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Ecotoxicidade e Eficacia da Oxitetraciclina e do Florfenicol contra Infeccdo Experimental

por Aeromonas hydrophila e Aspectos Histopatoldgicos em Pacu (Piaractus mesopotamicus)

Resumo

Um dos problemas da aquicultura é a ocorréncia freqliente de infecgdes por parasitos e
bactérias, principalmente em sistemas de criacdo intensiva. Entre os antibioticos, a oxitetraciclina
(OTC) e o florfenicol (FFC) sdo os mais usados para tratar infec¢fes causadas por bactérias em
peixes. Os objetivos foram estimar a concentrago letal 50% (CL50;48h) da OTC (Terramicina®)
e do FFC (Aquaflor®) para o pacu (Piaractus mesopotamicus), classificar a OTC e o FFC pelo
risco de intoxicacdo ambiental; determinar a dose eficaz de OTC e de FFC administrada na racéo
para o controle da infeccdo por Aeromonas hydrophila em pacu; avaliar o efeito da diluicdo da
OTC e do FFC nas variaveis de qualidade de agua durante os testes de toxicidade e durante o
tratamento e avaliar as alteragdes histopatoldgicas apds o tratamento com OTC e FFC. Para os
testes de toxicidade aguda os animais (peso entre 0,5 e 1,0 g) foram expostos a 7,0; 7,5; 8,0 e 8,5
mgL™ de OTC ou a 600,0; 700,0; 800,0; 900,0 e 1000,0 mgL™ de FFC e um tratamento controle.
A OTC e o FFC foram classificados pela toxicidade aguda e pelo risco ambiental de acordo com
as classes de valores de CL50;48h. Para o tratamento de infec¢do induzida por A. hydrophila (3.0
x10°® bactéria.mL™), foram realizados dois testes, um com OTC (110,0; 140,0 e 170,0 mg.Kg™) e
outro com FFC (5,0; 10,0 e 15,0 mg.Kg™). Os tratamentos foram trés concentracdes de cada
antibidtico, um controle sem infeccdo e um com infecgdo. Para analise histopatoldgica foram
coletados fragmentos de branquia, figado, rim e pele dos peixes ap6s o tratamento com o0s
antibidticos. As variaveis de qualidade de agua registradas diariamente foram pH, temperatura,
condutividade elétrica e concentracdo de oxigénio dissolvido, nos testes de toxicidade aguda e
durante os testes de concentracGes curativas. Nos testes de toxicidade aguda, a CL50;48h
estimada de OTC para o pacu foi 7,6 mgL™ e de FFC > 1.000 mgL™. A OTC reduziu a
concentracdo do oxigénio dissolvido durante os testes de toxicidade aguda e é de baixo risco de
intoxicagdo ambiental para o pacu. O FFC é sem risco de intoxicacdo ambiental para o pacu e ndo
altera as variaveis de qualidade da 4gua. O FFC é eficaz na concentracdo de 10,0 mg kg™ de
ragdo para o controle de A. hydrophila em pacu e a OTC, em concentracéo de até 170,0 mg kg™
de racdo, ndo é eficaz. A OTC e o FFC inclusos na racdo ndo alteraram as variaveis de qualidade

de &gua durante o tratamento. A A. hydrophila causou lesdo na epiderme, derme e musculatura e



xii

fusdo lamelar, edema subepitelial, aneurisma, hipertrofia e hiperplasia de células mucosas,
cloreto e de revestimento das branquias. A A. hydrophila e a administracdo dos antibidticos
causaram hipertrofia dos hepatocitos, porém ndo causou alteracdo no rim.

Palavras-Chave: antibidticos; doengas; ecotoxicidade; terapia.
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Ecotoxicity And Effectivess of the Oxytetracycline and of Florfenicol against Experimental
Infection of Aeromonas hydrophila and Histophatologicals Effects in Pacu (Piaractus

mesopotamicus)

Abstract

One of the main problems of modern aquaculture is the occurrence of infection of farmed fish by
parasites and bacteria, especially in intensive systems. Among the antibiotics, the oxytetracycline
(OTC) and the florfenicol (FFC) are the most commonly used to treat infections caused by
bacteria in fishes. The objective was to estimate the 50% lethal concentration (LC50, 48h) of
OTC (Terramycin®) and of the FFC (AQUAFLOR®) for the pacu (P. mesopotamicus), classify
the OTC and FFC of according the assessment risk and to determine the effective concentration
of OTC and of FFC administered in feed for control of Aeromona hydrophila in pacu; to
evaluate the effect of dilution of OTC and of the FFC in variables in water quality during toxicity
tests and for treatment and to evaluate the histopathological changes after treatment with OTC
and FFC. For acute toxicity tests the animals (weighing between 0.5 and 1.0 g) were exposed to
7.0,7.5,8.0 and 8.5 mg.L™* OTC or 600.0, 700, 0, 800.0, 900.0 and 1000.0 mg.L™ of FFC and a
control treatment. The OTC and the FFC were classified for acute toxicity and for environmental
risk of according with the ranking of value of LC 50;48h. For the treatment of A. hydrophila
induced by experimental infection (3.0 x108 bactéria.mL™), were carried out two tests, one with
OTC (110.0, 140.0 and 170.0 mg.Kg™) and another with FFC (5.0; 10.0 and 15.0 mg.Kg™). The
treatments included three concentration of antibiotic, a control without infection and a with
infections. For histopathological analysis were collected gill tissue, liver, kidney and skin of fish
after the treatment of bacterial diseases with antibiotics. The water quality variables were
recorded daily pH, temperature, electrical conductivity and dissolved oxygen in acute toxicity
tests and during treatment. In tests of acute toxicity, the LC50;48h estimated of OTC for pacu
was 7.6 mg.L™! and of FFC> 1000 mg.L™. The OTC reduced the concentration of dissolved
oxygen during the tests for acute toxicity is of low assessment risk for pacu. The FFC is without
assessment risk for pacu and he does not change the water quality variables. The FFC is effective
in concentration of 10.0 mgkg™ feed to control A. hydrophila in pacu. The OTC in concentrations
of up to 170.0 mg.kg™ of diet is not effective for control of A. hydrophila in pacu. A A.

hydrophila caused damage to the epidermis, dermis and muscle and lamellar fusion, subepithelial
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edema, aneurysm, hypertrophy and hyperplasy of mucous cells, chloride and coating the gills. A
A. hydrophila and administration of antibiotics caused hypertrophy of hepatocytes, but not caused

change in the kidney

Keywords: antibiotics; diseases; ecotoxicology, terapy



1 INTRODUCAO

Um dos principais problemas da aquicultura moderna é a ocorréncia de infeccBes por
parasitos e bactérias, principalmente em sistemas intensivos (Cruz, 2005). As parasitoses e
bacterioses destacam-se como importantes fatores limitadores da produtividade, pois provocam
atraso no crescimento e altas taxas de mortalidade (Ranzani-Paiva et al., 1997).

Os agentes com potencial patogénico (bactérias, fungos, protozoarios ou metazoarios)
estdo presentes no ambiente aquatico, na pele e no sistema digestorio dos peixes (Roberts e
Bullock, 1980). Quando os organismos sdo submetidos a estresse, como em cria¢fes intensivas,
ocorre imunossupressdo, desencadeando as enfermidades causadas por agentes oportunistas
(Martty, 1986).

Entre os fatores estressantes incluem alta densidade de estocagem, temperaturas elevadas,
mudancas bruscas de temperatura, traumatismos decorrentes de manejo, baixa concentragcdo de
oxigénio dissolvido na agua, condicdo nutricional deficiente, e infec¢gdes por fungos ou parasitos
que contribuem para as mudancas fisioldgicas e aumento da suscetibilidade a infecgcdes (Aoki,
1999).

Ceccarelli et al., (1990) relatam a ocorréncia de colunariose (Flavobacterium columnaris)
em alevinos de pacu (Piaractus mesopotamicus) nas pisciculturas do CEPTA entre 1983 e 1990.
Békési (1992) cita a morte de peixes de varias espécies, inclusive de pacu na regido Nordeste do
pais, causada por septicemia provocada por Aeromonas sp. € por Flavobacterium spp. Souza et
al. (1996) descrevem a presenca de Pseudomonas, Xanthomonas, Flavobacterium, Acinetobacter,
Moraxella, Micrococus, Enterobacteriacea e Vibrio em pacu, curimbaté e tambaqui no Estado de
Sédo Paulo.

As bactérias do género Aeromonas pertencem a familia Aeromonadaceae e sdo
encontradas em diversos habitats. As espécies que causam doencas em peixes incluem: A.
hydrophila, A. veronii, A.sobri, A. cavie, A. allosaccharophila e A. salmonicida. Esta Gltima € a
Unica do complexo que ndo é movel e € um patégeno obrigatério (Griffin et al., 1953; Austin e
Austin, 1987).

A A. hydrophila é um bastonete mével Gram-negativo que causa septicemia hemorrégica.
Esta doenca apresenta lesbes superficiais, como petéquias, exoftalmia e internamente, pode haver
acumulo de liquido ascitico, anemia e necrose no figado e rins (Austin e Austin, 1987).



A expansdo da aquicultura tem por conseqiiéncia o aumento da utilizacdo de produtos
quimicos para o controle de parasitos e bactérias. Entre os antibioticos, a oxitetraciclina (OTC) e
o florfenicol (FFC) s&o os mais usados para tratar infeccdes causadas por bactérias oportunistas
em peixes (Rigos et al., 2005). Estes dois antibioticos sdo utilizados na terapia e profilaxia de
bacterioses em humanos, em medicina veterinaria que inclui a pratica da aquicultura, para tratar
infeccdes causadas por bactérias Gram-negativas (Pellinen et al., 2002; Rigos et al., 2006).

Os antibiodticos podem ser administrados adicionados a racdo ou em banhos de imersdo. A
utilizacdo na alimentacdo é mais conveniente, pois a quantidade necesséria de antibidtico nesse
tipo de tratamento é menor que a utilizada diretamente na agua e o residuo gerado para o
ambiente também é menor (Ferreira et al., 2007).

A OTC tem amplo espectro de a¢do contra as bactérias de peixes (Barragy, 1994). A OTC
é eficaz no tratamento de colunariose e aeromonose (Bullock et al., 1986; Thomas-Jinu e
Goodwin, 2004; Andrade et al., 2006).

O FFC é eficaz contra a infec¢do por A. salmonicida subsp. salmonicida, A. hydrophyla,
F. psychrophilum, Yersinia ruckeri e Vibrio anguillarum (Fukui et al., 1987; Nordmo et al.,
2006).

Esse antibiotico € caracterizado por alta biodisponibilidade em peixes, boa penetragdo nos
tecidos e rapida eliminacdo (Horsberg et al., 1996), todas as caracteristicas importantes para uma
substancia ser utilizada no tratamento de animais, como peixes, produzidos para 0 consumo
humano.

Poucos paises dispdem de estatisticas abrangentes a respeito da quantidade de farmacos
veterinarios utilizados nas diversas criagdes animais (Diaz-Cruz e Barceld, 2007). No entanto,
estima-se que mais de 70% dos farmacos utilizados na medicina veterinaria sejam agentes
antibioticos (Thiele-Bruhn, 2003).

Ha necessidade de estudos sobre os possiveis efeitos que o uso de antibi6ticos podem
causar nos tecidos dos organismos apds o tratamento. Alguns autores observaram diminui¢do do
tecido hematopoiético dos rins, imunossupressao e necrose do figado apds o uso de OTC (Bruno,
1989; Gaikowski et al., 2003; Schering-Plough, 2009).

Os produtos utilizados na producdo animal podem chegar ao ambiente aquético de forma
direta no tratamento de doencas dos organismos de criagdo, ou de forma indireta, por meio de

lixiviacdo desses compostos oriundos da producéo animal. Dessa forma é necessario conhecer 0s



possiveis efeitos que estes produtos podem causar nos organismos ndo alvo e nos ambientes
aquaticos que os antibidticos sao aplicados.

