis vegetais, acidos aromaticos e oléicos.
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A melhora observada no desempenho dos animais tratados com extrato de
propolis em suas dietas pode ser conseqiiéncia da melhora nas respostas imunologicas
dos mesmos, apos o consumo de propolis. Perez (1989), estudando a dose parenteral
da propolis sobre a resposta imune em coelhos, observou que doses mais altas
sugerem uma influéncia inibitéria e as mais baixas mostraram melhores resultados,
refletindo-se em niveis mais elevados de imunoglobulinas e anticorpos. Sforcin (1996)
verificou que a atividade das células natural “killer” foi elevada nos grupos tratados
com proépolis, revelando sua acido imunomoduladora.

Scheller ef al., (1977) e Hollands ef al., (1991) ndo observaram reacio alérgica

alguma a propolis em coelhos, chinchila e camundongos tratados com extrato de

propolis em suas dietas.

Entretanto, alguns autores tém relatado respostas exageradas ou
inapropiadas do sistema imunoldgico frente a administracido de proépolis. Estudos
recentes tém demostrado que algumas substancias presentes na proépolis podem
combinar-se com proteinas do organismo e tornarem-se imunogénicas, produzindo o

quadro de hipersensibilidade (Paulino, 1999).

O objetivo foi verificar possiveis alteracoes na composicao leucocitaria no
sangue de girinos de ra-touro (Rana catesbeiana) no estagio 42 de Gosner (1960),
alimentados com diferentes concentracoes de extrato hidroalcoolico de proépolis na

racao.
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Material e métodos

INSTALACOES E CONDICOES EXPERIMENTAIS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquéticos do Centro de Aqiiicultura da UNESP — Campus de Jaboticabal, no periodo de

fevereiro a maio de 2003.

Foram utilizados 20 tanques experimentais, com capacidade de 100 litros, os
quais permaneceram com 70 L de dgua. Os tanques tinham abastecimento individual e

escoamento diretamente do fundo. A dgua utilizada foi proveniente de poco artesiano.

Material biolégico

Foram utilizados 1400 girinos de ra-touro, Rana catesbeiana, com peso médio de
0,08 g no estdgio 26 de Gosner (1960), procedentes de uma mesma desova, oriundos do
setor de Ranicultura do Centro de Aqiiicultura da UNESP, Os animais foram distribuidos

nos 20 tanques experimentais, na densidade de 1 girino/L de 4gua.

Procedéncia da propolis

A prépolis foi adquirida da empresa Apis Flora Industrial e Comercial LTDA,

localizada em Ribeirdo Preto-SP.
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Caracteristicas do extrato hidroalcodlico de prépolis

As caracteristicas do extrato hidroalcodlico de propolis, fornecidas pela Apis
Flora foram as seguintes:
Aspecto- liquido limpido, sem particulas em suspensao
Cor — Ambar;
pH - 5,35;
Teor alcodlico - 56 %;
Propriedade antioxidante - 8 segundos;
Solidos soluveis - 11 P/V %;

Flavondéides totais - 5,45 mg/L.

Preparo e fornecimento das dietas experimentais

Para a alimentag@o dos girinos foi utilizada racdo comercial, farelada (Tabela 1),
na qual foram adicionadas e misturadas manualmente diferentes concentracdes do extrato
hidroalcodlico de prépolis (0,0; 0,2; 0,5;1,0;1,5 %). Apds esse procedimento, as ragdes
foram secas em estufa com circulacdo de ar a 40 °C por 24 horas e, logo apds, trituradas
em liquidificador por dois minutos e estocadas em freezer.

Tabela 1. Composi¢do percentual da ragdo comercial (Poli peixe 450 F, em pé e peneirada

em malha de 2mm).

Nutrientes %

Proteina Bruta (PB) 45,0
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Extrato etéreo (EE) 9,0
Fibra bruta (FB) 6,0
Matéria mineral (MM) 3,0
Célcio (Ca) 8,0
Fésforo (P) 1,0
Umidade 12,5

Premix: Vitamina A 12.000,00 UI; Vitamina D3, 3.400,00 UI; Vitamina E 150,00 mg; Vitamina K, 20,00
mg; Vitamina B1 (Tiamina) 30,00 mg; Vitamina B2 (Riboflavina) 30,00 mg; Vitamina B6 (piridoxina 30,00
mg; Vitamina b12 30,00 mg; Niacina 150,00 mg; Pantotenato de Cilcio 78,75 mg; Acido Félico 8,12 mg;
Biotina, 0,25 mg; Vitamina C 400,00 mg; Cloreto de Colina 1,00 g; Cobre 25,00 mg; Manganés 68,75 mg;
Zinco 112,50 mg; Iodo 1,25 mg; Cobalto 0,75 mg; Selénio 0,30 mg; Antioxidante 125,00 mg; Fungistatico
1.000,00 mg.

