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RESUMO

Objetivou-se com este estudo foram estimar os valores de concentracao letal e
efetiva (CE50 e CL50) do imidacloprid (IMD) e da associagao de sulfadimetoxina
e metronidazol (SM) para oito organismos aquaticos nao alvos; avaliar o efeito
histopatoldgico da exposi¢cdo aguda do IMD e da SM em branquias, figado e rins
de pacu, Piaractus mesopotamicus. Ajustar a dose, verificar a eficacia, a
recuperacdo (14 dias) do IMD e da SM de pacus infestados/infectados
experimentalmente com Anacanthorus penilabiatus e Aeromonas hydrophila pelo
monitoramento das variaveis fisicas e quimicas da agua e das alteragbes
histopatoldgicas, hematoldgicas, bioquimicas e imunolégicas. O valor de CE e
CL50 para todos os organismos foi >100,0 mg L™ e as drogas foram classificadas
como praticamente ndo toxicas para as oito espécies. Apds cinco dias de
tratamento com o IMD ocorreu redugao significativa de 81,32% no numero de
parasitos e aumento do numero de eritrocitos nos peixes tratados. Apds 14 dias
do final do tratamento, foi observada reducdo dos valores de hemoglobina e
CHCM dos peixes expostos ao IMD. Com a SM ocorreu crescimento de UFCs
somente nas amostras reisoladas dos peixes sadios e infectados nao tratados.
Também foi observada reducédo do numero de eosinodfilos de todos os tratamentos
em relacdo ao controle e aumento dos ions Na® nos peixes infectados e
tratamentos com SM. Apds 14 dias ocorreu reducdo do burst respiratério dos
peixes de todos os tratamentos em relagdo ao controle sadio. As alteragdes
histopatolégicas observadas neste estudo foram reversiveis. Os dois famarcos
possuem potencial para registro na aquicultura brasileira, pois atenderam
requisitos importantes como baixa toxicidade para organismos nao alvos; redugao
significativa no numero de monogenéticos A. penilabiatus e inibicdo do
crescimento da bactéria A. hydrophila presentes em pacus, causando alteragdes

reversiveis em P. mesopotamicus.

Palavras chaves: Farmoquimico, tratamento, recuperacao, analises

complementares.
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ABSTRACT

The aims of this research were to estimate the effective and lethal concentration
(CE50 and CL50) of imidacloprid (IMD) and of the association between
sulfadimethoxin and metronidazole (SM), on eight non-target aquatic organisms; to
evaluate the hystopathological effect of the acute exposure to IMD and SM in the
gills, liver and kidneys from pacu fish, Piaractus mesopotamicus; to adjust the dose,
verify the efficacy of IMD and SM exposure, and to assess the 14 days recovery of
experimentally infested pacu fish with Anacanthorus penilabiatus and Aeromonas
hydrophila, through the monitoring of the physical and chemical water variables and
the hystopathological, hematological, biochemical and immunological response of the
fish. The CE and CL50 was above 100.0 mg L™ for al tested organisms, and the
drugs were classified as practically non toxic. After five treatment days with IMD, a
significant decrease in parasite count (81.32%) and the increase in erythrocyte
number were observed. A reduction in hemoglobin and CHCM count was observed
14 days after the treatment, in the fish exposed to IMD. The SM exposure promoted
UFC growth only in the reisolated samples from the healthy and in the non-treated
infected fish. The reduction in eosinophils count occurred in all treatments, in
comparison to the control. The exposure to SM promoted the increase of Na* ions in
the infected fish. After 14 days, the reduction of burst was observed in all treatments
in comparison to the healthy control. All the hystopathological responses observed in
the present research were reversible. Both drugs displayed registry potential in
Brazilian aquaculture, for reaching the key requirements, such as low toxicity in non-
target organisms; significant reduction in the monogenean A. penilabiatus; growth
inhibition of the bacteria A. hydrophila in P. mesopotamicus; and promoted reversible

changes in the fish.

Keywords: Pharmochemical, treatment, recovery, additional analysis.
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INTRODUGAO

A produgéo intensiva de organismos aquaticos € caracterizada por praticas
intensas de manejo, como o transporte e adensamento dos animais. Estes fatores
aliados a mudancas na qualidade da agua, temperatura e salinidade favorecem

uma série situagdes estressantes aos peixes (Vidal et al. 2008).

Estes fatores aumentam a possibilidade de ocorréncia de doencgas
causadas por parasitos e bactérias que fazem parte da microbiota dos peixes ou
microflora da agua (Ranzani-Paiva et al. 1997). Os surtos agudos de doengas
foram identificados como a principal restricdo para a produgao aquicola (Yunxia et
al. 2001), pois estes podem muitas vezes dizimar com estoques inteiros, exigindo
descontaminagdo dos recursos e equipamentos (Pillay e Kutty 2005), sendo
identificado como potencial fator limitante para o desenvolvimento econémico da

aquicultura (Jansen et al. 2012).

Dentre os principais parasitos na aquicultura estdo os monogenéticos, como
o Anacanthorus penilabiatus. Estes pertencem ao filo Platelmintes, classe
Monogenea sao ectoparasitos que se encontram nas branquias, narinas e
superficie corporea dos hospedeiros. Calcula-se que ha mais de 3.000 espécies
de monogenéticos parasitos de peixes (Eiras, 1994). Apresentam alto grau de
especificidade pelo hospedeiro, cerca de 84,1% sado encontrados em uma unica
espécie, género ou familia de peixe (Shulman, 1961). Em pisciculturas de pacu
(Piaractus mesopotamicus) e tambaqui (Colossoma macropomum) estes

parasitos ocorreram em 100% dos animais (Eiras et al. 1995).

O principal sinal da infestagdo por monogenéticos € a intensa producéo de
muco nas branquias e superficie corporal dos peixes (Eiras et al. 1995), anorexia,
hemorragias cutaneas e branquiais, edema nos filamentos branquiais com perda

de peso do animal (Martins et al. 2000).

Dentre os patégenos, as bactérias do género Aeromonas sao descritas
como as mais patogénicas e possuem alta resisténcia as drogas mais utilizadas
na aquicultura (Sarter et al. 2007). Sdo agentes causadores de septicemia
hemorragica bacteriana e atingem uma vasta variedade de espécies de peixes
continentais (Silva et al. 2012).
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As bactérias do género Aeromonas provocam alteragdes como ruptura de
pequenos vasos sanguineos, lesdes superficiais pequenas, descamacéo e
despigmentacédo da epiderme, hemorragias na cabega, boca, nadadeiras, viceras
e branquias, levando a anemia e a hiperventilagdo no opérculo. Outros sintomas
sao: a reducao total ou parcial da alimentagdo, escurecimento da pele, natacéo

erratica, letargia, curvatura do corpo, exoftalmia e morte (Dung et al. 2008).

A espécie de maior importancia para piscicultura, por sua alta
patogenicidade é a Aeromonas hydrophila (Nam e Joh, 2007). Essas bactérias
sao capazes de produzirem enzimas extracelulares e toxinas como proteases,
citosinas e hemolisinas (Kozinska, 2007). Esta bactéria € um bastonete mével
Gram-negativo (Viswanatan et al. 2015) e sua manifestagdo esta associada ao
excesso de matéria organica na agua e temperaturas acima de 28°C. E um
patdogeno oportunista, considerado invasor secundario, que causa infeccdo em
peixes imunossuprimidos e/ou associa-se a infecgdo por outros patdégenos, como

no caso do protozoario ciliado Epistylis (Vieira, 2003).

A fim de evitar o surto de doencas parasitarias e bacterianas, os piscicultores
utiizam determinados farmacos conhecidos para evitar a propagacdo de tais
agentes patogénicos. Infelizmente, ha uma escassez de medicamentos aprovados
pelo governo para combate-los e, portanto, os estudos de sua eficacia de novos
medicamentos, bem como a avaliacao dos potenciais riscos ambientais e de saude
associados com estas novas drogas tornam-se imperativo para o continuo

desenvolvimento da aquicultura (Carraschi et al. 2014).