No Brasil, hd poucas informacgdes sobre as concentracdes de antibioticos e como devem
ser administrados na producdo aquicola. Os antibioticos sdo usados de forma indiscriminada com
lancamentos em grandes quantidades nas pisciculturas e nos corpos hidricos. As informagdes
sobre 0 monitoramento da concentracdo e do impacto ambiental, especialmente, em relacdo a
toxicidade aguda, risco de intoxicacdo das espécies de criacdo e possiveis efeitos adversos do
tratamento sdo escassas. Assim, é necessario 0 desenvolvimento de protocolos de tratamento
especificos para as espécies neotropicais, como o0 pacu (Piaractus mesopotamicus), muito
utilizado em criacgdes no Brasil.

Este trabalho apresentou ampla abordagem sobre os antibidticos oxitetraciclina e
florfenicol no tratamento de infeccdo experimental por A. hydrophila, para estabelecer a

concentracdo eficaz no combate a infeccgdo e as consequiéncias estruturais dessa infecgéo.



2 OBJETIVOS

Objetivaram-se com este trabalho:

1) Determinar a toxicidade aguda (CL(1)(50;48h) dos antibiéticos OTC (Terramicina®) e FFC

(Aquaflor®) para o pacu (P. mesopotamicus);
2) Classificar a OTC e o FFC pelo risco de intoxica¢do ambiental para o pacu;

3) Avaliar o efeito da diluicdo da OTC e do FFC nas varidveis de qualidade de agua durante os

testes de toxicidade aguda;

4) Determinar a concentragdo eficaz da OTC e do FFC, administrados na rag&o, no controle da

bacteriose causada por A. hydrophila em pacu apds inoculagdo experimental;

5) Avaliar o efeito da administracdo de racdo com OTC e com FFC nas varidveis de qualidade de

agua durante o tratamento;

6) Avaliar as alteracGes histopatologicas em branquia, figado, rim e pele de pacu (P.

mesopotamicus) apos o tratamento da infeccdo experimental por A. hydrophila com OTC e FFC;



3 REVISAO BILIOGRAFICA

3.1 Aeromonas hydrophila

Dentre os varios patdgenos, as bactérias constituem o grupo de agentes etiologicos que
causam as maiores perdas econdmicas na aquicultura (Frerichs e Millar, 1993).

As bactérias do género Aeromonas estdo presentes naturalmente no ecossistema aquatico
e fazem parte da flora microbiana natural dos organismos aquaticos (Fraire, 1978). Dentre elas as
moveis mais virulentas pertencem a espécie A. hydrophila (Holliman, 1993).

A doenga causada por A. hydrophila esta associada ao excesso de matéria organica na
agua (Post, 1987), e temperaturas acima de 28°C. Essa bactéria € um patdégeno oportunista,
considerado invasor secundario, que causa infeccdo em peixes imunossuprimidos e/ou associa-se
a infec¢do por outros patégenos, como no caso do protozoario ciliado Epistylis (Vieira, 2003).

A A. hydrophila é um bastonete moével, com flagelo polar, com motilidade ativa e produz
acido e gés a partir de carboidratos, ndo produz esporos, € Gram negativa, ndo capsulada, oxidase
positiva e anaerdbia facultativa (Stoskopf, 1993).

Essa bactéria causa septicemia hemorrégica, caracterizada pela presenca de pequenas
lesbes superficiais e hemorragias locais, como petéquias, nas branquias e opeérculos, exoftalmia e
distensdo abdominal. Internamente, pode haver liquido ascitico, anemia e necrose hepatica e renal
(Austin e Austin, 1987).

A A. hydrophila é caracterizada por produzir substancias toxicas que causam necrose e
hemorragia (Kanai e Wakabayashi, 1984). Nord et al. (1975) demonstraram que linhagens de A.
hydrophila produzem gelatinase, caseinase, elastase, lipase, lecitinase e deoxiribonuclease,
juntamente com hemolisinas, citotoxinas e enterotoxinas.

As hemolisinas sdo proteinas citoliticas extracelulares que agem formando poros na
membrana celular de eritrocitos por insercdo na camada bilipidica, comprometendo a seletividade
de filtracdo (Howard e Buckley, 1985). As enterotoxinas séo produtos extracelulares que podem
agir sobre o epitélio intestinal e produzem inflamacdo. As proteases podem contribuir para a
patogenicidade e causar danos diretos nos tecidos ou aumentar a capacidade de invasdo (Sakai
1985 a, b). As hemaglutininas s&o componentes da camada superficial bacteriana que permite a

sua ligacdo aos grupos receptores dos eritrocitos (Cahill, 1990).



A presenca de uma camada S na superficie bactérias Gram negativas foi relacionada com
a patogenicidade destas bactérias. A camada S é uma estrutura composta por proteinas ou
glicoproteinas ligadas a parede celular bacteriana cujas fungdes séo servir como reservatorio de
agua e nutrientes, aumentar a aderéncia a superficies e formar biofilmes, aumentar a capacidade
invasiva das bacterias que escapam mais facilmente a agdo dos fagocitos e aumentar a resisténcia
microbiana a antibioticos (Carvalhall e Alterthum, 1999).

Angka et al. (1995) isolaram vérias cepas de A. hydrophila de Ictalurus punctatus de
diversos ambientes do oeste de Java, na Indonésia, que apresentaram diferentes niveis de
viruléncia. Varias cepas foram capazes de provocar lise de eritrocitos de peixes, coelhos, ovelhas,
vacas, cavalos e do homem. Até cinco dias apés a injecdo intracelomatica da bactéria, os peixes
apresentaram lesdes musculares, na pele do local da injecdo, no figado e rins.

A aeromonose manifesta-se como septicemia hemorragica produzindo necrose dos tecidos
e orgdos (Dean e Tost, 1967; Ketover et al., 1973; Quadri et al., 1976; Joseph et al., 1979). Os
peixes ainda apresentam hemorragias cutaneas nas nadadeiras e na superficie do corpo (Hoshina,
1962).

Os sinais clinicos da aeromonose nos peixes incluem: perda de apetite, apatia, perda de
equilibrio, lesdes epidérmicas como despigmentacdo, necroses e perda da pele com exposigédo da
musculatura. Internamente, os 6rgdos podem estar fridveis e esbranquicados, a cavidade
celomatica com exsudato, intestino flicido com muco amarelo e sem alimento (Plumb, 1994).

Os animais enfermos apresentam pele escura, ascite, extensas hemorragias na superficie
do corpo e na base das nadadeiras. Através da necropsia, observa-se 6rgdos internos congestos e
hemorragicos e o rim e o0 bago aumentados (Figueiredo e Plumb, 1977).

As alteracOes histopatoldgicas causadas por A. hydrophila incluem hemorragias capilares
submucosa do estdmago, degeneracgdo das células hepaticas e do epitélio dos tubulos renais, que
destroem os glomérulos e provocam acumulo de exsudato serofibrionoso no tecido
hematopoiético (Miyazaki e Jo, 1985; Miyazaki e Kaige, 1985). Segundo Figueiredo e Plumb
(1977) ocorre contracdo e necrose do tecido hematopoiético; do pancreas; do musculo cardiaco e

do figado, além da mucosa intestinal se desprender facilmente.



3.2 Controle de A. hydrophila

A expansdo da aquicultura tem contribuido para o aumento da utilizacdo de produtos
quimicos para o controle de parasitos e bactérias. Entre os antibidticos, a OTC e o FFC sdo os
mais usados para tratar infeccdes causadas por bactérias de peixes (Rigos et al., 2005). Estes dois
antibioticos sdo utilizados no tratamento de bacterioses em humanos, em medicina veterinaria e
em aquicultura, para infecgdes por bactérias Gram-negativas (Pellinen et al., 2002; Rigos et al.,
2006).

Os antibioticos podem ser administrados aos peixes adicionados a ra¢do ou por meio de
banhos de imersdo. A utilizagdo na alimentacdo € mais conveniente, pois a quantidade necesséria
de antibiotico nesse tipo de tratamento é menor que a utilizada diretamente na agua, assim como

o residuo gerado para o0 ambiente é menor (Ferreira et al., 2007).

3.2.1 Oxitetraciclina

3.2.1.1 Controle de Bacterioses

Os antibidticos mais administrados em misturas com ra¢des animais séo a sulfomerazina,
OTC, cloranfenicol e nifurpirinol (Fijan et al., 1976), e os melhores resultados sdo com o0s
antibioticos analogos aos fluorados e os derivados das tetraciclinas, nitrofuranos e sulfonamidas
(Austin e Austin, 1987).

A meia vida da OTC em I. punctatus, administrada na racéo (60 mgOTCkg™) foi de 80,3
horas e o pico plasmatico de quatro horas (USP, 2000). Segundo Micromedex (2000) a meia vida
em truta é de 60,3 a 89,5 horas.

No Brasi 0 uso de OTC na aquicultura é amplo, porém ndo regulamentado. Dessa forma,
0 uso € indiscriminado e tem ocasionado o aparecimento de bactérias resistentes nos sistemas de
producdo (Pereira Janior et al., 2006).

A OTC é indicada para tratar ulcera, furunculose e septicemia hemorragica causada por A.
salmonicida e A. liquefaciens e pseudomonas em salmonideos; septicemia e pseudomonas em |.
punctatus; combinada com ormetropina e sulfadimetoxina para controle de furunculoses causadas
por A. salmonicida em salmonideos e septicemia causada por E. ictaluri em I. punctatus (Dixon e
Issvoran, 1992; Griffin, 1992; Plumb, 1999).



A OTC é registrada pelo Ministério da Agricultura nos seguintes paises: Japdo (50 mgkg
1), Canada e China (50 a 100 mgkg™), Espanha (75 mg.kg™) e Estados Unidos (1250 a 1750
mgkg™) indicada por trés a dez dias de tratamento (Scott, 1993; Namdari et al., 1996; FDA, 1998:
Ueno, et al., 2003; Wang e Li, 2004).

Segundo Thomas-Jinu e Goodwin (2004), a OTC foi 100% efetiva para o tratamento de
Flavobacterium columnare em |. punctatus. Bullock et al., (1986) também verificaram eficécia
no controle de surtos de enfermidades com administragdo oral de 80 mgOTCkg™. Alexandrino et
al., (1998/1999) também obtiveram sucesso ao administrarem 80 mgOTCkg™ para tratar E. tarda
em truta arco-iris (O. mykiss). Andrade et al., (2006) verificaram eficacia no tratamento com
OTC mais NaCl, do bagre Rhamdia quelen infectado com A. hydrophila e com Ichthyophtirius
multifilis.

O uso da OTC tem demonstrado que a biodisponibilidade é baixa quando administrada na
racdo: 0,6% em Cyprinus carpio (Grondel et al., 1987); 1,25 — 5,6% em O. mykiss (Bjorklund e
Bylund, 1991; Nouws et al., 1992) e 9,3% em Plecoglossus altivelis (Uno, 1996), sendo

adicionada na racéo.

3.2.1.2 Toxicidade e Risco Ambiental

A OTC é um antibiotico do grupo das tetraciclinas e vem sendo utilizado por décadas no
tratamento de bacterioses, principalmente por ser eficaz, de baixo custo e de amplo espectro de
acao (Miranda and Zemelmen, 2002; Rigos et al., 2002; Ueno et al., 2004; Delépée et al., 2004;
Reed et al., 2004).

A OTC possui ampla atividade e capacidade de difusdo em fluidos e tecidos corpdreos
(Barragy, 1994). Por essas razdes, esse antibidtico € um dos mais usados no tratamento de
bacterioses, em humanos, medicina veterinaria e aquicultura, para tratar infeccGes por bactérias
Gram-negativas (Pellinen et al., 2002; Rigos et al., 2006).