O arragoamento foi a lanco, de modo uniforme, quatro vezes ao dia, observando-
se 0 consumo para evitar sobras, de forma que a quantidade oferecida foi considerada
como consumida (Utne, 1978). Antes da alimentacdo didria os tanques foram sifonados

para a retirada dos dejetos e restos da alimentacdo anterior.

Avaliacdo da qualidade da dgua

No decorrer do experimento a temperatura da agua dos tanques foi aferida
diariamente com termémetro digital, ¢ semanalmente realizou-se analise de agua
medindo-se o pH, condutividade elétrica (mediante Horiba), e oxigénio dissolvido

(oximetro Hach DO meter 16046).
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Avaliagdo Hematoldgica

Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada no fim do periodo experimental, nos girinos
que estavam no estagio 42 da tabela de Gosner (1960). Para isso utilizou-se seringa de
insulina heparinizada, onde uma aliquota de sangue de aproximadamente 10 pL foi
colhida por puncao do vaso caudal (Figura 1), a qual foi depositada diretamente
sobre limina e realizada a extensao. Foi coletado sangue de cinco girinos de cada

repeticio para todos os tratamentos, e as laminas foram feitas em duplicata.

Figura 1. Processo de extracio do sangue do vaso
caudal de girino de ra-touro no fim do

periodo experimental.

Contagem diferencial de leucdcitos

Para a contagem Diferencial de Leucdcitos (CDL) foram feitas extensoes
sanguineas com o sangue coletado (10 pL), que ap6s secagem, foram coradas pelo

método de Rosenfeld (1947), examinadas sob microscopia de luz, com objetiva de 40x.
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Foram analisadas 15 laminas em cada tratamento, sendo cinco laminas por
repeticio, onde cada lamina representou um animal. Foram contados 100 leucdcitos
por lamina, a fim de verificar a freqii€ncia de cada componente celular de interesse.
As células foram classificadas em cinco categorias (linfécitos, neutrofilos, eosinéfilos,
baséfilos, e mondcitos) conforme sua morfologia e visualizacio ao microscopio,
tomando-se por base os critérios adotados por Storer e Usinger (1979), Duellman e
Trueb (1986), Turner (1988), Dias (1992), Ferreira (2002 ), Coppo (2003), Fioranelli et

al. (2004) e Fenerick Jr. (2004).

Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco
tratamentos (dietas com concentracoes de 0,0; 0,2; 0,5; 1,0 e 1,5 % de propolis) e trés

repeticoes.

A andlise dos dados da Contagem Diferencial de Leucdcitos foi realizada
através da analise de varidncia, seguida pelo Teste de Tukey, para verificar as

diferencas estatisticas.
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Resultados e discussao

Caracteristicas hidrolégicas

A temperatura média da agua dos tanques durante o periodo experimental
variou de 28,27 + 0,45 a 28,77 =+ 0,34 °C. Esses valores estio dentro da faixa
considerada étima para cultivo de girinos (24,5 a 29,1 2C), segundo Justo ef al. (1985);

Lima et al. (2003), Bambozzi et al. (2004) e Hayashi et al. (2004).

De maneira geral os parametros hidricos apresentaram-se relativamente

constantes nos diferentes tratamentos.

Os teores médios de oxigénio dissolvido variaram de 5,75 = 0,33) a 6,06, + 0,67
mg/L estando dentro do limite aceitavel para o cultivo de organismos aquaticos ( 6,5 a

6,9) segundo Culley Jr. (1981).

Os valores médios de pH variando de 7,3 + 0,17 a 7,6 + 0,06, também estao
proximos ao valor recomendado para o cultivo de girinos de 7,4 segundo Hayashi et

al. (2004) e de 7,96 segundo Bambozzi ef al. (2004).

A condutividade elétrica da agua dos tanques experimentais variou de 190,2 +

5,52 a 195,1 + 4,94 uS/cm.
Contagem diferencial de leucdcitos

Os tipos celulares encontrados no sangue periférico dos girinos de ra-touro
encontram-se na Figura 2. Os diferentes tipos leucocitarios foram: linfocitos,
neutrofilos, basodfilos, eosinofilos e mondcitos, os mesmos descritos por Storer e
Usinger (1979), Duellman e Trueb (1986), Turner (1988), Dias (1992), Ferreira (2002),

Coppo (2003), Fioranelli ef al. (2004) e Fenerick Jr. (2004).
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Figura 2. Fotomicrografia de extensido do sangue periférico de girinos de R.
catesbeiana exposto a 0,5 % de extrato hidroalcodlico de propolis
L = Linfécito, N = Neutrdfilo, B = Baséfilo, Er = Eritrécito, Erj =
Eritrocito Jovem E = Eosinéfilo, M = Monécito, T = Trombdcito,

coloracao Rosenfeld. Aumento 400x.