O Imidacloprid (1-[(6-chloro-3-pyridinylmethyl]-N-nitro-2-imidazolidinimine)
(IMD) demonstra potencial na aquicultura para ser utilizado no controle de A.
penilabiatus. Este inseticida que pertence a classe quimica dos neonicotindides
que interagem com receptores nicotinérgicos do sistema nervoso central,
causando paralisia no inseto. E um dos inseticidas mais vendidos e mais
utilizados no mundo e utilizado tanto na area agricola quanto na veterinaria
(Nauen e Bretschneider, 2002).

A associacao da sulfonamida sulfadimetoxina [4-amino-N-(2,6-dimetoxi-4-

pyrimidinil)] com imidazél metronidazol [1: etil (2-hidroxi)-2-metil-5-nitroimidazol]
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(SM) é utilizada para o tratamento de giardiase em caes e gatos. Esta associagao
de antimicrobianos possui potencial para ser utilizado na aquicultura no controle
de bacterioses devido ao seu amplo espectro de agao, pois, enquanto a
sulfadimetoxina age contra protozoarios e bactérias patogénicas, o metronidazol

atua preferencialmente contra protozoarios ciliados (Cepav, 2015).

Todo farmaco, assim como o IMD e o SM, sdo moléculas sintetizadas para
alterar algumas reagdes bioquimicas dos organismos alvos os quais se deseja
controlar. No entanto, determinados processos bioquimicos sdo comuns a todos
0s seres Vvivos e, assim, causam efeito ndo somente no organismo-alvo, como
também nos demais seres vivos do ambiente aquatico (Albinati et al. 2007). O uso
de um farmaco na aquicultura envolve muitos fatores que devem ser avaliados,
pois este sera utilizado de forma direta no ambiente. A etapa inicial do processo
de avaliagdo da viabilidade deve ser a avaliagdo da toxicidade inerente do

ingrediente ativo com espécies representativas de diferentes niveis troficos.

Para avaliar os efeitos causados pela exposicdo de um farmaco em um
ecossistema recomenda-se empregar no minimo trés espécies de bioindicadores
de diferentes niveis da cadeia tréfica, afim de se obter uma resposta de organismos
sensiveis com diferentes metabolismos (Magalhaes e Ferrao Filho, 2008). Alguns
organismos utilizados em ensaios de toxicidade aguda s&o: microalgas (Chlorella
vulgaris, Scenedesmus  subspicatus, Pseudokirchneriella  subcapitata),
microcrustaceos (Daphnia magna, Ceriodaphnia dubia), equinoides (Vibrio
fischeri), oligoquetas (Eisenia foetida), moluscos (Pomacea canaliculata), peixes
(Brachydanio rerio, Poecilia reticulata, Hyphessobrycon eques Pimephales
promelas), macrdfitas (Lemna minor) e bactérias (Vibrio fischeri), dentre outros
(Costa et al. 2008).

Em ambientes aquaticos, os farmacos ocorrem em concentragdes subletais,
de maneira que alteragbes na morfofisiologia dos organismos aquaticos sdo mais
frequentes do que surtos de mortalidade (Albinati et al. 2007). Estas alteragdes
podem ser utilizadas como biomarcadores, que consistem em alteragdes biolégicas
relacionadas a exposicao ou aos efeitos tdéxicos de um xenobidtico (Au, 2004,
Nogueira et al. 2011). Assim, as respostas hematoldgicas, histologicas,

bioquimicos, imunolégicas, de osmolaridade e ions plasmaticos fornecem um
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quadro amplo dos efeitos toxicos de poluentes ambientais e devem ser avaliadas
para verificar o grau destas alteracbes e se elas s&do reversiveis ou ndao no

organismo aquatico a ser estudado.

O desenvolvimento da aquicultura depende da tomada de deciséo sobre o
tipo de farmaco a ser empregado e os possiveis riscos para a saude ambiental e
do consumidor. Assim, o desenvolvimento de protocolos de tratamento seguros
para os peixes e para o ambiente, com baixa toxicidade e efeito residual no
ambiente e na carne, de facil aplicagcdo para a utilizagdo nas propriedades
produtoras sao imprescindiveis. Desta forma, sdo necessarios estudos que
possam demonstrar a eficacia de controle, a toxicidade, os possiveis efeitos sobre

0s organismos alvos e nao alvos.

OBJETIVOS

Diante do exposto, os objetivos gerais deste estudo foram:

i. Estimar a toxicidade aguda (concentracdo letal e efetiva -
CE50/CL50) e calcular o risco de intoxicagdo ambiental do
inseticida Imidacloprid e da associagdo de antimicrobianos
Sulfadimetoxina + Metronidazol para as macrofitas aquaticas Lemna
minor e Azolla caroliniana; o microcrustaceo Daphnia magna; o
molusco Pomacea canaliculata e os peixes Bachydanio rerio,
Hyphessonbrycon eques, Oreochromis niloticus e Piaractus
mesopotamicus;

ii.  Avaliar o efeito histopatologico da exposi¢do aguda do IMD e da SM
em branquias, figado e rins de pacu, P. mesopotamicus;

iii. Verificar a eficacia do IMD e a recuperacdo (14 dias) de P.
mesotamicus infestados experimentalmente com o monogenético A.
penilabiatus e tratados com inseticida imidacloprid pelo
monitoramento das varidveis fisicas e quimicas da &gua, das
alteracdes histopatologicas, hematoldgicas, bioquimicas, osmo-

ibnicas e imunoldgicas;
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iv.  Verificar a eficAcia da SM e a recuperagdo (14 dias) de P.
mesotamicus infectados experimentalmente com a bactéria A.
hydrophila e tratados com a Sulfadimetoxina + Metronidazol pelo
monitoramento das variaveis fisicas e quimicas da agua, das
alteragdes histopatologicas, hematologicas, bioquimicas, osmo-

iGnicas e imunologicas.
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RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar a seguranga ambiental de duas
potenciais drogas no tratamento de doengas em peixes, o imidacloprid (IMD) e da
associacao de sulfadimetoxina + metronidazol (SM), com base nos dados (CE50 e
CL50) para os organismos: Lemna minor, Azolla caroliniana, Daphnia magna,
Pomacea canaliculata, Bachydanio rerio, Hyphessonbrycon eques, Oreochromis
niloticus e Piaractus mesopotamicus e avaliar o efeito histopatoldégico da
exposicao destas drogas em tecidos de pacu, P. mesopotamicus. Os ensaios de
ecotoxicidade aguda foram realizados de acordo com normas nacionais e
internacionais para cada espécie. Nos ensaios definitivos, todos os organismos
foram expostos as concentragcdes de 70,0; 80,0; 90,0 e 100,0 mg L™ mais o
controle. N&o ocorreu mortalidade em todos os ensaios realizados. Assim, o valor
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de CE e CL50 para todos os organismos foi >100,0 mg L™ e as drogas foram
classificadas como praticamente nao toxicas para as oito espécies. O IMD e a SM
causaram hiperatividade e aumento do batimento opercular para todos os peixes
testados no momento da administragdo, porém nao causaram alteragbes nas
variaveis fisicas e quimicas da agua. O IMD causou aumento do epitélio
interlamelar e ondulagcdo da lamela secundaria nas branquias e hipertrofia e
deslocamento do nucleo para a periferia dos hepatdcitos. A SM causou aumento do
epitélio interlamelar e estase das lamelas secundarias das branquias e congestao
dos capilares sinusoides hepaticos. Ndo ocorreram alteragdes nos rins dos peixes
expostos as duas drogas. O IMD e a SM obtiveram classificagdo ecotoxicoldgica
favoravel para todos os organismos testados e causaram lesdes reversiveis em

branquias e figado de P. mesopotamicus.

Palavras-chave: Xenobioticos, Organismo Bioindicador, Toxicidade Aguda

1. INTRODUCAO

A aquicultura é baseada no sistema intensivo caracterizado pela alta
densidade, alta taxa de arragoamento e manejo intensivo. Esses fatores podem
aumentar a possibilidade de ocorréncia de doencgas, causando perdas

econdmicas (Schalch et al. 2009; Dos Santos et al. 2014).

Uma das alternativas para o tratamento de doengas em peixes é a
utilizacdo de farmacos (Carraschi et al. 2014), como o inseticida Imidaclorpid
(IMD) e a associacdo de antimicrobianos Sulfadimetoxina com o Metronidazol
(SM) sao dois farmoquimicos com potencial uso na aquicultura no controle do
monogenético Anacanthorus penilabiatus e da bactéria Aeromonas hydrophila,

respectivamente.