Cerca de 70 a 80% dos antibiéticos administrados via oral aos peixes, chegam ao
ambiente em alimentos ndo consumidos e pela excre¢do. Dessa forma, ocorre o acimulo e a
persisténcia desses compostos, que é influenciado por fatores fisico quimicos da agua (pH,
temperatura, salinidade, potencial redox) ou ambientais (temperatura e luz). A presenca de luz
acelera a degradacdo da OTC (meia vida de 9,75 dias), cuja sua meia vida € maior, em condicdes
escuras (16,25 dias) (Samuelson, 1989).



A toxicidade de agentes quimicos no meio hidrico é avaliada por meio de ensaios
ectoxicolégicos com organismos representantes dos niveis troficos das cadeias bioldgicas locais.
O conhecimento da toxicidade desses agentes a diferentes organismos aquaticos possibilita, o
estabelecimento de limites permissiveis de vérias substancias quimicas para a protecdo da vida
aquatica e avaliar o impacto momentaneo que causam & biota dos corpos hidricos (Zagatto e
Bertoletti, 2008).

Vérios estudos foram realizados para avaliar a toxicidade aguda da OTC para organismos
ndo alvo. Os testes com peixes foram realizados com Morone saxatilis, CL50;48h de 125,0 mgL™
(Hughes, 1973); Salvelinus namaycush, CL50;24h > 200,0 mgL™ (Webb, 2001); Danio rerio,
CL50;96h > 1000 mgL™ (Isidori et al., 2005) e Ozyras latipes, CL50;48h de 110,1 mgL™ (Kim,
2007).

Alguns autores avaliaram a toxicidade da OTC para microcrustaceos, como Artemia
parthenogenetica (CE50;96h = 806 mgL™) (Ferreira et al., 2007); Daphnia magna (CE50;24h =
82,64 mgL™; Isidori et al., 2005); Ceriodaphnia dibia (CE50;48h = 18,65 mgL™; Isidori et al.,
2005); bactérias, Vibrio fischeri (CL 50% = 64,5 mgL™; Wollenberge et al., 2000) e para algas,
como Pseudokirchneriella subcapitata (CI50;72h = 0,17 mgL™; Nunes et al., 2005); Mycrocistis
aeruginosa (CE50% = 0,207 mgL™; Holten-Liitzhgft et al., 1999); Rhodomonas salina (CE 50%
= 1,6 mgL™; Holten-Liitzheft et al., 1999); Selenastrum capricornutum (CE 50% = 4,5 mgL™;
Holten-Liitzheft et al., 1999) e Chlorella vulgaris (CE50;72h = 7,05 mgL™; Eguchi et al., 2004).

A avaliacdo de risco ambiental é outra uma ferramenta utilizada para avaliar o impacto
dos compostos tdxicos, pois correlaciona a toxicidade aguda, em determinadas condi¢Ges de
laborat6rio, com a concentracdo ambiental estimada da recomendacéo de uso no campo (CAE)
(Zagatto e Bertoletti, 2008).

Além da avaliacdo da toxidade aos organismos ndo alvo, apds o tratamento € necessario
avaliar os efeitos toxicos nos tecidos dos organismos expostos aos produtos quimicos. Segundo
Rijkers et al. (1980) e Bruno (1989) a OTC causa efeitos imunosupressivos e pode causar necrose

no figado.

3.2.1.3 AlteracGes Teciduais
A OTC causa diversos efeitos no sistema imune cuja intensidade depende da espécie, do

tamanho do peixe, da temperatura da agua e da via de administracdo do antibidtico (Van der



10

Heijden et al., 1991). Serezli et al., (2005) observaram que ocorreu diminuicdo da ativacao
fagocitaria em Sparus aurata e Lunden et al., (1998) verificou uma supressdo da producgédo de
anticorpos e do nudmero de células brancas circulantes (principalmente linfdocitos) em truta (O.
mykiss).

A OTC causa efeitos toxicos nos tecidos hematopoiéticos e reduz os indices
hematoldgicos de Cyprinus carpio apdés a administracdo de 1500 mgkg™ (Svobodova, 2006).
Segundo Soler et al., (1996) a OTC causa necrose hepética ao danificar o epitélio tubular e o

tecido hematopoiético renal em Tinca tinca apds administracdo intramuscular por sete dias.

3.2.2 Florfenicol

3.2.2.1 Controle de Bacterioses

O cloranfenicol é um agente antimicrobiano com amplo espectro e foi muito utilizado na
aqlicultura para o controle de doencas bacterianas. Porém, esse antibiotico foi proibido em
muitos paises pelo seu potencial toéxico para humanos. Consequentemente, o tianfenicol foi
desenvolvido, mas tem potencial antibiético menor que o do cloranfenicol e uso limitado (Yunis
etal., 1988).

O florfenicol (FFC) (D-(threo)-1-(methylsulfonylphenyl)2-dichloroacetamide-3-fluoro-1-
propanol) é um fluorato derivado do tianfenicol e tem amplo espectro de a¢do que é similar ao do
cloranfenicol e a atividade antibi6tica maior que a do tianfenicol (Graham et al., 1988). O FFC ¢
efetivo no tratamento de pseudotuberculose em Seriola dorsalis (Yasunaga e Yasumoto, 1988),
edwarsielose em I. punctatus (McGinnis et al., 2003), vibriose em Carassius auratus (Fukui et
al., 1987); furunculose e colunariose em S. salar (Inglis et al., 1991; USOFR, 2007).

O Aquaflor® nome comercial da formulacdo que contém o FFC, atualmente é indicado
para uso no Brasil, Japdo, Coréia do Sul, Noruega, Chile, Canadd e Reino Unido para o
tratamento de bacterioses de varias espécies de peixes e representa 30,8% do consumo mundial
de antibi6ticos usados na aquicultura (FAO, 2005). No Brasil, € o Gnico antibidtico registrado no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para uso em aquicultura, indicado
para tilapia (O. niloticus) e truta (Schering Plough, 2009).

O FFC € usado em muitos paises por ser eficaz no controle de vérias infeccGes em peixes,

mesmo que tenham desenvolvido resisténcia a outros antibioticos (Nordmo et al., 2006; Rangdale
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et al., 1997; Bruun et al., 2000; Thyssen e Ollevier, 2001; Vue et al., 2002; Samuelsen e Bergh,
2004). O FFC é menos persistente no ambiente aquatico que a OTC (Hektoen et al., 1995).

O FFC é caracterizado por ter alta biodisponibilidade em peixes, boa penetracdo nos
tecidos e rapida eliminagdo (Horsberg et al., 1996), todas as caracteristicas importantes para uma
substancia a ser utilizada no tratamento de animais,como peixes para alimentagdo humana.

O mecanismo de acdo toxica do FFC é a interferéncia na sintese de proteinas das bactérias
e inibicdo da atividade da enzima peptidil transferase (Schering-Plough, 2009).

Vérios estudos demonstram que o FFC possui excelentes propriedades farmacocinéticas
(Martinsen et al., 1993; Horsberg et al., 1996) e demonstraram que o FFC adicionado na racao de
Salmo salar é rapidamente absorvido e metabolilizado para FFC amina e outros metabdlitos.
Tracos de FFC amina foram encontrados em rins ap6s 56 dias da administracéo de 20 mg.kg™.

A duracdo da acdo do FFC no plasma é de 30 a 40 horas apds a administracdo da
concentracdo indicada; biodisponibilidade é de 96,5%; meia vida é de 12,2 horas; o pico
plasmatico, 10,3 horas; taxa de eliminacdo é de 1,4 mL/min/kg; o limite maximo de residuo
(MRL) do FFC amina é de 1,0 mgkg™ e o tempo de eliminag&o no misculo de bagre e de salmao
é de 12 dias (Martinsen et al, 1993; Schering-Plough, 2009).

O FFC ¢ efeticaz via oral no tratamento de enfermidades causadas por A. salmonicida
subsp. salmonicida, Edwardsiella ictaluri; A. hydrophyla e Vibrio anguillarum, (Fukui et al.,
1987; Inglis et al., 1991; Nordmo et al., 2006; Gaikowski et al., 2003; Seljestokken et al., 2006).

A concentracdo de FFC eficaz indicada pela maioria dos autores é 10 mgkg™, incluindo
para o controle de bacteriose em Salmon salar, I. punctatus, Gadus morhua e O. niloticus (Inglis
et al., 1991; Nordmo et al., 2006; Gaikowski et al., 2003; Seljestokken et al., 2006; Schering-
Plough, 2009) por um periodo de 10 a 20 dias, e alguns autores indicam de 10 a 15,0 mgkg™ para
sunshine bass por 10 a 15 dias (Darwish, 2007).

3.2.2.2 Toxicidade e Risco Ambiental

Ap0s o tratamento, os antibidticos podem persistir no ambiente aquatico, principalmente
adsorvido ao sedimento. Entretanto, a persisténcia do FFC é baixa e a concentracdo decresce
rapidamente quando adsorvido nos sedimentos dos viveiros, cuja meia vida de 4,5 dias (Schering
Plough, 2009).
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Os antibidticos podem causar efeitos toxicos aos organismos aquaticos nao alvo (Ferreira
et al., 2007). Porém, apesar do amplo uso, estudos cientificos sobre a toxicidade e o risco
ambiental do FFC ainda sdo escassos.

Alguns estudos ecotoxicoldgicos foram realizados com os peixes O. mykiss, CL(50;48h) >
780 mgL™ e L. macrochirus, CL50;48h > 830 mgL™ e com os microcrustaceos D. magna, CL50;
48h > 330 mgL™ (Schering Plough, 2009) e A. parthenogenetica, CL(50;48h) > 889 mgL™
(Ferreira et al., 2007). Alguns trabalhos envolvem algumas espécies de algas (Tetraselmis chuii;
Nostoc, Selenastrum capricornutum) e de bactéria (Bacillus subtilis) (Ferreira et al., 2007;
Schering Plough, 2009).

A avaliagdo de risco ambiental € uma analise da probabilidade da ocorréncia de efeitos
ecologicos adversos resultantes da exposicdo da biota a um ou mais estressores ambientais. Um
estressor ambiental é usualmente um contaminante quimico toxico. Os efeitos ecoldgicos
adversos sao definidos como todas as mudancas consideradas indesejaveis que alteram a estrutura
ou as caracteristicas funcionais da populacdo, da comunidade, do ecossistema ou de seus
componentes (USEPA, 1998). O risco é calculado com a concentragdo ambiental estimada
(CAE), ou seja, a concentracdo que € utilizada no campo e que vai entrar em contato com o0 meio
ambiente, e a CL50 encontrada em testes ecotoxicoldgicos de toxicidade aguda em laboratério
(USEPA, 1987). Com esses dados tem-se um quociente (Q) que caracteriza o risco de intoxicacdo
ambiental do xenobi6tico para determinada espécie na qual foi determinada a CL50.

Segundo Schering-Plough (2009) o FFC é um produto seguro para ser utilizado no
ambiente aquatico, pois ndo apresenta risco de intoxicacdo ambiental para peixes (O. mykiss e L.

macrochirus), microcrustaceo (D. magna) e algas (S. capricornutum e B. substillis).

3.2.2.3 Alteracgdes teciduais

Os estudos cientificos sobre possiveis alteracdes morfoldgicas nos tecidos apds
administracdo FFC, ainda sdo escassos. Gaikowski et al. (2003) e Schering-Plough (2009)
relatam diminuicdo do tecido hematopoiético/linfopoiético de rins de I. punctatus e de S. salar
ap6s a administracdo de 10 mgFFCkg™ por 20 dias. Porém, outros autores, ndo relatam alteracéo

ap6s administracdo de 10 mgFFCkg™ por 10 dias (Inglis et al., 1991).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aclimatacao, testes preliminares de toxicidade aguda e de sensibilidade

Para os testes de toxicidade aguda, exemplares alevinos de pacus (P. mesopotamicus)
foram previamente aclimatados por dez dias em caixa com capacidade para 250 litros, a 25 + 2
°C, com aeracéo continua, fotoperiodo de 12 horas e alimentacéo & vontade com racéo comercial
(ABNT, 2004). Nos testes de toxicidade dos antibioticos foram utilizados organismos com peso
entre 0,5 e 1,0 grama.