Os linfécitos sao os leucocitos mais freqiientes no sangue periférico de anuros
larvais. Apresentam nicleo arredondado com cromatina densa e citoplasma basdéfilo,
algumas vezes apresentando microvilosidades (projecdo citoplasmatica). Os
neutrofilos frequentemente possuem nicleo segmentado, apresentam -citoplasma
ocupado por extensas areas de reticulo endoplasmatico granular bem desenvolvido.
Os basdfilos sdo comuns no sangue periférico de girinos, particularmente em R.
catesbeiana, e mostram nicleos sem segmentacao e citoplasma com exuberantes
granulos basofilicos. Os eosindfilos apresentam niicleo segmentado e numerosos
granulos ovalados ou esféricos, fracamente acidofilos no citoplasma. Os monécitos sao
raros e podem ser descritos como células com nicleo geralmente excéntrico,
ocupando quase a totalidade da célula, com citoplasma levemente vacuolado e

fracamente basofilico.

O resultado da analise de varidncia dos diferentes tipos de leucdcitos

encontrado no sangue periférico de girinos de ra-touro encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de F, coeficiente de variacio (CV) e médias dos diferentes tipos

leucocitarios encontrados no sangue periférico de girinos de ra-touro.

Variavel

Linfocitos | Neutrofilos | Eosinofilos | Baséfilos | Mondcitos
(%) (%) (%) (%) (%)

F para 8,48 ™ 0,62 0,91 ™ 2,99 N 11,79 **

Tratamentos

CV (%) 6,48 53,94 33,92 25,53 45,61
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Médias T1 (0,0) | 72,13 6,07 11,03 10,67 0,07 b
T2 (0,2) | 73,53 3,27 8,06 10,07 507a
T3 (0,5 | 6593 4,07 11,53 10,53 7,87 a
T4 (1,0) | 72,86 5,67 11,53 7,26 2,7 ab
T5 (1,5) | 79,93 447 8,13 6,93 0,53b

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey,

a5 % de probabilidade.

NS

- ndo significativo.

*%_ significativo ao nivel de 1 % de probabilidade.

TS5 = 0,0 % de propolis; T2 = 0,2 % de prépolis; T3 = 0,5 % de prépolis ; T4 = 1,0% de prépolis ;T5= 1,5 %

de prépolis.




Os valores médios das porcentagens de linfécitos, neutroéfilos, eosinéfilos e
basoéfilos do sangue periférico de girinos de ra-touro nao foram influenciados (P >
0,05) pelos diferentes niveis de préopolis na racio. Nos diferentes tratamentos, a
quantidade média de linfécitos no sangue dos girinos variou de 65,93 a 79,93 %
(Tabela 2), sendo o grupo predominante, 0 mesmo observado por Fenerick Jr.
(2004) que obteve valores proximos de linfécitos no sangue de ras-touro adultas

(69,62 a 72,02 %).

Como na literatura niao foi encontrado trabalhos com girinos, os

resultados foram comparados com ras adultas.

Os resultados obtidos diferem daqueles de Wang e Chang (1994) que
obtiveram para ras adultas em cativeiro 52,77 % de linfécitos; de Szubartowska et
al. (1990) que obtiveram para Rana esculenta adulta 52,87 % de linfécitos;
Fioranelli, (2004) 26,8 %; Coopo (2003) 16,3 a 39,8 % de linfécitos em R.
catesbeiana adulta e Ferreira (2002) que obteve para girinos de ra-touro 94,22 %

de linfocitos em 48 horas e 89,84 % em 312 horas no periodo de amostragem.

A porcentagem de neutréfilos no sangue dos girinos, nos diferentes
tratamentos, variou de 3,27 a 6,07 % (Tabela 2), valores proximos aos obtidos por
Ferreira (2002), 2,08 a 5,47 % e Fenerick Jr. (2004) que obteve valores de 2,82 a
3,09 % de neutrofilos no sangue de ras-touro adultas; e inferiores aqueles obtidos
por Szubartowska et al. (1990) que observaram para Rana esculenta adulta 19,10
% de neutrofilos; Wang e Chang (1994) que encontraram valores de 29,87 % de
neutrofilos em ras-touro adultas; Coopo (2003) 40,0 a 86,1 % e Fioranelli et al.,

(2004) 60,9 % de neutrofilos em Rana catesbeiana adulta.



De acordo com Ranzani-Paiva (1995) a diminuicao da porcentagem de

neutrofilos geralmente é citada na literatura como conseqiiéncia de alguma

enfermidade.