O imidacloprid (1-[(6-chloro-3-pyridinylmethyl]-N-nitro-2-imidazolidinimine)
pertence a classe quimica dos neonicotindides que interagem com receptores
nicotinérgicos do sistema nervoso central, causando paralisia no inseto. E um dos
inseticidas mais vendidos e mais utilizados no mundo e utilizado tanto na area

agricola quanto na veterinaria (Nauen e Bretschneider, 2002).
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A associagcdo da sulfonamida sulfadimetoxina [4-amino-N-(2,6-dimetoxi-4-
pyrimidinil)] com imidazdl metronidazol [1: etil (2-hidroxi)-2-metil-5-nitroimidazol] é
utilizada para o tratamento de giardiase em caes e gatos, seu uso é justificado
pela ampliagdo do espectro de agao, pois, enquanto a sulfadimetoxina age contra
protozoarios e bactérias patogénicas, o metronidazol atua preferencialmente

contra protozoarios ciliados (CEPAV, 2015).

Para avaliar os efeitos causados pela exposicdo de farmacos em um
ecossistema sao utilizados ensaios de toxicidade aguda (Magalhdes e Ferrdo
Filho, 2008) e recomenda-se empregar no minimo trés espécies de bioindicadores
de diferentes niveis da cadeia tréfica, afim de se, obter uma resposta de

organismos sensiveis com diferentes metabolismos (Costa et al. 2008).

Em ambientes aquaticos, os xenobidticos ocorrem em concentracoes
subletais, de maneira que alteragdes na morfo-fisiologia dos organismos aquaticos
sdo mais frequentes do que a mortalidade em massa (Albinati et al. 2007). Estas
alteragcdes podem ser utilizadas como biomarcadores e entre as possiveis
metodologias, a histologia fornece uma medida mais direta dos efeitos toxicos de

poluentes ambientais (Au, 2004; Nogueira et al. 2011).

Assim, é essencial que o IMD e a SM sejam avaliados quanto a eficacia no
tratamento de enfermidades e seguranca ambiental para o peixe e para o ambiente
aquatico onde esta inserido. Uma das formas de se avaliar essa segurancga é pela
classificagdo ecotoxicolégica para os organismos alvo e ndo-alvo e também a
analise dos efeitos histopatolégicos para verificar as alteragbes causadas, caso

reversiveis ou nao no organismo aquatico a ser estudado.

Assim, os objetivos deste estudo foram avaliar a seguranga ambiental do
inseticida Imidacloprid e da associacdo de antibidticos Sulfadimetoxina +
Metronidazol, com base nos dados (CE50 e CL50) para os organismos:
macrofitas aquaticas Lemna minor e Azolla caroliniana; o microcrustaceo Daphnia
magna; o molusco Pomacea canaliculata e os peixes Bachydanio rerio,
Hyphessonbrycon eques, Oreochromis niloticus e Piaractus mesopotamicus e
avaliar o efeito histopatoléogico da exposicdo aguda destes farmacos em

branquias, figado e rins de pacu, P. mesopotamicus.
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2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Nucleo de Estudos e Pesquisas
Ambientais em Matologia, Nepeam e a rotina histopatolégica foi realizada no
Setor de Técnicas Morfolégicas do Laboratério de Anatomia, ambos pertencentes
a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Unesp, campus de

Jaboticabal.

O imidacloprid (200g L™ de ingrediente ativo) na formulacdo Provado® foi
adquirido em casas de implementos agricolas e a associagdo de antimicrobiano

Sulfadimetoxina + Metronidazol foi fornecido pela Cepav Pharma Ltda.

O procedimento experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da

Universidade Estadual Paulista, sob o numero de protocolo 01116/14.

As drogas foram classificadas segundo a escala de toxicidade para

organismos aquaticos de Zucker (1985).

2.1 Toxicidade aguda para Lemna minor e Azolla caroliniana

As macrofitas foram aclimatadas em cristalizadores contendo meio de
cultivo Hoagland’s em sala de bioensaio com temperatura de 25,0 + 2,0 °C e

iluminacao constante com 1000 lux, por trés dias.

As plantas foram selecionadas, previamente desinfetadas em solugcao de
hipoclorito de sddio 2% e agua destilada e transferidas quatro colénias com trés
frondes cada de L. minor e cinco plantas de A. caroliniana para recipientes contendo
o meio de cultivo Hoagland’s (OECD, 2002).

Na avaliagdo da sensibilidade dos lotes das macréfitas foram realizados
ensaios de sensibilidade com a substancia referéncia cloreto de sédio (NaCl, Pro-
analisis) e a CL50;7d para a L. minor foi de 0,73 g L™ com intervalo de confianga
de 95% entre 0,52 gL e 1,04 g L™ e para a A. caroliniana foi de 4,17 g L' com
intervalo de confianca de 95% entre 3,59 g L e 4,85 g L. Todas de acordo com

a carta referéncia do laboratorio.
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A seguir, foram adicionadas as solugcbes de IMD e SM relativas as
concentragdes: 70,0; 80,0; 90,0 e 100,0 mg L™" mais o controle, com trés réplicas.
As avaliagbes da mortalidade das plantas foram realizadas em 3, 5 e 7 dias apds
a exposicao, por meio da observacao de necrose e clorose da L. minor (OECD,
2002) e da porcentagem de mortalidade de A. caroliniana, utilizando a escala de
notas (E a A) segundo Silva et al. (2012).

2.2 Toxicidade aguda para Daphnia magna

Inicialmente, para avaliar a sensibilidade do lote dos organismos testes
foram realizados ensaios de sensibilidade com a substancia referéncia cloreto de
sédio (NaCl, Pro-analisis) e a concentragdo efetiva (CE50;48h) foi de 4,06 g L™
com intervalo de confianca de 95% entre 3,82 gL' e 4,32 g L™, de acordo com a

carta referéncia do laboratério.

A seguir, os neonatos selecionados com seis a 24 horas de vida foram
expostos as concentragdes de IMD de 70,0; 80,0; 90,0 e 100,0 mg L' e de SM de
70,0; 80,0; 90,0 e 100,0 mg L. Para tanto, em tubos de ensaio de vidro com
volume 30,0 mL foram adicionados os volumes conhecidos de solugdes estoques
mais agua natural ajustada, completando-se 9,0 mL. Cinco neonatos em 1,0 mL
de agua de cultivo foram adicionados, com volume final de 10,0 mL. Os ensaios
foram realizados em sala de bioensaio, com temperatura de 20,0 + 2,0 °C, em
ambiente escuro, por 48 horas, com quatro réplicas e o controle. Os animais
foram avaliados apds 48 horas de exposicdo e os neonatos imoveis por 15

segundos foram considerados mortos (ABNT, 2009).

2.3 Toxicidade aguda para Pomacea canaliculata, Brachydanio rerio,

Hyphessonbrycon eques, Oreochromis niloticus e Piaractus mesopotamicus

Os caramujos com peso de 1,31 + 0,20 g e os peixes: B. rerio com peso de
0,51 + 0,03 g; H. eques com peso de 0,70 + 0,19 g; O.niloticus com peso de 0,59 +
0,06 g e P. mesopotamicus com peso de 1,73 £ 0,26 g foram aclimatados por dez dias
em sala de bioensaio a 25 + 2 °C, pH entre 7,0 e 8,0; oxigénio dissolvido >4,0mgL" e
condutividade elétrica entre 170,0 e 180,0 uS cm™ (ABNT, 2011).
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Os peixes foram aclimatados separadamente em tanques com capacidade de
250 L com fluxo continuo, aeragao artificial e alimentados com ragao comercial (28%
de proteina), uma vez ao dia. Os caramujos foram aclimatados em tanques com
capacidade de 60 L com aeracao artificial e alimentados, uma vez ao dia, com a

macrofita Hydrilla verticilata.