Primeiramente foi realizado teste de toxicidade aguda com a substéancia referéncia cloreto
de Potassio (KCI) (ABNT, 2004) para avaliar a sanidade e a sensibilidade do lote de organismos
teste. A concentracio letal 50% estimada de KCI para o pacu foi de 1,33 gL™, com limite inferior
de 1,17 e superior de 1,52 gL ™.

Apos a realizacdo dos testes de sensibilidade foram realizados testes preliminares com 0s
antibidticos OTC e FFC para determinar o intervalo de concentracdo que as substancias causam
zero e 100% de mortalidade.

Os testes foram realizados com a utilizagdo de cinco concentragcdes dos antibidticos e um
tratamento controle, com trés repeticdes em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Em
todos os testes foram utilizados trés peixes em cada repeticéo, na densidade maxima de 1 gL™ de
agua, com volume total de trés litros. Os testes foram conduzidos por 48 horas em sistema
estatico, sem substituicdo, sifonagem de &gua e alimentacdo dos animais. A avaliacdo da
mortalidade foi diaria, com a retirada dos peixes mortos dos recipientes (ABNT, 2004).

As condi¢cBes ambientais iniciais foram: pH entre 7,0 e 8,0; oxigénio dissolvido entre 7,0
e 8,0 mgL™; condutividade elétrica entre 170,0 e 180,0 uScm™; dureza entre 50,0 a 60,0 mgCO3’
1 alcalinidade entre 200,0 e 210,0 mgCaCOs™; temperatura da sala de bioensaio entre 27 e 29 °C;
e a temperatura das unidades experimentais entre 25 e 26 °C. As variaveis temperatura, pH,
oxigénio dissolvido e condutividade elétrica da dgua foram registradas em 0, 24 e 48 horas apds a
exposicdo dos peixes aos antibidticos.

Os antibidticos utilizados foram a Terramicina® (5,5g0TC100g™), produzido pela
PFizer® e o Aquaflor® (500gFFCkg™) de FFC, produzido pela Intervet-Schering-Plough®.
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4.2 Testes definitivos de toxicidade aguda dos antibidticos

A partir dos resultados obtidos nos testes preliminares foram realizados dois testes
definitivos para cada antibidtico. As concentragdes de OTC utilizadas foram 7,0; 7,5; 8,0 € 8,5
mgL™? e de FFC 600, 700, 800, 900 e 1000 mgL™, e um controle (testemunha), com trés
repeticdes de cada concentragéo.

Ao final de 48 horas de exposicdo, com os dados de mortalidade, foi calculada a
CL(1)50;48h para cada antibi6tico com o programa Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al.,
1977).

4.3 Risco Ambiental

Os antibidticos foram classificados pelo risco ambiental de cada concentracdo usada no
experimento de tratamento de bacteriose em pacu de acordo com o quociente de risco ambiental
calculados pela divisdo simples entre a concentracdo ambiental estimada (CAE) e o valor da
CL(1)50;48h (USEPA, 1987), encontrada no teste de toxicidade aguda em condicbes de

laboratorio (Tabela 2).

Tabela 1. Classes de risco ambiental de compostos téxicos de acordo com os valores calculados do
quociente Q (USEPA, 1987).

Q (CAE/CL50) Classes

<0,1 Sem risco
0,1-1,0 Risco baixo
1,0- 10,0 Risco moderado
>10,0 Risco alto

A avaliacdo de risco ambiental dos antibioticos foi realizada com as concentracfes
testadas no presente trabalho para o controle de infeccdo causada por A. hydrophila: 110,0; 140,0
e 170,0 mgOTCkg' e 5,0; 10,0 e 150 mgFFCkg™. Assim, como as caixas utilizadas
apresentavam capacidade de 60L, as CAE da OTC foram de: 1,83 mgL™; 2,33 mgL™ e 2,83 mgL’

! respectivamente e do FFC foram 0,083 mgL™; 0,16 mgL™ e 0,25 mgL™, respectivamente.
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4.4 Técnica de inducédo de infeccédo experimental por Aeromonas hydrophila em pacu

Para a inducdo de infeccdo foram utilizadas cepas de A. hydrophila cedida pelo
Laboratorio de Ictiopatologia do Departamento de Patologia Veterinarias da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinaria da Unesp de Jaboticabal.

Os exemplares de pacus (P. mesopotamicus) apresetaram peso entre 30 e 35 gramas. Os
animais foram mantidos em caixa de 400 litros e duas vezes ao dia, durante quatro dias, foram
submetidos & captura. Apos a captura os animais foram retirados da dgua por dois minutos para
causar o estresse e diminuir a imunidade. Segundo Garcia (2005) o estresse causado por captura e
falta de oxigénio serve de base para facilitar a infeccdo experimental pela bactéria A. hydrophila.

Apos este periodo de indugdo de estresse os peixes foram submetidos a infeccdo de A.
hydrophila por injecdo intracelomatica, intramuscular e subcutanea com aproximadamente 2,4
x10" bactéria mL™ (escala McFarland) e distribuidos em caixas de amianto com capacidade de
60L.

Em 24 horas apés a infec¢do foram observados os primeiros sinais clinicos (Tabela 2 e
Figura 1). Os sinais clinicos estdo de acordo com os observados em outras espécies de peixes
causados por A. hydrophila (Figueiredo e Plumb, 1977; Wakabayashi et al., 1981; Miyazaki e
Kaige, 1985; Plumb, 1994).
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Tabela 2. Sinais clinicos observados nos exemplares de pacu ap6s 24 horas de infec¢do experimental com

A. hydrophila.
o Réplicas  Controle FFC (mgkg™) OTC (mgkg™)
Sinais Clinicos CsI CCl 50 100 150 1100 1400 170,0
Distencao do A 0 X X X X X X X
celoma (acumulo de B 0 X X X X X X X
liquido ascitico) C 0 X X X X X X X
LesOes bilaterais A 0 X X X X X X X
esbranquicadas ou B 0 X X X X X X X
avermelhadas com
erosdo da pele C 0 X X X X X X X
. A 0 X X X X X X X
Corrosao da
- B 0 X X X X X X X
nadadeira caudal
C 0 X X X X X X X
Avermelhamento da A 0 X X X X X X X
periferia das lesbes B 0 X X X X X X X
A 0 X X X X X X X
Exoftalmia B 0 X X X X X X X
C 0 X X X X X X X
. N A 0 X X X X X X X
Figado Fridvel e
. B 0 X X X X X X X
Ictérico
C 0 X X X X X X X

CSI = controle sem infecg¢do; CCI = controle com infecgdo; 0 = ndo ocorreu; X= ocorreu

A B c D
Figura 1. Sinais clinicos de infeccdo por A. hydrophila. A. Lesdes bilaterais; B. Lesdes
epidérmicas com bordas avermelhadas; C. Dilatacdo do celoma e exoftalmia; D.

Corrosdo da nadadeira caudal.
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Apbs o surgimento dos sinais clinicos, alguns animais foram coletados para a

comprovacdo de infec¢do por Aeromonas.

4.5 Variaveis de qualidade de agua

As condigdes iniciais de qualidade de agua, antes de comecar o tratamento dos pacus com
os antibioticos foram: temperatura 25 + 2 °C; pH entre 6,5 e 7,5; O.D entre 7,0 e 8,0 mgL™ e
condutividade elétrica entre 180,0 e 185,0 mScm™.

Essas varidveis foram mensuradas durante o periodo de tratamento dos pacus com 0s

antibidticos e amostradas no inicio, no meio e no final do experimento.

4.6 Reisolamento de Aeromonas hydrophila

Apos 24 horas da infeccdo experimental alguns peixes foram coletados, por meio de
“swab”, para realizar a comprovacdo bioquimica de infeccdo por Aeromonas hydrophila. Foram
coletadas varias amostras de figado, rim e pele dos peixes e da &gua, que foram incubadas em
meio liquido TSA.

As amostras foram incubadas em 100 mL de caldo soja triptona (TSB), acrescidas de
ampicilina na concentragdo de 10 mgL™ (TSA) e incubadas por 24 horas a 30°C.

Das culturas obtidas no plagueamento seletivo em caldo com ampicilina (TSB) foram
selecionadas as col6nias sugestivas de Aeromonas sp. e repicadas em 4agar vermelho de
fenol-amido-ampicilina e em 4&gar dextrina-ampicilina. As coldnias amareladas, com halo
transparente devido a hidrolise do amido (agar vermelho de fenol) e as col6nias amareladas,
circundadas por halo decorrente da hidrolise da dextrina (agar dextrina) foram selecionadas para as
etapas seguintes.

Ap0s o periodo de incubacéo, foram realizados esfregacos corados pela técnica de Gram e as
culturas que apresentavam bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas e Gram
negativas, foram repicadas em agar triplice-agtcar-ferro (TSI) (Saad et al., 1995). Ap6s incubagéo a
28 °C por 24 horas, as culturas que apresentavam reacdo 4cida, tanto na base como no bisel, com
coloracdo amarelada pela hidrolise do amido e com ou sem formacdo de gas foram novamente

repicadas em agar tripticase-soja.
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Em seguida, foram submetidas as provas da motilidade e oxidase seguindo esquema de
caracterizagcdo adotado por Popoff (1984), Havelaar et al. (1987), Araujo et al. (1989), Knochel
(1990), Neves et al. (1990) e Hudson e Lacy (1991).

Para a prova de motilidade as culturas de bactérias foram inoculadas em tubos contendo &gar
semi-solido e incubados a 28 °C por 24 horas e, as que apresentaram crescimento em toda a extensdo
do tubo foram consideradas positivas (Mac Faddin, 1976).

Para a realizacdo da prova da oxidase foram realizados esfregacos das culturas de bactérias,
com a utilizacdo de alca de platina, em fitas adquiridas prontas para uso. Foram consideradas
positivas as culturas cujos esfregacos tornaram-se de coloragdo résea em alguns segundos.

Os cultivos que apresentavam as caracteristicas de motilidade e oxidase positiva, foram
considerados como de Aeromonas sp.

Para a identificacdo fenotipica da espécie A. hydophila foi utilizada a chave de
classificacdo Aerokey Il (Carnarhan et al., 1991) (Figura 2). Esse sistema é valido na
identificacdo das sete espécies mais comuns de aeromonas moveis (A. caviae, A. hydrophila, A.
veronii biovar veronii, A. veronii biovar sobria, A. trota, A. schubertii e A. jandaei) (Penders et
al., 2008).

Figura 2. Chave de indentificacdo de espécies de aeromonas Aerokey |l Adaptada de Carnarhan et al.,
(1991).



19

As provas bioquimicas realizadas foram: hidrolise da esculina, producéo de gés a partir da
glicose, Voges Proskauer (VP) e producdo de acido a partir da arabinose, sendo consideradas
provas positivas: coloracdo alaranjada (esculina), producdo de gés, coloragdo résea (VP) e
amarela (arabinose) para bactéria A. hydrophila.

4.7 Tratamento de pacus infectados com A. hydrophila com OTC

No experimento com OTC foram utilizados 104 peixes, com massa corporea entre 30 e 35

Para o tratamento foi utilizada a racéo da PoliNutri® com 32% de proteina bruta. Em cada
quilo de racdo foram acrescidos, de forma homogénea, 110,0; 140,0 e 170,0 mg de OTC
dissolvida em 2% de 0leo vegetal. Em seguida a racdo foi mantida em temperatura ambiente por
quatro dias para secagem (Figura 3A e B).

Figura 3. A. Secagem da racdo apds adicdo de antibiotico. B. Pesagem 2,0%

peso corporal para cada tratamento.