As porcentagens de basdfilos e eosinéfilos do sangue dos girinos variaram
de 6,93 a 10,67 % e de 8,06 a 11,53 % respectivamente, nao apresentando
diferenca estatisticamente significativa entre os diferentes tratamentos (Tabela 2).
Esses resultados foram superiores aqueles encontrados por Wang e Chang (1994),
2,66 % de basoéfilos e 4,03 % de eosindfilos para ras-touro adultas. Szubartowska
et al., (1990) obtiveram para Rana esculenta adulta valores préximos de eosinéfilos
(13,13 %) e 2,03 % de basoéfilos. Fioranelli ez al., (2004) 3,5 % de basofilos e 5,8 %
de eosindfilos. Coopo (2003), 0,0 a 6,0 % de basofilo e 2,0 a 11,9 % de eusinéfilos
em Rana catesbeiana adulta. Fenerick Jr. (2004) observou no sangue de ra-touro
adulta valores de 14,29 a 16 % de basoéfilos e de 1,53 a 1,85 % de eosindfilos.
Ferreira (2002) obteve para girinos de ra-touro valores de 2,82 a 3,09 % de
basoéfilos e 0,74 a 1,22 % de eosinéfilos em 48 e 312 horas no periodo de

amostragem.

Somente houve diferenca estatisticamente significativa (P < 0,01) na
porcentagem de mondécitos no sangue dos girinos de ra-touro (Tabela 2), onde
observou-se que girinos que receberam a dose mais alta de extrato hidroalcoélico
de propolis (T5) e aqueles que nao receberam (T1) apresentaram a menor

porcentagem desse grupo leucocitario no sangue.

Orsi et al. (2000) indicaram que doses altas de prépolis (3 a 10 mg %)
incrementou a producdo de mondxido de nitrogénio, apresentando efeito

imunomodulador de macréfagos em ratos e doses baixas efeito imunoestimulante.



Orsolic e Basic (2003) indicaram que derivados de prépolis soliveis em &4gua
apresentaram propriedades imunoestimulantes de linfécitos e macréfagos em ratos.

A mudanca na composicdo leucocitaria observada nos animais pode ser
conseqiiéncia de uma melhora na resposta imunolégica dos mesmos apés o
consumo de propolis, pois, segundo Perez (1989), estudando a dose parenteral da
propolis sobre a resposta imune em coelhos, observou que doses mais altas
sugerem uma influéncia inibitéria e as mais baixas mostraram melhores
resultados, refletindo-se em niveis mais elevados de imunoglobulinas e anticorpos.
Sforcin (1996) verificou que a atividade das células natural "killer' foi elevada nos

grupos tratados com prépolis, revelando sua acio imunomoduladora.

Wang e Chang (1994) obtiveram 10,67 % e Szubartowska et al. (1990)
obtiveram 12,87 % de monécitos no sangue de Rana esculenta adulta, valor
superior aos do presente trabalho. Ferreira (2002) obteve valores de 0,14 e 0,38 %
de mondécitos no sangue de girinos de ra-touro em 48 e 312 horas do periodo de
amostragem, respectivamente. Fenerick Jr. (2004) observou no sangue de ras-
touro adultas 0,11 a 0,53 % de mondcitos. Fioranelli, (2003) 2,9 % e Coopo (2003)
1,0 a 5,0 % de mondcitos em Rana catesbeiana adulta, valores proximos aos do

presente trabalho.

Conclusoes

A porcentagem de mondcitos no sangue periférico de girinos de ra-touro foi

influenciada significativamente pela adi¢do de extrato hidroalcodlico de prépolis na



racdo, apresentando possivelmente efeito imunoestimulante nas doses mais baixas (0,2 e
0,5 %).
Nos demais grupos leucocitarios nio houveram alteracées significativas,

sendo os linfocitos o grupo predominante.
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CAPITULO 1V

Histologia do rim, figado e intestino de girinos de ra-touro (Rana
catesbeiana) submetidos a dietas com diferentes concentracoes de
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Resumo

Foi avaliado o efeito do extrato hidroalcoélico de prépolis no figado, no rim e no
intestino de girinos de ra-touro no estagio 42 de Gosner (1960). Foi empregado um
delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e trés repeticoes.
Foram utilizados 1400 girinos, no estagio 26, da tabela de Gosner (1960),
distribuidos em vinte tanques experimentais. Foram misturadas a racao
comerciais diferentes concentracoes (0,0; 0,2; 0,5; 1,0; e 1,5 %) de extrato
hidroalcodlico de propolis, a qual foi fornecida quatro vezes ao dia. Foi utilizado
um delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro
repeticbes. No final do experimento foram sacrificados trés girinos de cada
repeticio e retirada amostras de rim, figado e intestino para confecio de laminas
histolégicas. As amostras foram fixadas, desidratadas, coradas com HE,
analisadas, fotomicrografadas e medida a espessura do epitélio intestinal. Nio
foram observadas alteracdes histolégicas no intestino, rins e figado dos girinos. A
espessura do epitélio do intestino dos girinos, nao foi influenciada (P > 0,05) pelas

concentracoes de prépolis.

Palavras chaves: visceras, ranicultura, lAminas histologicas.