Na avaliacao de sensibilidade dos animais foram realizados ensaios com a
substancia referéncia cloreto de potassio (KCl, Pro-analisis). A CE50;48h para o
caramuijo foi de 1,97 g L™ com intervalo de confianca de 95% entre 1,59 g L™ e
2,45 g L"; para B. rerio a CL50 foi de 1,30 gL' (1,51 gL" e 1,76 g L"); para H.
eques a CL50 foi de 2,63 g L™ com intervalo entre (2,38 gL e 2,90 g L™"); para O.
niloticus a CL50 foide 1,31 gL™ (0,99 gL"e 1,75 gL™") e para P. mesopotamicus a
CL50 foi de 1,54 g L' (1,28 g L e 1,86 g L ™). Todas de acordo com a carta

referéncia do laboratoério.

As concentragdes de IMD e de SM utilizada nos ensaios definitivos foram:
70,0; 80,0; 90,0 e 100,0 mg L™ e o controle, para os cinco organismos. Os
ensaios foram conduzidos em sistema estatico, com cinco animais para P.
canaliculata e B. rerio por réplica e trés réplicas e trés peixes por réplica para H.

eques, O. niloticus e P. mesopotamicus também em triplicata.

A imobilidade dos caramujos, a mortalidade e os sinais de intoxicacdo dos
peixes (agitacdo, posicdo na coluna d’agua, batimento opercular, natacao
erratica e capacidade de arfagem) e as variaveis fisicas e quimicas da agua: pH,
temperatura (°C), oxigénio dissolvido (mg L) e condutividade elétrica (uS cm™)
(ABNT, 2011) foram mensuradas em sonda multiparametro (YSI Professional

Plus®) em 0, 24 e 48 horas apds a exposigao.

2.4 Andlises histopatolégicas em Piaractus mesopotamicus

No final das 48h do ensaio agudo do IMD e SM, cinco peixes do controle e
cinco da maior concentracdo (100,0 mg L™) foram eutanasiados em banho de
imersdo com benzocaina (1g 15 L™ de agua) para a obtencéo das amostras para

as analises histopatoldgicas.
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Os fragmentos de brénquias, figado e rins foram fixados em formaldeido
10% tamponado (tampao PBS, 0,1M; pH 7,2) por 24 horas. Apos a fixagdo, os
fragmentos foram submetidos a desidratagao, diafanizagao e inclusdo em resina.
Em seguida foi realizada a microtomia em micrétomo automatico (Leica, RM-
2155) obtendo-se cortes 5 um de espessura e corados com azul de metileno
(Behmer et al. 1976). As lédminas foram analisadas em microscépio de luz
Labomed modelo LX400 em aumento de 100, 200 e 400X.

3. RESULTADOS

3.1 Ensaios de toxicidade aguda

Durante os ensaios de toxicidade nao ocorreu mortalidade dos organismos
para as duas drogas. Assim a CE/CL50 para L. minor; A. caroliniana; D. magna;
P. canaliculata; B. rerio, H. eques, O. niloticus e P. mesopotamicus foi > 100,0 mg
L e, assim, o IMD e a SM foram classificados como praticamente nao toxico
(Zucker, 1985). Durante a administracdo das duas drogas ocorreu hiperatividade
e aumento do batimento opercular em todas as concentragdes e para H. eques,
O. niloticus e P. mesopotamicus. As variaveis fisicas e quimicas da agua nao

foram alterados com a presenca dos dois farmacos (Tabela 1).

3.2 Anadlises histopatoléogicas em branquias, figado e rins de Piaractus
mesopotamicus

A constituicdo das branquias dos pacus do grupo controle € similar de
peixes teledsteos (Carraschi et al. 2011), composta pela lamela primaria, que é
constituida por cartilagem que reveste e a sustenta, no seu interior ocorre a
presenca de um vaso sanguineo a partir da lamela secundaria. Esta € composta
por células mucosas e ceélulas de sustentagdo. Entre as lamelas secundarias
ocorre a formacgao do espaco interlamelar composto por células mucosas, células

de revestimento e de cloreto (Figura 1A e C).

As branquias dos peixes expostos a 100,0 mg L' de IMD apresentaram
aumento do epitélio interlamelar e ondulagcdo da lamela secundaria (Figura 1B).

Em 100,0 mg L de SM ocorreu aumento do epitélio interlamelar e aumento do
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fluxo sanguineo caracterizando estase das lamelas primarias e secundarias
(Figura 1D).

Histologicamente, o figado dos peixes no grupo controle apresentou
organizagcdo cordonal dos hepatécitos formado a partir das veias centrais do
orgao. Os hepatdcitos apresentaram citoplasma claro (acidofilo) e nucleo
(basofilo) levemente deslocado para a periferia da célula (Figura 1E). O figado
dos peixes expostos ao IMD apresentou hipertrofia e deslocamento do nucleo
para a periferia dos hepatdcitos (Figura 1F). Enquanto que a SM apresentou

congestao dos capilares sinusoides (Figura 1G).

Os rins nos animais do grupo controle apresentam glomérulos e tubulos
proximais e distais. No intersticio de tecido composto por tecido conjuntivo frouxo,
onde ocorre a presencga do tecido hematopoiético (Figura 1H). Nao foi observada

alteracgdes nos rins dos peixes expostos as duas drogas.

4. DISCUSSAO

A OECD (2008) determina que os ensaios agudos devem ser realizado
com a concentragado limite de 100,0 mg L™, pois se ndo ocorrer mortalidade até
esta concentragdo € possivel verificar, com 99% de confianga que o organismo

estudado n&o esta no grupo mais sensivel a substancia testada.

Neste estudo foram utilizados oito organismos de trés niveis troficos e
todos obtiveram a mesma classificagdo favoravel para as duas drogas. O IMD e a
SM obtiveram classificagcbes semelhantes a outros inseticidas e antibidticos

utilizados na aquicultura para o tratamento de doencgas (Tabela 2).

O IMD atua como agonista dos receptores pds-sinapticos da acetilcolina
(ACh) (Matsuda et al. 2001). No entanto, para TiSler et al. (2009) ndo ocorreu
diferengas significativas na atividade da ACh em D. magna expostas ao IMD, o
que demonstra que estas atividades enzimaticas ndo estdo um biomarcador
sensivel de exposigdo ao inseticida, por isso a baixa toxicidade nos organismos

testados no presente estudo.
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S’anchez-Bayo e Goka, (2006) com base no levantamento de dados
fotoliticos e de toxicidade, consideraram o imidacloprid como seguro para os
organismos aquaticos e adequado para protegao integrada gestao (IPM). A baixa
toxicidade para as macrofitas aquaticas também era esperada. Segundo SERA,
(2005) plantas aquaticas sdo muito menos sensiveis ao imidacloprid do que

peixes ou invertebrados aquaticos.

Os antimicrobianos do grupo das sulfonamidas sao analogos estruturais do
acido paminobenzéico (PABA) e podem entrar na reagdo no lugar do PABA e
competir pelo centro ativo da enzima diidropteroato-sintease. Em consequéncia,
formam-se analogos ndo funcionais do acido folico, impedindo o crescimento da
célula bacteriana (Kim et al. 2007). As células animais sdo incapazes de sintetizar
0 acido félico e dependem de fontes exdgenas (Korolkovas, 1996), ndao sendo
afetadas pela sufadimetoxina, o que justifica sua baixa toxicidade para os

organismos testados.

A hiperatividade durante os ensaios com o IMD e a SM esta relacionada a
resposta de escape e costuma ser utilizada por peixes em tentativas de capturas
de presas, fuga de um predador ou em qualquer situagéo de alteracdo do meio
onde ele se encontra (Reidy et al. 2000; Silva et al. 2010), como no momento da

administracao das duas drogas.

Em peixes, as branquias, rins e intestino desempenham um papel
importante no metabolismo e excre¢do de xenobidticos, embora o figado seja
conhecido por ser o principal 6rgado onde ocorrem esses processos (Van der Oost
et al. 2003). Neste estudo, as alteragdes nas branquias, figado e rins de P.
mesopotamicus se enquadram nas lesbes de primeira e segunda de fase
proposta por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) e adaptada por Meletti et al.
2003. Nestas fases, as alteracbes sdo reversiveis uma vez as condi¢des

ambientais sdo melhoradas (Sensini et al. 2008).