As parcelas experimentais utilizadas foram caixas de cimento amianto, pintadas
internamente com tinta epdxi azul, com capacidade de 70 L (Figura 4A e B).

Os tratamentos utilizados foram: controle sem infecgédo (ndo infectado e alimentado com
racdo comercial) controle com infeccéo (infectado e alimentado com ragdo comercial); 110; 140 e
170 mgOTCkg™ de ragéo.
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Apdbs 24 horas da infeccdo por A. hydrophila e os sinais clinicos presentes, 0s peixes
foram submetidos ao tratamento com a OTC adicionado na ra¢do, administrada por sete dias em
dois periodos diérios de arracoamento (manha e tarde) na quantidade de 2,0% peso corporal.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés

repeticdes para cada tratamento. O fluxo de 4gua foi mantido constante em 9,0 mLs™.

Figura 4. A e B. Aspecto geral da disposicdo dos recipientes em que foram utilizados

para os tratamentos experimentais.

As variaveis de qualidade de agua (temperatura, pH, oxigénio dissolvido, condutividade
elétrica) foram monitoradas no 1°, 3°, 5° e 7° dia, com a sonda YSI 556 MPS e a aménia no 1°, 3°
e 7° dia de tratamento. A concentracdo de quantidade de amonia dissolvida na agua foi
determinada pelo método de Goltherman et al. (1978).

Diariamente foi avaliada a mortalidade, e 0s peixes mortos retirados dos recipientes
experimentais. Ao final de sete dias de tratamento foi avaliada visualmente a presenca de sinais
clinicos externos da infeccdo nos peixes e calculada a porcentagem de sobrevivéncia dos

organismos em cada tratamento.

4.8 Tratamento de pacus infectados com A. hydrophila com FFC

No experimento com FFC foram utilizados 64 pacus com peso variando entre 30 a 35
gramas.

Para o tratamento foi utilizada a ragdo da PoliNutri® com 32% de proteina bruta. Para

cada quilo de racdo foram acrescidos 5,0; 10,0 e 15,0 mg de FFC dissolvidos em 2% de 6leo
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vegetal. A racdo foi mantida em temperatura ambiente por quatro dias para secagem. A
concentracdo de 10,0 mg.Kg™ esta de acordo com a indicada pela fabricante Intervet Schering-
Plough e foram testadas também uma concentragdo menor e outra maior que a indicada pela
empresa.

Os tratamentos utilizados foram: controle com infeccdo; controle sem infecgéo; 5,0; 10,0
e 15,0 mgFFCkg™ de racdo. Ap6s 24 horas da infeccdo por A. hydrophila e com a presenca dos
sinais clinicos, os peixes foram submetidos ao tratamento com a FFC incluso na ragdo,
administrada por 10 dias, com dois periodos diarios de arragoamento (manha e tarde), na
quantidade de 2,0% biomassa de cada unidade experimental.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés
repeticdes cada tratamento. O fluxo da 4gua nos recipientes foi mantido constante em 9 mLs™.

As variaveis de qualidade de agua (temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade
elétrica) foram registradas no 1°, 2°, 4°, 6°, 8° e 10° dia e amonia no 1°, 5°e 10° dia de tratamento.

Diariamente foi avaliada a mortalidade e os peixes mortos foram retirados das caixas. Ao
final de dez dias de tratamento foi avaliada visualmente presenca dos sinais clinicos externos nos

peixes e calculada a porcentagem de sobrevivéncia dos organismos em cada tratamento.

4.9 Histopatologia de branquia, figado, rim e pele de pacu

Para a realizagdo da avaliagdo histopatologica dos efeitos do tratamento com OTC e FFC,
trés animais de cada tratamento foram eutanasiados em banho de imersdo com benzocaina
(1g15L™" de agua).

Os fragmentos de tecidos de branquia, figado, rim e pele foram coletados e imersos em
solucdo fixadora de formoldeido (10%) por 24 horas.

Apos a fixacdo, os fragmentos foram submetidos a desidratacdo, diafanizacdo e inclusdo
em Histosec® (Merck). A seguir, foi realizada a microtomia em micrétomo automatico (Leica,
RM-2155) obtendo-se cortes 5 um de espessura e coloracdo com hematoxilina-eosina (H.E) e
reacdo em &cido periodico de Schiff (P.A.S) (Behmer et al., 1976).

A rotina foi realizada no Setor de Técnicas Morfologicas do Laboratério de Anatomia da
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Toxicidade aguda e risco ambiental da OTC e do FFC
Nos testes de toxicidade aguda (CL 50;48h) com OTC nédo ocorreu mortalidade no
controle; em 7,0 mgL™ a mortalidade média foi de 5,55%; em 7,5 mgL™, de 55,56%; em 8,0

mgL™, de 66,67% e em 8,5 mgL™, foi 100%. Na figura 5 observa-se a equagio da reta ajustada
com os dados de mortalidade e o r°.

100
y = 58,892x - 399,47
R?=0,94
g 75 5
S
3 50 2 H
® / i CL50% = 7,6 mgL™
t :
[=] H
2 25 :
0 ? T : T T 1
6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0

Concentragdo (mg/L)

Figura 5. Relacdo (média) da concentracdo-mortalidade nos testes de
toxicidade aguda com OTC para o pacu.

A CL(1)50:48h média estimada da OTC para o pacu é de 7,6 + 0,11 mgL™ com limite

inferior 7,34 + 0,15 mgL™ e superior de 7,84 + 0,09 mgL™. Na Figura 6A observa-se 0s peixes
expostos a 8,5 mgOTC.L™ em que ocorreu 100% mortalidade.

4

i
:

Figura 6. A. Exposicdo dos organismos na maior concentracdo de OTC: 8,5 mgL™
(100% de mortalidade). B. Exposi¢cdo dos organismos na maior
concentracéo de FFC, 1000 mgL™ (ndo ocorreu mortalidade).



23

A toxicidade aguda da OTC para 0 pacu € maior do que para as seguintes especies
aquaticas: Salvelinus namaycush (CL50;24h > 200 mgL™; Webb, 2001), Morone saxatilis
(CL50;48h = 125,0 mgL™"; Boxall et al., 2002), Danio rerio (CL50;96h > 1000 mgL™; Isidori et
al., 2005); Ozyras latipes (CL50;48h = 110,1 mgL™; Kim, 2007); Artemia parthenogenetica
(CL50:48h = 806,0 mgL™ e para Tetraselmis chuii (CI50;96h = 11,18 mgL™; Ferreira et al.,
2007).

A OTC foi menos toxica para o pacu do que em relacdo a cianobactéria Microcystis
aeruginosa (CE50 = 0,207 mgL™); as algas Rodhomonas salina (CE50 = 1,6 mgL™) e
Selenastrum capricornutum (CES50 = 4,5 mgL™) (Halling-Sérensen et al., 2000).

A OTC é mais toxica para algas do que para microcrustaceo e para peixes e €
praticamente ndo toxica para as outras espécies de peixe, cuja CL50 é acima de 100 mgL™.

O FFC ndo causou mortalidade nas concentracdes testadas (Figura 6B), portanto a
CL(1)50;48h estimada é maior que 1000 mgL™. A OECD (2009) determina que os testes de
toxicidade aguda devem ser realizados com concentragdes de até 100 mgL™, pois a auséncia de
mortalidade nesta concentracdo indica que esse organismo ndo € o grupo mais sensivel para a
substancia em exposicao a curto prazo.

Nesse trabalho foram utilizadas concentracdes de até 1000 mgL™, ou seja, dez vezes a
recomendada e constata-se que, com pelo menos 99% de confiancga, o valor da CL50;48h do FFC
é superior a concentracdo limite de 100 mgL™* (OECD, 2009).

Da mesma forma que para o pacu, o0 FFC também é de baixa toxicidade para
Onchorynchus mykiss (CL50;48h > 780 mgL™); Lepomis macrochirus (CL50;48h > 830 mgL™);
Daphnia magna (CL50;48h > 330 mgL™) (Schering-Plough, 2009) e a A. parthenogenetica
(CL50;48h > 889 mgL™) (Ferreira et al., 2007). Para as espécies de algas Tetraselmis chuii
(C150;96h = 6,06 mgL™) (Ferreira et al., 2007); Nostoc sp. (C150;48h = 4,0 mgL™), Selenastrum
capricornutum (CI50;48h = 1,5 mgL™) e Bacilus subtilis (C150;48h = 0,4 mgL™) (Schering-
Plough, 2009) a toxicidade aguda do FFC é maior que para 0 pacu.

O FFC também demonstrou ser mais toxico para as algas do que para microcrustaceo e
para peixe, em que a CL50 é acima de 100 mgL™.

Segundo Mallat, (1985) a toxicidade de um xenobidtico varia com a espécie, a idade dos
individuos, o peso e o nivel tréfico a que estd sendo exposto. Assim, as diferencas encontradas

neste estudo e na literatura podem estar relacionadas com estas variaveis.
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Em relacdo ao risco de intoxicacdo ambiental para o pacu (P. mesopotamicus), a OTC
classifica-se como de baixo risco de intoxicacdo ambiental nas trés concentracOes testadas, e 0
FFC como sem risco de intoxicacdo ambiental. Portanto, o FFC € de uso seguro para 0 pacu
devido & baixa toxicidade aguda para a espécie (CL50;48h > 100 mgL™) (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo da OTC e do FFC pelo risco de intoxicagdo ambiental para o pacu.

Antibistico Concentracdo CAE CL50:48h Q= Risco
(mgkg?)  (mgL™) (mgL?) (CAE/CL50;48h) (USEPA, 1987)
oTC 110,0 1,83 0,2 Baixo risco
140,0 2,33 ’ 03 Baixo risco
170,0 2,83 0,4 Baixo risco
FFC 5,0 0,083 >1.000,0 0,000083 Sem risco
10,0 0,16 0,00016 Sem risco
15,0 0,25 0,00025 Sem risco

O risco de intoxicacdo ambiental para o pacu devido ao uso da OTC é menor do que para
O. latipes (Boxall et al., 2003; Park e Choi, 2008); do que dos antibiéticos mecilinam e
trimetropina para D. rerio (Halling-Sérensen et al., 2000) e que da ciprofloxacina para D. rerio
(Halling-Sérensen et al., 2000).

O FFC ndo apresenta risco de intoxicacdo ambiental para o pacu, assim como, foi
considerado sem risco de intoxicacdo ambiental para O. mykiss, L. macrochirus, D. magna, S.

capricornutum e B. substillis (Schering-Plough, 2009).

5.2 Variaveis de qualidade de agua durante os testes de toxicidade aguda

Nos testes de toxicidade do FFC as varidveis de qualidade de 4gua ndo foram alteradas. O
oxigénio dissolvido na 4gua foi de 4,09 + 1,96 mgL™ no tratamento controle e 4,12 + 1,36 mgL™
na maior concentracdo de 1000 mgL™; a temperatura de 26,62 °C no controle e 26,53°C na
concentracdo de 1000 mgL™; o pH de 7,45 + 0,79 no controle, e 7,67 + 0,63 na concentragéo de
1000 mgL™ e a condutividade elétrica de 0,134 + 37,57 uScm™ no controle, e 0,138 + 31,02

uScm™ na concentragéo de 1000 mgL™.
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Nos testes de toxicidade aguda com a OTC, somente o teor de oxigénio dissolvido na
agua foi alterado, em que foi reduzido de forma inversamente proporcional as concentracfes da
OTC. O teor de oxigénio nas aguas foi reduzido de 4,87 + 0,71 mgL™ no tratamento controle para
1,60 + 1,02 mgL™ na maior concentracdo de 8,5 mgL™ (Figura 7). As demais variaveis de
qualidade de 4gua néo foram alteradas. A temperatura média das 4guas foi de 26,57 + 1,0 °C no
controle e de 26,20 + 0,85 °C na concentracdo de 8,5 mgL™ ; o pH de 7,64 + 0,05, no controle e
7,70 + 0,52, na concentracdo de 8,5 mgL™ e a condutividade elétrica, de 0,154 + 0,2 pScm™ no
controle e 0,147 + 0,03 uScm™ na concentracéo de 8,5 mgL™.