Abstract

The effect of the extract propolis hidroalcoolic was evaluated in the liver, kidney
and intestine of bullfrog tadpoles in the apprenticeship 42 of Gosner. 1,400
tadpoles were used, in the apprenticeship 26, of the table of Gosner (1960),
distributed in twenty experimental tanks. The commercial ration was mixed with
propolis in the concentrations of (0.0; 0.2; 0.5; 1.0; and 1.5 %. The feeding was
four times a day. In the end of the experiment three tadpoles of each repetition of
the treatments and retreat were sacrificed a kidney samples, liver and intestine for
you laminate histological. The samples were fastened, dehydrated, red-faced with
HE, analyzed and photomicrographed and measured the thickness of the intestinal
epithelium. Used a completely randomized design with five treatments and three
repetitions. Histological alterations or cellular lesion of the epithelium were not
observed in the intestine, Kidneys and livers of the tadpoles. The thickness of the
epithelium of the intestine of the tadpoles. was not altered (P> 0,05) for the

defferent propolis concentrations.

Key words: Visceras, frogcultura, laminate histological.



Introducdo

A propolis de Apis melifera contém varios componentes ativos naturais que
apresentam uma variedade de propriedades como: antimicrobiana (Koo ef al.,
2000) efeito protetor contra danos induzidos por radiacao (El-Chazaly e Khayyal,
1995), antimutagénica (Varanda et al., 1999), antinflamatéria (Khayyal et al.,
1993; Ozturk et al., 2000), hepatoprotetora (Mahran, et al., 1996; El-Khatib, et al.,
2002), antitumoral (Orsolic e Basic, 2003), imunoestimulante e antiviral (Orsolic e
Basic, 2003; Farré et al., 2004; Orsi et al., 2005). A maioria desses efeitos estao
relacionadas com as propriedades antioxidantes presente na prépolis (Basnet et al.,

1997).

Hollands et al. (1991) nao observaram anormalidades histolégicas nos
diversos orgaos analisados, nem sintomas clinicos de intoxicacdo ou alteracoes no
ganho de peso, sendo que os parametros bioquimicos: glicose, uréia e colesterol,
somente a glicose apresentou uma elevacio significativa nos animais que

receberam alcool e extrato alcodlico de proépolis.

O tipo de rim desenvolvido pelos girinos corresponde ao pronefro e esta
composto de nefrons e constitui a unidade funcional do rim, possui capsula, tibulo

renal e tecido hematopoiético (George e Castro, 1998).

A organizacao histolégica basica do figado do girino e adulto consiste em
arranjo do parenquima de hepatdcitos com uma superficie interna organizado em

corddes contendo sinuséides e células de Kupffer. O espaco perisinusoidal é



delimitado por células endoteliais e hepatocitos. O tecido hepatico niao sofre

mudanca durante e depois da metamorfose (Viertel e Richter, 1999).

Reeder (1964) dividiu o trato digestorio dos girinos em intestino anterior,
médio e posterior. Este mesmo autor, citado por Dodd e Dodd (1976), estudando o
desenvolvimento do aparelho digestorio de Rana temporaria, verificaram a
ocorréncia de alteracdes anatomicas, quando este animal entrava no climax da

metamorfose.

O intestino dos girinos de Rana catesbeiana E composto pela mucosa, formada
por epitélio pseudoestratificado com células cilindricas com borda em escova, células
caliciformes e linfdcitos intraepiteliais, pela submucosa constituida por células, fibras
coldgenas e diversos vasos sanguineos, camada muscular, formada por musculo liso em
disposi¢do circular e camada serosa constituida por tecido conjuntivo e células
pavimentosas (Oliveira-Bahia et al., 2005).

Alteracoes morfolégicas celulares no figado, rim e intestino podem ser
provocadas por substincias quimicas e drogas as quais sao importantes causas de
adaptacoes, lesao e morte celular. Existem trés tipos de adaptacao celular que sao:
atrofia, hipertrofia e hiperplasia. Os tipos de lesoes celulares sao: tumefacao
celular, metamorfose gordurosa, necrose (coagulativa, de liquefacio e caseosa) e

apoptose (Kumar et a.l., 1994).

A prépolis ¢ um produto natural, que é composto por muitas substincias
que podem ocasionar alteracées nos diferentes 6rgios. Portanto o objetivo foi
verificar a ocorréncia de possiveis alteracoes histologicas no rim, figado e intestino
bem como verificar a espessura do epitélio intestinal de girinos de ra-touro,
submetidos a dietas com diferentes concentracdoes de extrato hidroalcolico de

propolis.



Material e métodos

INSTALACOES E CONDICOES EXPERIMENTAIS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Nutrigdo de Organismos
Aquadticos do Centro de Aqiiicultura da UNESP e as andlise histolégicas no laboratério
de histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV/UNESP,

Campus de Jaboticabal.

Foram utilizados 20 tanques experimentais, com capacidade de 100 litros,
preenchidos com 70 litros de dgua. Os tanques tinham abastecimento individual e

escoamento diretamente do fundo. A dgua utilizada foi proveniente de poco artesiano.