A maior parte das lesdes causadas por exposicdoes subletais em
branquias afeta epitélio lamelar (Hinton e Lauren, 1990). O aumento do epitélio
interlamelar € um mecanismo de defesa onde branquias tentam aumentar a

distdncia entre o ambiente externo e o sangue, servindo assim como uma
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barreira para a entrada de contaminantes (Erkmen e Kolankaya, 2000). Essa
alteracdo também foi observada em Poecilia reticulata exposta ao herbicida
glyphosate (Rocha et al. 2015); em Cichlasoma dimerus exposto ao endosulfan
(Da Cuna et al. 2011) e em pacus infectados com Aeromonas hydrophila e

tratados com florfenicol (Carraschi et al. 2011).

A ondulacdo das lamelas secundarias € resultado da exposicdo das
branquias ao TFB. Para Wood (1960), os pesticidas causam perda da adeséao
entre a célula epitelial e o sistema subjacente de células pilares acompanhado
por um colapso na integridade estrutural das lamelas secundarias. Essa
alteracdo também ocorreu em Rutilus rutilus exposto ao diazinon (Katuli et al.
2014); em Glossogobius giuris exposotos ao 6leo de neem (Mamatha e Mohan,
2013) e em R. rutilus tratados com permanganato de potassio e formoldeido
(Ghelichpour et al. 2014).

A estase € uma obstrugao das lamelas secundarias causadas pelo excesso
de células sanguineas (Mallatt, 1985) e também uma das alteracbes causadas
pela presenca de xenobidticos na agua. Essa alteragdo também foi observada em
Prochilodus lineatus submetidos a testes in situ por sete dias em um ribeirdo
urbano contaminado (Camargo e Martinez, 2007); em Trachinotus carolinus
expostos a concentragbes subletais de naftaleno (Santos et al. 2011) e em P.

mesopotamicus expostos a atrazina (Santos et al. 2015).

A hipertrofia e o deslocamento do nucleo dos hepatdcitos sao decorrentes
do aumento no numero de organelas responsaveis por metabolizar a droga
(Simonato et al. 2007) como descrito por Carraschi et al. (2011) em pacus
infectados com A. hydrophila e tratados com florfenicol; por Van Dik et al. (2012)
em Clarias gariepinus em diferentes ecossistemas aquaticos da Africa do Sul e

por Shiogiri et al. (2012) em pacus expostos ao glyphosate.

A congestéo dos capilares sinusoides é consequéncia do aumento do fluxo
sanguineo para o processo de detoxificagdo do figado. A incapacidade de sangue
para chegar a veia central faz com que o figado bombeie o sangue mais forte,
resultando em estresse do 6rgao (Olojo et al. 2005). Essas alteragbes também
ocorreram em Clarias gariepinus expostos ao chumbo (Olojo et al. 2005); em C.
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gariepinus expostos ao glyphosate (Olurin et al. 2006) e em Leporinus

macrocephalus também expostos ao glyphosate (Albiati et al. 2009).

5. CONCLUSAO

O inseticida imidacloprid e a associagdo de antimicrobianos sulfadimetoxina
+ metronidazol possuem potencial para utilizagdo na aquicultura, pois obtiveram
classificagdo ecotoxicoldgica favoravel para todos os oito organismos dos trés
niveis tréficos testados e causaram lesdes reversiveis em branquias e figado de P.
mesopotamicus.

No entanto, estudos sao necessarios para verificacdo da eficacia destes
farmacos no controle de patdogenos em peixes, bem como o periodo de caréncia

destes na agua, no solo dos tanques e no musculo dos peixes.
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7. TABELAS E FIGURAS

Tabela 1. Variaveis fisicas e quimicas dos ensaios de toxicidade aguda do
IMD e do SM para P. canaliculata, B. rerio, H. eques, O. niloticus e
P. mesopotamicus.

IMIDACLORPID

Organismo Temp.(°C) CE (uScm”) OD (mglL™) pH
P. canaliculata 2592 +0,06 1954 +1,59 4,28 £ 0,04 8,1+0,16
B. rerio 2485+0,04 187,4+0,12 4,42 £ 0,08 8,4 +£0,24
H. eques 23,80+0,14 183,2+0,55 2,98 £ 0,01 8,3+ 0,04
O. niloticus 23,40+0,40 198,2+5,49 548 £ 0,47 8,4 £ 0,06
P. mesopotamicus 2413+0,29 189,2+6,30 2,85+0,19 8,0+1,13

SULFADIMETOXINA + METRONIDAZOL

Organismo Temp.(°C) CE(uScm™) OD (mglL™) pH
P. canaliculata 2548 +0,33 198,9+6,52  3,20+0,08 8,0 £ 0,30
B. rerio 2485+0,18 191,7+1,00 4,65+0,12 8,4+0,43
H. eques 23,83+0,23 188,1£2,68 3,30 £ 0,77 8,3+ 0,09
O. niloticus 23,27 £0,32 189,2£5,89 5,55 + 0,54 8,4 + 0,06
P. mesopotamicus 2412+0,28 193,6 + 3,20 3,28+ 0,19 8,0+ 0,97

Temp = temperatura; CE = condutividade elétrica; OD = oxigénio dissolvido
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Tabela 2. Valores de CE e CL50 de antibiéticos e ectoparasiticidas para organismos nao

alvos.

Droga Espécie Duragao Valor (mg L") Referéncia
Sulfadimetoxina D. magna CE50;48h 248,0 Kim et al. 2007
Sulfadimetoxina O. latipes CL50;48h >100,0 Kim et al. 2007
Sulfadimetoxazol D. magna CE50;48h 123,1 Park e Choi, 2008
Sulfatiazol D. magna CE50;48h 149,3 Kim et al. 2007
Sulfatiazol O. latipes CES50;48h >500,0 Kim et al. 2007
Metronidazol D. magna CL50;24h >1000,0 Wollenberger et al. 2000
Metronidazol B. rerio CL50;96h >500,0 Lanzki et al. 1997
Florfenicol P. canaliculata CE50;48h >100,0 Florencio et al. 2014
Florfenicol L. minor CE50;7d 97,03 Carraschi et al. 2015
Florfenicol H. eques CL50;48h >100,0 Florencio et al. 2014
Florfenicol P. mesopotamicus CL50;48h >100,0 Florencio et al. 2014
Imidacloprid B. rerio CL50;96h 241,0 Tisler et al. 2009
Imidacloprid L. idus melanotus CL50;96h 237,0 Pfeuffer e Matson, 2001
Imidacloprid O. mykiss CL50;24h 211,0 SERA, 2005
Imidacloprid Cyprinus carpio CL50;24h 280,0 Fossen, 2006
Thiamethoxan P. mesopotamicus  CL50;48h 16,97 Carraschi et al. 2015
Thiamethoxan L. minor CL50;7d >100,0 Carraschi et al. 2015
Thiamethoxan H. eques CL50;48h 49,8 Carraschi et al. 2015
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Figura 1. Fotomicrografia de branquias (A, B, C, D) figado (E, F, G) e rins (H) de pacu. A. LP:
Lamela primaria, Setas: Lamelas secundarias. B. IMD 100 mg L". Seta: aumento do
epitélio interlamelar. Estrela: ondulagcdo das lamelas secundarias. C. LP: Lamela
primaria, Setas: Lamelas secundarias. D. SM 100 mg L". Seta: aumento do epitélio
interlamelar. Estrela: estase das lamelas secundarias. E. Controle. VL: Veia Lobular;
Seta: Capilar Sinuséide; Linha: Arranjo cordonal dos hepatécitos F. IMD 100 mg L". Seta
vermelha: hipertrofia. Seta preta: nucleo deslocado para a periferia. G. SM 100 mg L.
Asterisco: congestdo dos capilares sinusdides. H. TD: Tubulo Distal; TP: Tuabulo
Proximal; GL: Glomérulo. Asterisco: Cento de melanomacréfado. Fotomicrografias A e B.
Aumento de 20X, barra de 25,0 um. Fotomicrografia restantes. Aumento de 40X, barra
de 12,5 ym. Coloracado Azul de metileno.