6,0

5,0 *~ \\

+0 \ i ——0,0

3,0 x\ 7,0 mg/L
\\\ —t—7,5 mg/L

2,0 “\\‘ —28,0mg/L

1,0 8,5mg/L

0,0

Oxigénio Dissolvido {mg/L)

oh 24h 48 h
Periodos de Avaliacdo
Figura 7. Variacdo média de oxigénio dissolvido dos dois testes de toxicidade

aguda com OTC para 0 pacu.

Segundo Rach et al. (2008), durante banho terapéutico (10,0 e 20,0 mIL™?), a OTC néo
alterou as variaveis de qualidade de 4gua e o oxigénio foi de 7,0 mgL™, diferentemente do
presente trabalho.

A mortalidade durante o teste com OTC ocorreu pela toxicidade do antibi6tico e ndo pela
baixa concentracdo de oxigénio, pois na menor concentragdo testada (7,0 mgL™) o oxigénio
também estava proximo de 1,0 mgL™ e ocorreu somente 5,55% de mortalidade, diferindo do
observado na maior concentracdo (8,5 mgL™), com 100% de mortalidade dos animais e com o
oxigénio também & 1,0 mgL™.

A sobrevivéncia do pacu em baixas concentracbes de oxigénio durante os testes de

toxicidade aguda pode ser atribuida ao fato de ser uma espécie do Pantanal Sul Americano que
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suporta diversas concentracfes de oxigénio que se alteram em pulsos de inundacao, suportando

concentracdes de oxigénio menores que 1,0 mgL™ (Bastos et al., 2007).

5.3 Reisolamento da Aeromonas hydrophila

As amostras coletadas submetidas aos testes bioquimicos comprovaram que a bactéria
utilizada neste estudo é Aeromonas hydrophila.

As culturas apresentaram crescimento em meio TSA liquido. As col6nias que cresceram
em TSA foram transferidas para placas com agar vermelho de fenol e &gar dextrina. As coldnias
sugestivas de Aeromonas sp. apresentaram-se amareladas, com halo transparente devido a hidrélise
do amido (agar vermelho de fenol) ou da hidrolise da dextrina (agar dextrina). Paralelamente, nas
amostras que comprovaram ser Gram-negativas, foi observado que as culturas se apresentavam na
forma de bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas.

Em TSI as culturas apresentaram reacao acida tanto na base como no bisel com formacao de
gas. As amostras mantidas em TSA para crescimento foram submetidas as provas da motilidade e,
as que foram positivas, apresentaram crescimento em toda a extensdo do tubo. Ainda, nos testes
oxidase, as amostras foram positivas, com caracteristica de esfregagos roseos, o que comprova ser
do género Aeromonas.

Apos estes testes, iniciaram-se 0s testes para a comprovacao da espécie. Nas provas com
esculina foi observada a coloracdo alaranjada e o teste de producdo de gas foi positivo. No teste
VP a coloracdo foi résea e com arabinose foi amarela. Pelas provas bioquimicas descritas

constata-se que a espécie utilizada nesse estudo é A. hydrophila.

5.4 Eficacia da OTC e do FFC no controle de infeccdo por A. hydrophila

Ap0s o tratamento com os antibidticos, observa-se reducdo dos principais sinais clinicos
(Tabela 4). Os sinais clinicos: avermelhamento da periferia da ferida e erosdo da pele foram os
que ainda permaneceram em alguns animais no controle com infeccdo e nos tratamentos com
OTC. Isso pode ser explicado pelo ndo controle de A. hydrophila pela OTC, conforme observa-se
também no tratamento controle com infeccdo e ndo medicado. As lesGes ndo foram totalmente

cicatrizadas.
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Tabela 4. Sinais clinicos remanescentes causados por A. hydrophila em pacus apés os tratamentos com
OTC ou FFC.

Réplicas  Controle FFC (mgkg™) OTC (mgkg™)

Sinais Clinicos CsI CCl 50 100 150 1100 1400 1700

Distencéo do A 0 0 0 0 0 0 0 0
celoma (acumulo de B 0 0 0 0 0 0 0 0
liquido ascitico) C 0 0 0 0 0 0 0 0
LesOes bilaterais A 0 X 0 0 0 X 0 0
esbranquicadas ou B 0 0 0 0 0 0 X X
avermelhadas com
erosdo da pele C 0 0 0 0 0 0 0 0
0 d A 0 0 0 0 0 0 0 0
Corrosao da B 0 O 0 0 0 0 0 0
nadadeira caudal
C 0 0 0 0 0 0 0 0
Avermelhamento da A 0 X 0 0 0 X X 0
periferia das lesbes B 0 X 0 0 0 0 0 0
epidérmicas C 0 0 X 0 0 0 0 X
A 0 0 0 0 0 0 0 0
Exoftalmia B 0 0 0 0 0 0 0 0
C 0 0 0 0 0 0 0 0
foad 2ol A 0 0 0 0 0 0 0 0
Flgla_o Friavel e B 0 0 0 0 0 0 0 0
Ictérico
C 0 0 0 0 0 0 0 0

CSI = controle sem infeccdo; CCI = controle com infecgdo; 0 = ndo ocorreu; X = ocorreu

No teste com OTC ap6s uma hora do arragoamento, periodo em que a racdo ficava
disponivel, foi observado sobra consideravel de alimento, o que indica baixa ingestdo de racao
pelos peixes.

Apds os sete dias de alimentacdo com a racdo observa-se que no controle sem infeccao
ocorreu 100% de sobrevivéncia; no controle com infecgdo, 29,17%:; em 110,0 mgkg™, 37,5%; em
140,0 mgkg™, 29,17% e em 170,0 mgkg™, 50,0% (Figura 8).
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Figura 8. Sobrevivéncia de pacu sete dias apds tratamento com OTC administrada

na racéo.

Durante o tratamento com FFC, somente durante o primeiro e segundo dia de
alimentacdo, ocorreu pequena sobra de racdo. Apds esse periodo, ndo foi observada sobra de
alimento, em que 0s peixes consumiram toda a ragédo fornecida (2,0%).

Na figura 9 observa-se as lesbes cutaneas apos inoculacdo de A. hydrophila e a

cicatrizacdo das lesbes apds dez dias de tratamento com FFC em todas as concentragdes.
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Figura 9. Individuos de pacus apds dez dias de tratamento com FFC. Em
A e B: Controle sem infeccdo, C e D: Controle com infeccéo, E e
F: 5,0 mgFFCkg™?, G e H: 10,0 mgFFCkg™, I e J: 15,0 mgFFCkg™.

Seta: lesdes bilaterais causadas pela bactéria.
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No tratamento controle sem infeccdo ocorreu 100% de sobrevivéncia ap6s dez dias de
alimentacéo; no tratamento controle com infecgdo, 76,9%; no tratamento com 5,0 mgFFCkg™,
81,81%; com 10,0 mgFFCkg™, 100% e com 15,0 mgFFCkg™, 87,5% (Figura 10).
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Figura 10. Sobrevivéncia de individuos ap6s tratamento com FFC.

No experimento com OTC ocorreu sobra de racdo nas unidades experimentais, 0 que
caracteriza ao baixo consumo e consequentemente baixa eficacia do antibiético com a maior
sobrevivéncia (50,0%) em 170,0 mgkg™. Para Rigos et al. (1999) racdo adicionada de OTC com
5% de Oleo apresenta baixa palatabilidade para Dicentrarchus labrax o que pode também ter
ocorrido com a ragdo utilizada neste estudo. Segundo esses autores a palatabilidade € maior
quando a OTC ¢ inclusa durante a preparacao da racao.

A utilidade terapéutica do antibiotico depende da quantidade de farmaco administrada
capaz de atingir, na concentracdo necessaria, o sitio desejado (Barreiro et al., 1996). Isso pode
explicar a baixa eficAcia da OTC no presente trabalho, na qual pela baixa ingestdo da racédo
medicada, ndo chegou ao sitio de acdo a quantidade necessaria para exercer a atividade
terapéutica prevista para controle da bactéria.

A OTC foi 100% eficaz para o controle de bacteriose em outras espécies de peixes: em
Salvelinus fontinalis para tratar Glcera, na concentracdo de 75 mgkg™ (Snieszko et al., 1951); para
. punctatus para tratar aeromonose, na concentragio de 50,0 mgkg™ (US GPO, 1986) e em |.

punctatus no tratamento de F. columnare, na concentracdo de 80,0 mgkg™ (Tomas-Jinu e
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Goodwin, 2004). Porém, neste trabalho a maior eficdcia observada foi de 50% com a
concentracdo de 170,0 mg.kg™ de racdo.

A OTC ¢ indicada na aquicultura para o controle de doengas bacterianas em varios paises.
As concentracdes recomendadas estdo entre 50,0 mgkg™ a 1750 mgkg™ (Scott, 1993; Namdari et
al., 1996; FDA, 1998; Ueno et al., 2004; Wang e Li, 2004), dependendo da bactéria, da espécie
de peixe e das variaveis fisico quimicas da agua. Verifica-se neste estudo que mesmo utilizando
concentracdes entre esse intervalo de concentracdo, ndo foi obtida eficacia no controle de A.
hydrophila em pacu.

A sobrevivéncia foi maior em pacu tratado com 10,0 mgFFCkg™ (100%) do que em
salméo para tratar A. salmonicida (87%) (Inglis et al., 2006). Para o controle de Streptococcus
iniae em Morone chrysops x M. saxatilis a eficacia com esta concentracdo de FFC foi menor
(69,2%) do que para o pacu, porém com 5,0 mgkg™ e 15,0 mgkg™, a eficacia foi maior (86,7% e
94,2%, respectivamente) do que para o tratamento de aeromonose em pacu (Darwish, 2007), o
gue demonstra que a concentracdo eficaz de tratamento de S. iniae esta entre 10,0 e 15,0 mgkg™,
enquanto que, para o pacu,10 mgkg™.

A concentracgdo eficaz de FFC esta de acordo com a indicada para I. punctatus para tratar
E. ictaluri (Gaikowski et al., 2003; Schering-Plough, 2009); para salmao para tratar furunculoses
(Inglis et al., 2006; Nordmo et al., 2006); para G. morhua para tratar vibriose (Seljestokken et al.,

2006) e para O. niloticus, para tratar A. hydrophila (Schering-Plough, 2009).

5.5 Variaveis de qualidade de agua durante tratamento com OTC e FFC

As variaveis de qualidade de agua ndo foram alteradas durante o tratamento com os dois
antibidticos, e os valores relativos ao tratamento com OTC estdo apresentados na Tabela 5 e com
FFC, na Tabela 6. O fluxo de 4gua foi mantido & 9 mls™ durante todo o tratamento, havendo

portanto, renovacao da gua.
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Tabela 5. Valores médios das varidveis de qualidade de agua durante tratamento com OTC.

Tratamentos (mgkg™)

Controle sem Controle com

Variaveis . « : x 110,0 140,0 170,0
infeccéo infecgéo
Temperatura M: 25,7+3,64 25,88+3,25 25,85+£3,10  25,70+2,98  25,87+3,21
T 27,55+1,78 27,33+1,86 27,38+1,87  27,42+1,79 27,3+1,86
PH M 7,26+0,51 7,35+0,47 7,30£0,48 7,33+0,46 7,31+0,50
T 7,12+0,13 7,18+0,23 7,22+0,26 7,18+0,20 7,16+0,26
0,D (gL M 7,2+2,26 8,11+2,19 8,48+2,37 7,98+2,35 8,05+2,57
T 5,59+0,76 6,0+2,02 6,19+1,35 5,81+1,32 5,85+1,58
0,D (%) M 96,0+34 101,88+33,26 102,78+39,09 100,61+34,48 99,58+36,63
T 75,63+6,54 76,37+27,26  78,40+24,56 73,25+17,96  74,7+£22,55
Cond. M  0,176+0,014  0,179+0,012 0,180+0,011 0,178+0,011 0,180+0,011
(Eulggr:nq?) T 0,185+0,008  0,186+0,008 0,186+0,066 0,184+0,008 0,187+0,006

M’™: manhd; T: tarde

Tabela 6. VValores médios das varidveis de qualidade de agua durante tratamento com FFC.