Material biolégico

Foram utilizados 1400 girinos de ra-touro, Rana catesbeiana, com peso médio
de 0,08 g no estdgio 26 de Gosner (1960), procedentes de uma mesma desova, oriundos
do setor de Ranicultura do Centro de Agqiiicultura da UNESP. Os animais foram

distribuidos nos 20 tanques experimentais, na densidade de 1 girino/L dgua.

Procedéncia da prépolis



A prépolis foi adquirida da empresa Apis Flora Industrial e Comercial LTDA,

localizada em Ribeirdo Preto-SP.

Caracteristicas do extrato hidroalcodlico de préopolis

As caracteristicas do extrato hidroalcodlico de prépolis, fornecidas pela Apis
Flora foram as seguintes:
Aspecto- liquido limpido, sem particulas em suspensao;
Cor — Ambar;
pH - 5,35;
Teor alcodlico - 56 %;
Propriedade antioxidante - 8 segundos;
Sélidos soluveis - 11 P/V %;

Flavondéides totais - 5,45 mg/L.

Preparo e fornecimento das dietas experimentais

Para a alimentacdo dos girinos foi utilizada uma racdo comercial, farelada
(Tabela 1), na qual foram adicionadas e misturadas manualmente diferentes
concentracdes do extrato hidroalcodlico de prépolis (0,0; 0,2; 0,5; 1,0; 1,5 %). Ap6s
esse procedimento, as ragdes foram secas em estufa com circulacio de ar a 40 °C por 24
horas e, logo ap6s, trituradas em liquidificador por dois minutos e estocadas em freezer.

O arracoamento foi a lanco, de modo uniforme, quatro vezes ao dia,
observando-se o consumo para evitar sobras, de forma que a quantidade oferecida

fosse considerada como consumida (Utne, 1978).



Tabela 1. Composicdo porcentual da ragdo comercial (Poli peixe 450 F, em pé e

peneirada em malha de 2mm).

Nutrientes %

Proteina Bruta (PB) 45,0
Extrato etéreo (EE) 9,0
Fibra bruta (FB) 6,0
Matéria mineral (MM) 3,0
Cilcio (Ca) 8,0
Fésforo (P) 1,0
Umidade 12,5

Premix: Vitamina A 12.000,00 UI; Vitamina D3, 3.400,00 UI; Vitamina E 150,00 mg; Vitamina K, 20,00
mg; Vitamina B1 (Tiamina) 30,00 mg; Vitamina B2 (Riboflavina) 30,00 mg; Vitamina B6 (piridoxina
30,00 mg; Vitamina b12 30,00 mg; Niacina 150,00 mg; Pantotenato de Célcio 78,75 mg; Acido Félico
8,12 mg; Biotina, 0,25 mg; Vitamina C 400,00 mg; Cloreto de Colina 1,00 g; Cobre 25,00 mg; Manganés
68,75 mg; Zinco 112,50 mg; Iodo 1,25 mg; Cobalto 0,75 mg; Selénio 0,30 mg; Antioxidante 125,00 mg;
Fungistatico 1.000,00 mg.

Antes da alimentacao diaria os tanques foram limpados para a retirada

dos dejetos e restos da alimentacao anterior.

Avaliagdo da qualidade da dgua

No decorrer do experimento a temperatura da agua dos tanques foi
aferida diariamente com termometro digital, e semanalmente realizou-se analise de
agua medindo-se o pH, condutividade elétrica (mediante Horiba ), e oxigénio

dissolvido (oximetro Hach DO meter 16046).



Andlise histolégica

Ao finalizar o experimento foram sacrificados nove girinos de cada
tratamento no estagio 42, da tabela de Gosner (1960), e retiradas amostra do
intestino, figado e rim. O exame foi realizado primeiramente por inspecio visual
procurando alteracdes macroscopicas tais como: coloracio e consisténcia dos
orgaos.

Posteriormente, as amostras destes orgaos foram fixadas em solucdo de
formol tamponado a 10 %. Apés fixacio, procederam-se lavagem em alcool 702
GL para desidratacao em série alcodlica crescente, diafanizacio em série de xiléis,
inclusdo em parafina, microtomia de 5Pm e coloracio pela técnica da

hematoxilina—eosina (HE).

Os cortes histolégicos foram analisados e fotomicrografados com
fotomicroscopio Axioskop-Zeiss. Observados em microscopio de luz, observando
suas estruturas e alteracoes microscépicas baseados em MacLachlan e Cullen
(1990), Kumar et al., (1994), Viertel e Richter, (1999), Hipolito et al. (2001) e
Hipolito, (2004). Foram realizadas quatro medidas por lamina, da espessura do
epitélio colunar simples do intestino dos girinos em microscépio de luz acoplado a

uma ocular micrométrica e objetiva de 40x.