28
Caunesp



Doutoranda Cynthia V. Ikefuti Dra Maria José T. Ranzani-Paiva / Dr Claudinei da Cruz
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RESUMO - Os objetivos deste estudo foram verificar a eficacia (5 dias) e a
recuperacao (14 dias) em Piaractus mesotamicus infestados experimentalmente
com o0 monogenético Anacanthorus penilabiatus e tratados com inseticida
imidacloprid (IMD) pelo monitoramento das alteragbes hematoldgicas,
bioquimicas, osmo-idnicas, imunoldgicas e das variaveis fisicas e quimicas da
agua. O experimento foi conduzido por 19 dias, com quatro tratamentos: controle
sadio; peixes sadios expostos a 88,0 mg L' de IMD; peixes infestados com
monogenéticos e ndo tratados e um tratamento composto por peixes infestados
com A. penilabiatus e tratados com 88,0 mg L™ de imidacloprid, com tempo de
uma hora de exposi¢cdo por dia por cinco dias. No final do tratamento foi
observada reducéo significativa de 81,32% no numero de parasitos, e aumento do
numero de eritrocitos nos peixes tratados. Apos 14 dias do final do tratamento, foi

observada redugao dos valores de hemoglobina e CHCM dos peixes expostos ao
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IMD. Apesar da redugédo significativa no numero de parasitos, estudos visando
periodo de recuperacdo maior devem ser realizados para verificar a

reversibilidade do quadro anémico dos peixes.

Palavras-chave: Monogenético, Doencgas de Peixes, Aquicultura.

1. INTRODUGAO

No Brasil, os monogenéticos representam um dos grupos mais importantes
na aquicultura (Martins et al. 2002) e encontrados em branquias, narinas e
superficie do corpo dos hospedeiros (Jerbnimo et al. 2014). Estes parasitos
apresentam um alto grau de especificidade pelo hospedeiro, aproximadamente
84,1% destes sdo encontrados em uma unica espécie, género ou familia de peixe
(Shulman, 1961), como por exemplo, o monogenético Anacanthorus penilabiatus

em pacu (Piaractus mesopotamicus) (Franceschini et al. 2013).

Para o tratamento de infestacdes de monogenéticos sao utilizados varios
parasiticidas anti-helminticos, como a formalina (Sharp et al. 2004), o metil
parathion e azadiracthina (Cruz et al. 2008), o diflubenzuron (Schalch et al. 2009), o
febendazol (Forwood et al. 2013), o triclorfon (Zhang et al. 2014), o praziquantel
(Sharp et al. 2004; Forwood et al. 2013; Zhang et al. 2014), o mebendazol
(Katharios et al. 2006; Zhang et al. 2014) e o peroxido de hidrogénio (Benavides-
Gonzalez et al. 2015).

Um inseticida que possui potencial na aquicultura para ser utilizado no
controle de A. penilabiatus € o Imidacloprid (1-[(6-chloro-3-pyridinylmethyl]-N-
nitro-2-imidazolidinimine). Ele pertence a classe quimica dos neonicotindides que
interagem com receptores nicotinérgicos do sistema nervoso central, causando

paralisia no inseto (Nauen e Bretschneider, 2002).

Para o uso de um farmaco na aquicultura brasileira € necessario o
desenvolvimento de protocolos de tratamento seguros e especificos para peixes
neotropicais como o pacu, uma das espécies mais estudadas e criadas no Brasil
e importante para aquicultura e pesca esportiva (Jomori et al. 2005; Abimorad et
al. 2014).
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Assim, os objetivos deste estudo foram verificar a eficacia e a
recuperacdao de P. mesotamicus infestados experimentalmente com o
monogenético A. penilabiatus e tratados com inseticida imidacloprid pelo
monitoramento das variaveis fisicas e quimicas da agua e das alteragdes

hematologicas, bioquimicas, imunoldgicas e osmo-ibnicas.

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Nucleo de Estudos e Pesquisas
Ambientais em Matologia, Nepeam, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias da Unesp, campus de Jaboticabal.

O procedimento experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica de Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da

Universidade Estadual Paulista, sob o numero de protocolo 01116/14.

O imidacloprid (200g L™ de ingrediente ativo) na formulacdo Provado® foi
adquirido de forma comercial. Foi utilizada a analise de varidancia (ANOVA)
seguida pelo teste F para verificar a homogeneidade dos dados e o teste de
Tukey para verificar as diferencas entre os tratamentos, com resultados

considerados significativos quando p< 0,05.

2.1. Infestacao experimental, eficacia e recuperagcdao de Piaractus

mesopotamicus infestados com Anacanthorus penilabiatus

Para a infestagao experimental, 200 pacus, com peso médio de 60 + 15 g
foram mantidos em um tanque com capacidade para 400 L nas seguintes
condicdes: baixa concentracdo de oxigénio dissolvido (< 4,0 mg L™), excesso de
matéria organica, alimentagcdo a cada 48 horas e com captura periddica. Apds
esse processo, uma amostragem (n=3) foi submetida a coleta das branquias para
contagem inicial de parasitos. Nesta contagem, os pacus apresentaram no

minimo 200 monogenéticos peixe™ (Cruz et al. 2008).

Dois experimentos preliminares (30,0 e 50,0 mg IMD L™ no primeiro
experimento e 60,0 e 80,0 mg IMD L™ no segundo) foram realizados em

laboratério para definir a concentragao ideal para o experimento de eficacia em
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mesocosmos. Para cada experimento foram utilizados 30 pacus com peso médio
de 60,0 £ 15 g distribuidos em seis caixas (n = 5) com capacidade de 60 L, com
fluxo de agua constante em 10 mL s

O tratamento foi realizado por cinco dias na forma de banho terapéutico, com
uma hora de exposi¢ao por dia, em delineamento inteiramente casualizado. Apds a
administracdo do IMD e o fluxo das caixas permaneceu fechado por uma hora. No
sexto dia, seis pacus de cada tratamento foram eutanasiados e coletadas as

branquias para contagem final de parasitos (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios + desvio padrdo do numero de parasitos amostrados, eficacia e
sobrevivéncia nos experimentos preliminares de eficacia do imidacloprid em pacu, P.
mesopotamicus.

Tratamento (mg L'1) Numero de parasitos Eficacia (%) Sobrevivéncia (%)
Inicial 233,78 + 166,81 - -
Controle 120,66 + 32,52 - 100
30,0 58,33 + 36,23 33,0 100
50,0 34,33 + 2,51 61,0 100
Controle 299,40 £ 198,20 - 100
60,0 85,0 + 30,73 75,3 100
80,0 50,0 £ 10,27 86,1 100

A concentragao escolhida para o experimento de eficacia foi a de 88,0 mg
L™, referente concentracéo mais eficaz nos experimentos preliminares acrescidos
de 10% deste valor (80,0 + 8,0 mg L") para ajustar & variagdo ambiental e
alteracdo de condigdo de experimento. Para o experimento de eficacia em
mesocosmos, 300 pacus com peso de 138,5 £ 20 g (n=25) foram distribuidos em

12 tanques com capacidade de 400L com fluxo de agua constante em 10 mL s,

O experimento foi conduzido por 19 dias (cinco de eficacia e 14 dias de
recuperagao), conduzido com delineamento inteiramente casualizado, com quatro
tratamentos, em ftriplicata. Os tratamentos foram dispostos em: controle sadio
(SAD); peixes sadios expostos a 88,0 mg L™ de imidacloprid na forma de banho
terapéutico (EXP); infestados com A. penilabiatus e ndo tratados (NTRAT); e
infestados com A. penilabiatus e tratados com 88,0 mg L™ de imidacloprid na

forma de banho terapéutico (TRAT).
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Durante 60 dias, os tratamentos NTRAT e TRAT foram mantidos nas
seguintes condigdes: baixa concentragdo de oxigénio dissolvido (< 4,0 mg L™),
excesso de matéria organica, alimentacdo a cada 48 horas e com captura
periodica. Apos esse processo, semanalmente, foram amostrados as branquias
de dois peixes para contagem inicial de parasitos. Neste procedimento, os pacus

apresentaram em média 82,67 + 25,41 de monogenéticos peixe ™.

As variaveis fisicas e quimicas da agua: temperatura (°C), pH, oxigénio
dissolvido (mg L") e condutividade elétrica (uS cm™) foram mensurada antes e
imediatamente apds da primeira aplicacéo e 1, 3, 5, 7, 11, 14 e 19 dias com o

auxilio de um aparelho de multiparametros YSI Professional Plus®.