Tratamentos (mgkg™)

Variaveis Co_ntrole~sem Co_ntrole~com 5.0 10,0 15.0
infeccao infeccao

Temperatura M~ 28,19+130  2811#¥110  28,09%123  27,99+103  27,95%115

(°C) T 31,65+1,08 31,76+0,98  31,90+1,00  31,44+0,98  31,85+1,08
o M 7,58+0,67 7,70+0,57 7,53+0,45 7,63+0,54  7,56+0,56
T 7,50+0,29 7,75+0,48 7,60+0,44  7,62+40,36  7,58+0,41
0,0 (Mgl M 10,0+1,38 10,65+1,98  9,58+1,64  10,63+1,48  10,45+1,65
T 7,70+0,66 8,48+2,61 8,53+1,51 8,67+1,48  8,18+1,30
0.0 (%) M 127,75+21,32 137,98+2256 124,73+22,23 133,45+24,66 132,33+2538
T  104,95+10,13 126,22+19,43 114,90+20,74 112,8+16,96 111,93+19,09
gg;?i-ca M  0,175+0,0005 0,178+0,008 0,179+0,0006 0,179+0,009 0,180+0,009

1 T 0,192+0,012  0,189+0,013  0,190+0,013 0,190+0,010 0,191+0,011

M": manha; T: tarde

Segundo Svobodova et al., (2006) e Sanchez-Martinez et al., (2008) a alimentagdo com

ragdo medicada com 50,0 e 1500 mgOTCkg™ ndo alterou as variaveis de qualidade de agua. Rach
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et al., (2008) tambem avaliou as variaveis de qualidade de &gua durante tratamento por meio de
banho terapéutico (10,0 e 20,0 mgOTCL™) e ndo observaram alteracées significativas.

Durante o tratamento com OTC, a amodnia n&o foi significativamente alterada e variou de
190,60 pg.L™?, no tratamento controle, a 106,40 pgL™, em 170,0 mgkg™ (Tabela 7).

Tabela 7. Média da concentracdo de aménia (ugL™) e desvio padrdo (DP) apds sete dias de tratamento
com OTC.

Tratamentos NH; (ngL™) DP
Controle sem infeccdo 190,60 6,48
Controle com infecgéo 167,63 28,11
110,0 mgkg™* 144,37 19,72
140,0 mgkg™ 163,00 5,86
170,0 mgkg™ 106,40 4,61

Durante o tratamento com FFC, a am6nia também ndo foi alterada significativamente
pelos tratamentos. Os valores variaram de 100,63 + 82,25 pgL™, no controle sem infeccdo a
80,77 + 89,96 pg.L™* com 15,0 mgkg™ (Tabela 8).

Tabela 8. Média da concentracdo de aménia (ug.L™) e desvio padrdo (DP) ap6s dez dias de tratamento
com FFC.

Tratamentos NH;3 (pugL™) DP
Controle sem infecgéo 100,63 82,25
Controle com infeccéo 54,30 46,88
5,0 mgkg™ 84,57 96,25
10,0 mgkg™ 111,13 120,01
15,0 mgkg™ 80,77 89,96

Segundo Sanchez-Martinez et al., (2008) durante administracéo de 50,0 mgOTCkg™ em 1.
punctatus, a amdnia se manteve abaixo de 1,0 mgL™. Gaikowski et al. (2003) também néo

observaram alteracdo nas concentracdes de amonia durante administracdo de FFC.
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Os valores observados nos experimentos ndo sao tOXicos para 0s organismos aquaticos e
estdo dentro dos padrdes estabelecidos pelo CONAMA (357) para aguas de classe Il, cujo o
limite estabelecido para nitrogénio amoniacal, de 2,0 mgL™, para esse intervalo de pH (entre 7,5
e 8,5).

5.6 Histopatologia apds tratamento de A. hydrophila com OTC e com FFC

5.6.1 Pele

A pele de pacu (controle) apresenta epiderme constituida por trés camadas de celulas
pavimentosas com nucleos centrais, celulas mucosas secretoras de muco substancias e
cromatoforos abaixo da epiderme. As escamas estdo implantadas abaixo da epiderme atingindo a
derme. A derme é formada por uma espessa camada de tecido conectivo modelado com fibras
colagenas dispostas horizontalmente (Figura 11A).

No tratamento controle com infec¢do ocorreu reorganizacdo do epitélio, hiperplasia da
epiderme e hipertrofia das células mucosas e formacdo de uma camada de células basais que
delimita a epiderme e a derme. Observa-se cromatoforos na regido epidérmica e no local da leséo
(derme e tecido muscular) ocorre tecido conectivo e intensa vascularizagdo (Figura 11B e C).

No tratamento com 110,0; 140,0 e 170,0 mgOTCkg™ as caracteristicas histolégicas
observadas sdo as mesmas que as observadas no controle com infecgéo (Figura 11B e C).

No tratamento de 5,0 mgFFCkg™, em alguns animais a lesdo causada pela bactéria
encontra-se com exposic¢do do tecido muscular, 0 que demonstra uma recuperagdo mais tardia do
local da lesdo. As caracteristicas histoldgicas do processo de cicatrizacdo sdo as mesmas
observadas no controle com infeccdo (Figura 12 A e B).

No tratamento com 10,0 mgFFCkg™ a maioria dos locais onde ocorreu a lesdo cutanea
encontra-se em processo de reorganizacdo das camadas da pele e apresenta caracteristicas
proximas as do controle sem infecgdo, mas com pequena secre¢cdo de muco pelas células
mucosas. Em outros peixes 0 processo de cicatrizacdo esta mais atrasado e as caracteristicas sdo
as mesmas observadas no controle com infeccéo.

No tratamento com 15,0 mgFFCkg™ os animais apresentaram caracteristicas histolégicas
semelhante ao controle sem infec¢do porém alguns peixes apresentaram cicatrizagdo mais lenta,

demonstrando as caracteristicas do controle com infeccéo.



Imbricamento das escamas

Derme

C

—

ZD

™

D

TC

—

Figura 11. Fotomicrografia de cortes transversais de pele de pacu coletado apds sete dias de

tratamento com OTC ou com dez dias com FFC. A. Controle sem infeccéo,

demonstrando as camadas da pele e o imbricamento dérmico das escamas. Asterisco:

cromatoforos. Barra 1cm = 34,5 um. B: Apds tratamento de A. hydrophila com 140

mgOTCkg™, apés oito dias de inducdo de infeccdo experimental. Seta: células
mucosas; V: vasos Barra 1cm = 34,5 um. C: 170,0 mgOTCkg'l; II: infiltrado

inflamatério. Barra lcm

34,5 um. D: 10,0 mgFFCkg'l, local da lesdo em

cicatrizacdo. TC: tecido conectivo; TM: tecido muscular; ZD: zona de delimitacdo da

lesdo. D, 276 um. Coloracdo HE.
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Figura 12. Fotomicrografia de pele de pacu apés dez dias de tratamento com
FFC. A: 5,0 mgFFCkg’l, células mucosas; Seta: células mucosas;
Asterisco: cromatéforos. Coloragdo PAS. Em B: 5,0 mgFFCkg™,
formacdo de camada de células basais na epiderme. Fase de
reorganizacdo do colageno e preenchimento por tecido conectivo.
CB: células basais; TC: tecido conectivo. Barras 1cm = 13,8 um. B:

Coloracao HE.
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A composicao celular da pele de pacu (controle sem infec¢do) foi semelhante ao descrito
em outros estudos (Contreras-Gusman, 1994; Moraes, et al., 2003; Souza et al., 2003; Bortoluzzi,
2009). Os tratamentos com OTC (110,0; 140,0; 170,0 mgkg™) e o com 5,0 mgFFCkg™ induziram
uma resposta tecidual semelhante no desenvolvimento da cicatrizagdo local. Nos tratamentos com
10,0 e 15,0 mgFFCkg™, alguns animais apresentaram caracteristicas teciduais semelhantes ao
controle com infeccdo, porém outros ja apresentaram estrutura semelhante ao controle sem
infeccdo, o que indica que com a utilizacdo dessas concentracdes 0 processo de cicatrizacdo é
mais rapido.

O processo de cicatrizagdo consiste na reepitelizacdo da ferida cutanea pelo crescimento
compensatorio que envolve hipertrofia e hiperplasia celular, reorganizacdo o tecido conectivo
dérmico e visando restaurar a estrutura tissular do 6rgdo (Robbins e Cotran, 2004). Em peixes, a
reepitelizacdo ocorre por expansdo das células sadias da epiderme vizinha, e é importante para
evitar o desequilibrio osmotico, proteger 0 peixe contra agressdo por patdgenos oportunistas
(Moraes et al., 2003). Nesse trabalho também foram observadas algumas etapas do processo
cicatricial como a reorganizagdo dos tecidos e reepitelizacdo do local lesado pela bactéria. Apos
dez dias de tratamento na concentracdo de 10,0 mg FFCkg™ ocorreu evolugdo do processo
cicatricial.

Ap0s oito dias (OTC) ou onze dias da infeccdo (FFC) por A. hydrophila observa-se a
organizagdo epidérmica e dérmica. Iwashita (2008) apos sete dias da inducdo de ferida em O.
niloticus, também observou essas caracteristicas de cicatrizacao.

A reepitelizacdo em pacu é acompanhada por hiperplasia das células mucosas com
producdo de muco substancias. Iger e Abraham (1990) afirmam que as células mucosas
sintetizam muco e, neste processo, se unem e migram em dire¢cdo a superficie da pele e
descarregam seu conteldo, 0 que a torna viscosa. Segundo Van der Marel et al. (2010) o aumento
na liberacdo de moléculas de mucina e a hiperplasia de células mucosas epidérmicas também foi
observado em carpa (Cyprinus carpio) quando exposta a A. hydrophila na agua, o que indica ser
um mecanismo de defesa preliminar em resposta a exposicao a agentes bacterianos.

A composi¢do do muco pode variar de acordo com a localizagdo no tecido do peixe. O
muco apresenta macromoléculas gelificantes com alto peso molecular e assume-se que as

macromoléculas predominantes sdo glicoproteinas (Al-Banaw et al., 2010).
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Nos tratamentos com OTC e FFC ocorreu reepitelizacdo ao final do tratamento (7 dias
com OTC e 10 dias com FFC) e somente com 5,0 mgFFCkg™ foi observado alguns organismos
com exposicdo da musculatura. A reepitelizacdo em tilapia (O. niloticus) também foi observada
apos sete dias da inducdo de ferida cirdrgica testando suplementacdo com vitamina C na
cicatrizacdo epidérmica (Iwashita, 2008). Segundo Moraes et al., (2003) em pacu a reepitelizagédo
ocorre em 24 horas ap6s a producdo da ferida, ndo por mitoses, mas por expansdo das células

epidérmicas vizinhas.

5.6.2 Branquias

As brénquias de pacu (controle sem infecgdo) sdo constituidas por arcos branquiais que
suportam filamentos branquiais compostos de lamela priméaria e suportam as lamelas secundarias.
Os arcos braquiais e a lamela primaria sdo compostos por tecido cartilaginoso e conectivo. A
lamela secundéria é constituida por células cloreto, pilares, mucosas e de revestimento (Figura
13A).

No controle com infec¢do ocorreu hiperplasia e hipertrofia das células mucosas, cloreto e
de revestimento e hiperplasia do epitélio interlamelar, o que aumenta a distancia de difuséo
(Figura 12B).