Delineamento experimental

Para analise dos dados da espessura do epitélio do intestino dos girinos de

ra-touro foi utilizado o delineamento inteiramente ao acaso (DIC) com cinco



tratamentos (dietas com concentracoes de 0,0; 0,2; 0,5; 1,0 e 1,5 % de proépolis) e

trés repeticoes.

A andlise estatistica dos dados, foi realizada através da analise de

variancia, e as médidas comparadas pelo Teste de Tukey.

Resultados e discussio

Caracteristicas hidroldgicas

A temperatura média da agua dos tanques durante o periodo
experimental variou de 28,27 + 0,45 a 28,77 =+ 0,34 2C. Esses valores estdo dentro
da faixa considerada 6tima para cultivo de girinos (24,5 a 29,1 2C), segundo Justo

et al. (1985); Lima et al. (2003), Bambozzi ef al. (2004) e Hayashi et al. (2004).

De maneira geral os parametros hidricos apresentaram-se relativamente

constantes nos diferentes tratamentos.

Os teores médios de oxigénio dissolvido variaram de 5,75 + 0,33) a 6,06, +
0,67 mg/L. estando dentro do limite aceitivel para o cultivo de organismos

aquaticos ( 6,5 a 6,9) segundo Culley Jr. (1981).

Os valores médios de pH variando de 7,3 + 0,17 a 7,6 + 0,06, também estéo
proximos ao valor recomendado para o cultivo de girinos de 7,4 segundo Hayashi

et al. (2004) e de 7,96 segundo Bambozzi ef al. (2004).

A condutividade elétrica da agua dos tanques experimentais variou de 190,2

+ 5,52 a 195,1 + 4,94 pS/cm.



Rim

O exame macroscéopico do rim de todos os girinos no experimento

apresentou aparéncia normal, com coloracio rosa vermelho e consisténcia firme.

Na Figuras 1 A e B observan-se que a estrutura celular do rim de girinos
de ra-touro no estagio 42 de Gosner (1960), é formada por diferentes estruturas:
glomérulos, capsula de Bowman, espaco capsular, vasos sanguineos, células
sanguineas, tecido hematopoético, eosindfilos, tibulos, nefron, folheto parietal,

folheto visceral e podécitos.

No grupo de girinos controle (Figura 1 A) e no grupo tratado com 1,5 %
de extrato hidroalcodlico de propolis (Figura 1 B) aparentemente mediante
microscopia de luz nao foram observadas alteracoes histologicas ou lesao celular

nas diferentes estruturas no rim dos girinos no experimento.

Scheller et al. (1977) e Hollands et al. (1991) nao observaram
anormalidades histologicas nos diversos 6rgaos analisados de coelhos, chinchila e
camundongos, nem sintomas clinicos de intoxicacdo ou alteracGes no ganho de

peso.
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Figura 1. Fotomicrografia do rim (pronefro) de girino de Rana catesbeina no
estagio 42 de Gosner, exposto a concentracoes de propolis, A = Animais
controle; B, C, D e E = Animais tratados com 0,2; 0,3; 0,5; 1,0 e 1,5 % de

propolis. H.E. 400 x.



G = Glomérulo, C = Capsula de Bowman, Ec = Espaco capsular, P = Podécito, Fp = Folheto

parietal, Fv = Folheto visceral, E = Eosinéfilo, N = Nefron.

Figado

Todos os girinos no experimento apresentavam figados aparentemente

normais, com coloracio marrom avermelhado e consisténcia firme, sem lesoes.

Nas amostras histolégicas dos girinos do grupo controle (Figura 2 A) e
tratados com extrato hidroalcoolico de propolis em suas dietas (Figura 2 B)
mediante microscopia de luz observa-se: hepatdcito, nicleo do hepatécito, granulos

de glicogénio, pequenos vacudélos, veia, eosindéfilo, eritrocito e ductos.

Nas Figura 2 B nao observou alteracio ou lesao celular nos hepatdécitos dos

girinos, causada pelo consumo de extrato hidroalcoolico de préopolis na racao.

El-Chazaly e Khayyal, (1995) demonstraram o efeito hepato protetor do
extrato aquoso de propolis evitando o vasamento de citosolidos, desta maneira
demonstraram a importincia para a conservacido da biomembrana dos
hepatocitos, diminuicdo da peroxidacdo de lipidio e reducao do vazamento de

citosolidos.

As alteracoes histopatolégicas observada por Hipolito (2004) no figado de
ras-touro adultas causadas pelo consumo de alimento deteriorado e ma qualidade
da proteina presente na racao foram: degeneracao, perda de estrutura trabecular,
desorganizacdo celular, perda de formacido celular caracteristica, nicleo
deslocado, e perda de conteido celular normal, vacuoliza¢io celular assumindo um
aspecto rendilhado, indicando uma refracio celular protéica, hepatite, figado
friavel, congestdo sanguinea degeneracdo hidropica, rarefacio, degeneracio

celular protéica, quadro degenerativo nutricional. Em figados pouco lesados nio



foram observadas lesdes histopatologicas evidente. Também observou-se que os
animais sadios apresentavam figado com descoloracio, o que evidencia deficiéncia
protéica, as amostras histolégicas apresentavam aspecto trabecular dos

hepatocitos, com vacuolizacao dos hepatocitos.
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Figura 2. Fotomicrografia do figado de girino de Rana catesbeina no estadio 42 de
Gosner, exposto a diferentes concentracoes de propolis A = Animais
controle; B, C, D e E = Animais tratados com 0,2; 0,3; 0,5; 1,0 e 1,5 % de
propolis. H.E. 400 x.