No sexto dia, nove pacus dos tratamentos NTRAT e TRAT e cinco peixes
dos tratamentos EXP e SAD foram eutanasiados e submetidos a coleta das
branquias para contagem final de parasitos. A determinagdo da eficacia no
tratamento dos parasitos presentes na superficie corporal foi calculada de acordo
com férmula: E = 100 - [(D x 100) /A], onde: E é a eficacia (%), A € a média de
ectoparasitos antes do tratamento, e D é a média ectoparasitos apdés o

tratamento.

2.2. Variaveis hematolégicas, bioquimicas e osmo-idnicas

Em 24 horas apds o termino da avaliacdo da eficacia e no final da
recuperacao (dia 19) foi coletada amostra de sangue de nove peixes de cada
tratamento. As aliquotas de sangue foram retiradas via pung¢do do vaso caudal

com seringa heparinizada para determinacao das variaveis hematoimunoldgicas.

As variaveis hematolégicas: o numero de eritrécitos (RBC) (n mm™) foi
estimado com solugdo salina 0,7% e camara de Neubauer; o hematécrito (Hct)
(%) foi determinado pelo método de microhematdcrito e a hemoglobina (Hb) (g
100 mL™) foi determinada pelo método da cianometahemoglobina e leitura em
espectrofotometro em 540 nm. Os valores de RBC, Hct e Hb foram utilizados
para o calculo dos indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM, fL)
e concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM, g dL'1). A andlise
bioguimica de proteinas totais foi realizada por refratbmetro.
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A contagem total e diferencial de leucocitos (mondcitos, neutrofilos,
eosinofilos, basofilos, linfocitos, leucocitos imaturos) e trombocitos foram
efetuadas em extensbes sanguineas coradas com MGGW (May Grinwald-
Giemsa-Wrigth) (Rosenfeld, 1947) e o numero absoluto de leucécitos e de

trombdcitos foi estimado pelo método indireto (Hrubec e Smith, 1998).

O plasma saguineo foi armazenado em freezer -20 °C para as analises de
osmolalidade e ions plasmaticos (Na*, K" e CI"). A osmolaridade plasmatica foi
determinada utilizando um semi-microsmémetro (WOSMETTE precision system)
que tem como base o ponto de congelamento e foi expressa em mOsmol kg'1. As
concentracdes de ions Na' e K' foram determinadas com o auxilio de um
fotdmetro de chama (DIGMED DM-61), na proporgdo 1:100 de plasma e agua
destilada. A concentracéo de ions CI" foi determinada utilizando um kit comercial
(LABTEST) com absorbancia de 490 nm, em uma leitora de microplaca (MRX-

HD-DYNEX). As concentracdes de ions foram expressas em mEq L™,

2.3. Resposta imune inata

A atividade respiratoria dos leucécitos (burst respiratério) foi determinada
segundo protocolo de Anderson e Siwichi, (1994) modificado por Biller-Takahashi
et al. (2013). O método determina as espécies reativas de oxigénio (EROs)
produzidas pelo burst respiratério através do ensaio colorimétrico baseado na
reducao do corante nitroblue tetrazolium (NBT) que formam granulos de formazan

e apresentam coloragao escuro no interior dos fagécitos (Klein, 1990).

3. RESULTADOS
3.1. Eficacia do imidacloprid no controle de Anacanthorus penilabiatus

Apés cinco dias de tratamento ocorreu redugéo significativa (p<0,05) no
numero de A. penilabiatus. Os peixes infestados e néo tratados apresentaram em
média 128,50 £ 79,20 parasito/peixe, enquanto que, os infestados e tratados com
88,0 mg L™ de IMD reduziu para 24,00 + 13,58 parasito/peixe, o0 que representa
eficacia de 81,32% (Tabela 2). O numero de monogenéticos encontrados no
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grupo de peixes no tratamento SAD e EXP foram 34,50 £ 19,15 e 39,50 + 14,77,

respectivamente (Tabela 2).

Durante o periodo experimental ndo ocorreu mortalidade e as variaveis
fisicas e quimicas da agua nao foram alteradas. A temperatura média foi de 29,47
+ 1,50 °C; a condutividade elétrica da agua de 197,1 + 11,95 pS cm™; o oxigénio
dissolvido na 4gua de 4,36 + 1,50 mg L' e o pH de 8,6 + 0,17.

Tabela 2. Valores médios + desvio padrdao do numero de parasitos amostrados, eficacia e

sobrevivéncia no experimento definitivo de eficacia do imidacloprid em pacu, P.
mesopotamicus.

Tratamento Numero de parasitos Eficacia (%) Sobrevivéncia (%)
NTRAT 128,50 £ 79,20 b - 100
TRAT 24,00 £ 13,58 a 81,32 100
EXP 39,50 + 14,77 a 69,26 100
SAD 34,50+ 19,15 a 73,15 100

NTRAT = Infestado ndo tratado; TRAT = Infestado tratado com 88,0 mg L' de
imidacloprid na forma de banho terapéutico; SAD = Sadio; EXP = Exposto a 88,0 mg L™
de imidacloprid na forma de banho terapéutico. Valores seguidos por letras distintas na
coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

3.2. Variaveis hematolégicas, bioquimicas, osmo-idnicas e resposta imune

inata apés o experimento de eficacia

Apéds cinco dias de tratamento com IMD, a unica alteracéo significativa
observada foi aumento do numero de eritrocitos nos peixes do tratamento TRAT
(Tabela 3). Nao ocorreu variagao significativa nos parametros bioquimicos, osmo-

idnicos e imunoldgicos no final do experimento de eficacia (Tabela 4).
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Tabela 3. Valores das variaveis sanguineas da série vermelha e branca de pacu, P.
mesopotamicus no final do experimento de eficacia do imidacloprid.

Parametro/Células NTRAT TRAT EXP SAD
Hematécrito (%) 30,16667 b 32,83333 ab 34,44444 a 33,05556 ab
Hemoglobina (g dL™) 5,858257 6,129139 6,446311 6,352017
VCM (fL) 201,4347 b 232,3714 b 220,2687 ab 195,3084 ab
CHCM (g dL™) 19,57174 18,97631 18,73486 19,36088
Eritrécitos (10°p L") 1522222 ab 1724444 a 1605556 ab 1426667 b
Trombécitos 11676,05 13107,90 13561,56 14099,74
Leucécitos 23544,32 26272,65 25215,46 22742,23
Linfécitos 17464,05 16132,03 20607,80 18268,81
Monécitos 1334,857 1771,898 1328,755 1266,164
Neutréfilos 509,168 1285,811 1129,663 677,500
Eosindfilos 365,4239 280,2434 184,3838 158,7435
CGE 242,0255 426,8810 201,2643 271,2685
Linfécito imaturo 3628,796 a 3390,038 a 1763,597 b 2099,741 ab

Células Granulociticas Especiais (CGE). Valores seguidos por letras diferentes na linha
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 4. Valores das variaveis séricas, bioquimicas, osmo-ibnicas e resposta imune
inata de pacu, P. mesopotamicus no final do experimento de eficacia do

imidacloprid.

Parametro NTRAT TRAT EXP SAD

Burst 0,446000 0,526444 0,526111 0,497889
Proteina 3,061111 3,161111 3,322222 3,150000
Osmolaridade 279,0000 306,5556 287,0000 277,111
Sédio (Na‘) 240,0000 237,2222 248,111 237,7778
Potassio (K") 1,933333 a 1,244444 b 1,311111 ab 1,500000 ab
Cloreto (CI) 309,7556 316,1481 279,1037 210,1259

Valores seguidos por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).

3.3. Variaveis hematolégicas, bioquimicas, osmo-idnicas e resposta imune

inata apés o experimento de recuperagao

Durante a recuperacao nao ocorreu mortalidade dos peixes e as variaveis
fisicas e quimicas da agua nao foram alteradas. A temperatura média foi de 29,45
+ 1,49 °C; a condutividade elétrica da agua de 195,6 + 10,35 uS cm™; o oxigénio
dissolvido na dgua de 4,19 + 1,64 mg L™ e o pH de 8,6 + 0,24.
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Apos 14 dias do final do tratamento (recuperagéo) ocorreu redugao dos
valores de hemoglobina e CHCM dos peixes do tratamento EXP (Tabela 5). Nao
ocorreu variagao significativa nas variaveis bioquimicas, osmo-ibnicas e

imunoldgicas no final do experimento de eficacia (Tabela 6).