Nos tratamentos com 110,0 e 140,0 mgOTCkg™ ocorreram as mesmas alteracdes do
controle com infeccdo e fusdo lamelar. Nas lamelas secundarias ocorreu aneurisma em
consequéncia da fragilidade vascular (Figura 13C).

No tratamento com 170,0 mgOTCkg™ as caracteristicas teciduais foram as mesmas
apresentadas nos tratamentos de 110,0 e 140,0 mgOTCkg™ e edema subepitelial na lamela
secundaria (Figura 13C).

No tratamento com 5,0 mgFFCkg™ ocorreu aneurisma, fusdo apical das lamelas
secundarias e hiperplasia das células de revestimento com aumento do epitélio interlamelar.

Nos tratamentos com 10,0 e 15,0 mgFFCkg™ ocorreu aneurisma e fusdo lamelar, porém
com 15,0 mgkg™ também observou-se desarranjo da estrutura de fibrina da lamela secundaria
(Figura 13D e 14).
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Figura 13. Fotomicrografia de cortes transversais de branquias de pacu apds sete dias de tratamento com
OTC ou dez dias com FFC. A: Controle sem infec¢do; LP: lamela priméria; LS: lamela
secundaria; SVC: seio venoso central; CM: células mucosas, CR: células de revestimento;
Seta: células pilares; Asterisco: células cloreto. B: Controle com infeccdo. C: Apds
tratamento de A. hydrophila com 140 mgOTCkg™; E: edema subepitelial. D: Com 15

mgFFCkg™. D: desestruturacdo da estrutura de sustentacdo; FL: fusdo lamelar apical. Barras

de 1 cm: 34,5 um. Coloracéo HE.
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Figura 14. Fotomicrografia de cortes transversais de
branquias de pacu apds dez dias de tratamento
com FFC (10,0 mgFFCkg™). AN: Aneurisma.
Barra 1cm = 34,5 um. Coloracdo HE.
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Ap0s os tratamentos com OTC ou com FFC sdo observadas alteragdes estruturais nas
branquias de pacu, como ocorréncia de fusdo lamelar apical e pontos de aneurisma. Com 15,0
mgFFCkg™ ocorreu desarranjo das estruturas de sustentacdo das lamelas secundérias e com 110,0
e 140,0 mgOTCkg™, edema subepitelial na lamela secundaria. Exceto nos tratamentos com 10,0 e
15,0 mgFFCkg™, todos os demais tratamentos causaram hiperplasia interlamelar, decorrente do
aumento de células cloreto, mucosas e de revestimento.

Os aneurismas e a fusdo lamelar podem ter sido causados pela presenca de A. hydrophila,
ja que a concentracdo de oxigénio dissolvido estava 6tima e os antibidticos estavam agregados a
racdo e ndo dissolvidos na dgua. Segundo Noga (1995) e Kobayashi et al. (2005) bactérias Gram-
negativas, como A. hydrophila, causam fusdo lamelar, aneurisma e hemorragia branquial em
Sebastes schlegeli.

O aumento das células mucosas e células cloreto observadas neste trabalho, podem ter
sido causadas pela bactéria A. hydrophila, pois Lee et al. (1996) destacam que essas mudancas
podem ser causadas por agentes patologicos ou por presenca de poluentes na agua.

Segundo Mallatt (1985) o aumento do numero de células mucosas provoca hipersecrecdo
de muco, que visa a protecdo da estrutura tecidual em situacdes ambientais adversas e em
exposicdo a agentes toxicos. As muco substancias produzidas por estas células apresentam
polianions, que podem atuar como barreira protetora contra a penetragdo do xenobidtico ou
patégeno no epitélio respiratério do pacu. Esse mecanismo de defesa foi observado nos pacus
como forma de protecdo do epitélio branquial contra a bactéria.

A fusdo lamelar ocorre devido ao aumento da adesdo entre as células epiteliais e o sistema
de sustentacdo das células pilares, acompanhado pelo colapso da integridade da estrutura da
lamela secundaria (Skimore e Tovell, 1972).

Durante o processo respiratério, o fluxo de agua que entra pela boca do peixe leva consigo
agentes irritantes e patdgenos. Esses agentes, em altas concentragdes, entram em contato com as
branquias e alteram a forma dos filamentos branquiais e das lamelas respiratorias (Luvizotto,
1994).

A desorganizacdo da estrutura branquial conduz a uma menor eficiéncia na absorcdo de

oxigénio, devido ao aumento da distancia de difusdo lamelar (Roberts, 1981; Fanta et al. 2003).
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5.6.3 Figado

No controle sem infec¢do, o figado de pacu € constituido por capilares sinusoides e
hepatocitos em arranjo cordonal. Os hepatocitos tém formato hexagonal, citoplasma claro
(aciddfilo), presenca de glicogénio e o nucleo levemente deslocado para a periferia da célula. Ha
presenca do hepatopancreas organizado no entorno das veias centrais (Figura 15A, B).

No controle com infeccdo os hepatdcitos apresentaram hipertrofia, citoplasma claro,
nucleo deslocado para a periferia e menor quantidade de glicogénio com relacdo ao observado no
controle.

No tratamento com 110,0 mgOTCkg™ a composicio geral dos tecidos é semelhante &
observada no controle com infeccdo porém com auséncia de glicogénio nos hepatocios.

Com 140,0 e 170,0 mgOTCkg™ as composicdo dos tecidos é semelhante & que foi
observda no controle com infecgéo.

No tratamento com 5,0; 10,0 e 15,0 mgFFCkg™ ocorreu hipertrofia dos hepatécitos,
observa-se citoplasma claro e o nicleo deslocado para a periferia. Com 5,0 mgFFCkg™ os
hepatécitos apresentam acumulo de glicogénio e em 10,0 e 15,0 mgkg™ observa-se presenca de
poucos granulos de reserva e desarranjo cordonal dos hepatécitos em 15,0 mgkg™ (Figuras
15C,D).
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Figura 15. Fotomicrografia de cortes transversais de figado de pacu ap0s dez dias de tratamento de
A. hydrophila com FFC. A: controle sem infec¢do, demonstrando o arranjo cordonal
dos hepatocitos; Asterisco: hipertrofia; Seta: capilares sinuséides. Barra 1cm = 69,1
pum. B: controle sem infeccdo, glicogénio nos hepatécitos; GC: glicogénio. Barra de
lcm = 13,8 um. C: 5,0 mgFFCkg'l, hipertrofia. Barra 1cm = 69,1 um. e em D: 15,0
mgFFCkg™, auséncia de glicogénio e desarranjo cordonal dos hepatécitos. Barra de 1
cm = 34,5 um. A e C: Coloracdo HE e B e D: Coloracdo PAS.
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As composicdo celular normal do figado de pacu (controle sem infec¢do) estdo de acordo
com as descritas em outros estudos cientificos para peixes (Roberts, 1981; Akiyoshi e Inoue,
2004).

Nos tratamentos de com OTC e com FFC e no controle com infecgdo ocorreu hipertrofia
dos hepatocitos decorrente do aumento no nimero de organelas responsaveis por metabolizar o
antibidtico e as toxinas da bactéria. A presenca de glicogénio armazenado foi verificada no
controle sem infeccdo e no tratamento com 5,0 mgFFCkg™ e apenas pontos de granulos de
glicogénio nos demais tratamentos.

O actimulo de glicogénio no controle sem infeccdo e no tratamento com 5,0 mgFFCkg™
indica uma ineficiéncia do uso desse material de reserva. A pequena presenca de granulos de
glicogénio nos outros tratamentos indica utilizacdo da glicose, talvez para metabolizar o
antibidtico e paredes celulares das bactérias ou esse consumo de glicogénio hepatico também
pode ser decorrente do estresse causado pela presenca da bactéria. Esse indicativo €
acompanhado pela hipertrofia dos hepatocitos que indicam aumento da “maquinaria enzimatica”
para um aumento do metabolismo.

A OTC causa lesbes no figado, como necrose focal, ap6s administragdo intramuscular por
sete dias em Tinca tinca (Rijkers et al., 1980; Bruno, 1989; Soler et al., 1996), porém nesse

estudo, os antibidticos administrados na racdo, ndo causaram lesGes no figado.

5.6.4 Rim

O rim de pacu € composto por tubulos proximais e distais e glomérulos. Entre essas
estruturas estdo centros melanomacrofagos, tecido hematopoiético e linféide. O tubulo proximal
apresentou epitélio com células cubicas ciliadas e nucleos mais centrais. O tdbulo distal
apresentou células cubicas ciliadas com nucleos mais basais. Nos tabulos proximais e distais
localiza-se o glicocalix formada pela parte apical das células cubicas ciliadas. O glomérulo é
composto pela capsula glomerular de Bowman’s e por capilares fenestrados (Figura 16).

O controle com infecgdo, com 110,0; 140,0 e 170,0 mgOTCkg'1 e com 5,0; 10,0 e 15,0
mgFFCkg™ observam-se as caracteristicas histolégicas similares as do tratamento controle sem

infeccéo.
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Figura 16. Fotomicrografia de cortes transversais de rim de pacu . A e B: controle
sem infecgdo. TD: tdbulo distal; TP: tibulo proximal; G: glomérulo; H:
tecido hematopoiético; CM: centro melanomacrofégicos. A: Barras de 1cm
= 69,1 um e em B: 34,5 um. Coloracdo HE.
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A composicdo celular normal do rim de pacu esta de acordo com a observada por Cruz
(2005), na mesma espécie e por Grizzle e Rogers (1985) em catfish (I. punctatus).

A OTC causa necrose nos tecidos hematopoiéticos em Cyprinus carpio apos
administracdo de 150,0 mg.kg™ (Svobodova, 2006). Segundo Soler et al., (1996) a OTC causa
necrose do epitélio tubular e do tecido hematopoiético renal de Tinca tinca ap6s a administragdo
intramuscular por sete dias. Neste trabalho foram utilizadas concentra¢cBes maiores e menores &
150,0 mgKg™, porém ndo causaram alteragdo no tecido renal.A auséncia de alteracdo nesses
tecidos pode ser devido a baixa ingestdo da racdo pelos peixes, devido ao paladar inadequado
(Rigos et al, 1999).

O tratamento com FFC ndo ocasionou alteragdo no tecido renal, assim como observado
por Inglis et al. (1991) em S. salar para tratar infecgdo causada por A. salmonicida. Poréem
ocorreu diminuicdo do tecido hematopoiético/linfopoiético de rins de I. punctatus e de S. salar,
ap6s a administracdo de 10 mgFFCkg™ por 20 dias (Gaikowski et al., 2003; Schering-Plough,
2009).



47

6. CONCLUSAO

A CL50;48h estimada de OTC para o pacu é de 7,6 mgL™ e de FFC > 1.000 mgL™. A
OTC reduz a concentragdo do oxigénio dissolvido e de forma inversamente proporcional a
concentracdo diluida na &gua. A OTC € de baixo risco de intoxicagdo ambiental para o pacu e o
FFC é sem risco de intoxicacdo ambiental para o pacu e ndo altera as variaveis de qualidade da
agua.

A OTC, em concentracdes de até 170,0 mgkg™ de ragdo, ndo é eficaz para o controle de A.
hydrophila em pacu e o FFC é eficaz na concentracdo de 10,0 mgkg™ de racéo para o controle e
tratamento de infeccdo por A. hydrophila em pacu.

A OTC e o FFC administrados na ragdo ndo alteram as variaveis de qualidade de agua.

A A. hydrophila causa lesdo na epiderme, derme e na camada muscular, edema
subepitelial, aneurisma, fusdo lamelar, hiperplasia e hipertrofia de células mucosas, cloreto e de
revestimento das branquias de pacu.

A A. hydrophila e a administracdo de OTC e FFC causam hiperplasia dos hepatdcitos,

porém nao causam alteracdo no rim de pacu.
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