H = Hepatécito, N = Niicleo do hepatécito, Ve = Veia, Eo = Eosindfilo, Er = Eritrécito, D = Ducto, V

= Vaciuolos.

Capucho et al. (2005), observaram intumefacdo celular, pequenos vactolos e
necrose do parénquima hepdtico em ratos tratados com 10 mg/kg/dia de extrato de
prépolis.

Os hepatocitos apresentaram vaciolos e granulos de glicogénio no grupo
controle e nos tratados com propolis (Figura 2 A e B). Viertel e Richter (1999),
indicaram que os hepatocitos apresentam alto contetido de substiancia nutritiva e

gotas de lipidio no estagio 24 de Gosner (1960).

Intestino

Na Figura 3 A e B observa-se que a estrutura morfolégica do intestino dos
girinos de Rana catesbeiana no estagio 42 de Gosner, esta composta pela mucosa
constituida por epitélio colunar simples com células cilindricas com borda em
escova, células caliciformes e linfécitos intraepiteliais, submucosa formada por
células, fibras colagenas e diversos vasos sanguineos, camada muscular de misculo
liso em disposicao circular e a camada serosa, constituida por tecido conjuntivo e

células pavimentosas.



Na Figura 3 B dos girinos tratados com 1,5 % de prépolis ndo observou-se

adaptacao, alteracao, ou lesao celular do intestino dos girinos no experimento.
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Figura 3. Fotomicrografia do intestino de girino de Rana catesbeina no estadio 42
de Gosner, expostos a diferentes concentracoes de propolis, A = Animais
controle; B, C, D e E = Animais tratados com 0,2; 0,3; 0,5; 1,0 ¢ 1,5 % de
propolis. Corados com H.E. 400 x.

Epc = Epitélio colunar simples, Li = Linfécito intra epiteliais, Lp = Lamina prépria, M = Mucosa,

Sm = Submucosa, Ms = Muscular, S = Serosa, G = Gandula caliciforme, V = Vaso.

A analise estatistica da espessura do epitélio colunar simples do intestino
dos girinos de ra-touro encontra-se na Tabela 2. Pode-se observar que as diferentes
concentracdes da propolis nao alteraram (P> 0,05) a espessura do epitélio no

intestino de girinos de ra-touro.



Na literatura consultada nao foram encontados

espessura do epitélio intestinal em anfibios para a comparacio com os resultados

obtidos.

Tabela 2. Valores de (F), coeficiente de variacao (CV) e médias

do espessura do epitélio intestinal (um) dos girinos

de ra-touro

nos

tratamentos com extrato

hidroalcélico de prépolis.

Espessura do epitélio intestinal

(um)

F para Tratamentos 2,29
CV (%) 4,33
Médias T1 (0,0) 40,66
T2 (0,2) 4333
T3 (0,5) 42,66
T4 (1,0) 40,00
T5 (1,5) 40,00

NS ndo significativo.

T5 = 0,0 % de prépolis; T2 = 0,2 % de prépolis; T3 = 0,5 % de prépolis ; T4d=

1,0% de prépolis ;TS5 = 1,5 % de prépolis.

Hipdélito (2004) observou alteracdes histopatoldgicas do intestino de ra-touro
adulta por intoxicacdo nutricional com deficiéncia protéica. Essas alteracdes eram

descamacdes e atrofia das vilosidades do epitélio no intestino, o qual ndo foi observado

nas amostras do epitélio intestinal dos girinos no experimento.

dados referentes a




Conclusao

Mediante microscopia de luz ndo observaram-se alteracdes ou lesao celular
do epitélio do intestino, rins e figado e nem alteracao da espessura do epitélio do
intestino de girinos de ra-touro submetidos a diferentes concentracaoes de extrato

hidroalcodlico de propolis.
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CAPITULO V

Conclusoes gerais

Efeito do extrato hidroalcodlico de prépolis em girinos de ra-

touro (Rana catesbeiana)



Concluscdo geral

Efeito do extrato hidroalcodlico de prépolis em girinos de ra-touro (Rana catesbeiana)

Torna-se necessario o desenvolvimento de futuros ensaios, testando outros
niveis de propolis para observacao de seu efeito bactericida e/ou bacteriostatico,
bem como a realizacio de uma analise econdmica para observar se ha viabilidade

do seu uso na ranicultura comercial.
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