Tabela 5. Valores das varidveis sanguineas da série vermelha e branca de pacu, P.
mesopotamicus no final do experimento de recuperagéo do imidacloprid.

Parametro/Células NTRAT TRAT EXP SAD
Hematocrito (%) 34,83333 33,72222 33,44444 33,27778
Hemoglobina (g dL™) 5,105616 a 5,304491 a 3,958652 b 5,391928 a
VCM (fL) 224,9937 211,9783 204,9979 213,0246
CHCM (g dL™) 14,65453 ab 15,73039 a 11,94808 b 16,17582 a
Eritrécitos (10°p L") 1619444 1638889 1647778 163833
Trombacitos 8748,68 10651,77 12776,59 14068,20
Leucocitos 21177,71 23529,16 23627,70 23193,24
Linfocitos 17315,19 19714,55 17662,72 17128,15
Mondcitos 758,204 1045,682 1326,919 719,240
Neutréfilos 784,4233 593,0457 867,1409 825,6360
Eosinofilos 258,3291 119,6137 178,4294 406,5404
CGE 156,9983 54,8951 275,4357 155,5971
Linfocito imaturo 1818,780 2001,373 1680,213 1354,188

Células Granulociticas Especiais (CGE). Valores seguidos por letras distintas na linha
diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 6. Valores das variaveis séricas, bioquimicas, osmo-ibnicas e resposta imune inata
de pacu, P. mesopotamicus no final do experimento de recuperagéo do imidacloprid.

Parametro NTRAT TRAT EXP SAD

Burst 0,521111 0,519778 0,549111 0,510556
Lisozima 0,000589 0,000478 0,000406 0,000683
Proteina 3,216667 3,483333 3,416667 3,388889
Osmolaridade 276,2222 278,7500 274,111 271,5556
Sédio (Na*) 196,1111 166,8889 171,6667 201,4444
Potassio (K*) 2,577778 2,222222 1,800000 1,833333
Cloreto (CI) 311,8444 408,0148 367,7037 390,3259

Valores seguidos por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05).
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4. DISCUSSAO

Neste estudo ocorreu alta variagdo no numero de parasitos por peixe
amostrado nos experimentos preliminares e definitivo de eficacia. Segundo
Arneberg et al. (1998) e Poulin, (2000) esta variagao é semelhante ao ambiente
natural, onde populagbes de parasitos geralmente mostram um distribuicao
agregada em populagdes de acolhimento (presente em poucos individuos com
alta infestagéo) devido a fatores como tamanho, peso, densidade do hospedeiro e

outros fatores ecoldgicos

Isto esclarece a alta variagdo da carga parasitaria dos experimentos
preliminares (233,78 + 166,81) em relacdo ao experimento definitivo (82,67 %
25,41). Os peixes utilizados no experimento definitivo de eficacia pesavam o dobro
(138,5 £ 20 g) dos utilizados nos experimentos preliminares (60,0 + 15 g). Cauyan
et al. (2013) concluiram que os peixes menores tendem a abrigar mais parasitos do
aqueles maiores, como detectado pelas correlagbes lineares que revelaram tais

tendéncias inversas entre a carga parasitaria e o tamanho dos peixes.

A reducdo na carga do monogenético A. penilabiatus nas branquias de P.
mesopotamicus causada pelo IMD (em 81,32%) foi similar a eficacia do
mebendazol (10,0 mg L/24 horas de tratamento) com 81,4% de controle em
suas branquias (Martins et al. 2001), ao tiametoxam (81,86%) na concentracao de
75,0 mg L™, com 2 horas de exposigdo por quatro dias em P. mesopotamicus
(Carraschi et al. 2014) e ao anestésico eugenol (81,0%) em branquias de
Tambaqui (Colosssoma macropomum) na concentracdo de 10,0 mg L™" por 60

min durante sete dias (Boijink et al. 2015).

O IMD foi mais eficaz que o anti-helminticos como albendazol (ABZ)
(eficacia de 56,9% com 50 e 500 mg L' de ABZ por 30 minutos durante sete
dias) e o praziquantel (PTZ) (reducéo de 68,3% de A. penilabiatus em pacus
tratados com 500 mg L' de PTZ apds sete dias) (Onaka et al. 2003).

Cruz et al. (2008) observaram redugao de 96,2 e 97,0% de A. penilabiatus
em P. mesopotamicus com 7,0 mg L™ de paration metilico por 16 e 24 horas e
concentracdes de 4,37 e 8,75 mg L' de sulfato de cobre foram 100% eficazes no

controle de A. spathulatus em branquias e pele de C. macropomum (Tavares-Dias
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et al. 2011). Apesar da alta redugdo de monogenéticos, o paration metilico (3,97
mg L ™) (Cruz et al. 2004) e o sulfato de cobre (10,36 mg L") (Silva et al. 2014)
s30 mais téxicos que o IMD (>100,0 mg L") para P. mesopotamicus. Mesmo o
praziquantel, que teve uma reducdo parasitaria menor que o IMD, também
apresentou efeitos toxicos para os peixes e o periodo de tolerancia foi de
apenas dois minutos (Onaka et al. 2003). Para Martins, (2004) uma das
caracteristicas essenciais para um produto quimico ser utilizado na aquicultura é

a baixa toxicidade.

As alteragdes hematoldégicas sao indicadoras do estado fisioldégico do
peixe, pois o sangue tem a fungcdo de manter a estabilidade dos tecidos e o
ambiente interno constante (homeostasia) (Tavares-Dias et al. 2006). A
eritrocitose nos peixes infestados e tratados sugerem quadro de
hemoconcentragdo. Para Hemming, (1989) e Houston et al. (1996) esta tendéncia
ocorre em razao dos disturbios osmorregulatérios e segundo Heath, (1995) este
fator ocorre em consequéncia do aumento da diurese para eliminacdo dos
xenobidticos, e a eritrocitose em situagdes de estresse agudo, quando o estimulo
adrenérgico desencadeia a contragdo esplénica do bacgo, liberando grandes

quantidades de células vermelhas do sangue para a corrente sanguinea.

A reducao no teor de hemoglobina nos peixes do grupo EXP apds 14 dias
nao foi acompanhada por reducdo do hematdcrito, indicando que o volume dos
eritrécitos pode ter aumentado como demonstrado pelos valores de VCM, mesmo
que nao significativos. Isso indica aumento do volume dos eritrocitos e a
mobilizacdo pobre de hemoglobina a partir do bago e de outros &rgaos
hematopoiéticos em P. mesopotamicus (Scott e Rogers, 1981). Segundo Heath
(1995) o estresse pode causar variagao no conteudo de hemoglobina do peixe, ou

ainda, no tamanho dos eritrécitos, como estratégia de adaptacao aos estressores.

A variavel CHCM é um indice utilizado para avaliagado do grau de anemia, e
€ calculada a partir da concentracdo de hemoglobina e do valor de volume
globular. (Labarrére et al. 2012). De acordo com Ranzani-Paiva et al. (1999) que
descreveram o padréo para P. mesopotamicus é entre 20,0 e 28,4 g dL™". Apesar
da reducdo do CHCM de 16,17582 no SAD para 11,94808 no EXP, esse indice
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mostra que os peixes de todos os tratamentos estdo com valores abaixo da faixa

de normalidade para o pacu.

Os estimulos estressantes como a presencga de patdégenos e a exposi¢cao
aos farmacos podem aumentar a concentragdo sanguinea de catecolaminas,
resultando em alteragdes nas variaveis sanguineas (Labarrére et al. 2012). Dessa
forma, a redugdo do CHCM ¢é resultado da redugdo no teor de hemoglobina,
juntamente com a hemoconcentragdo em decorréncia das catecolaminas. O
quadro de anemia é descrito para P. mesopotamicus apods infeccdo experimental

com a bactéria Aeromonas hydrophila (Garcia e Moraes, 2009).

A eficacia do IMD (81,32%) foi acima da recomendada para o Mercosul
(2012) para a comercializagdo do produto anti-helmintico (> 80%). No entanto, a
Secretaria de Defesa Agropecuaria Brasileira (Brasil, 1997) determina que o
registro de produtos anti-parasitarios requer uma eficacia comprovada acima de
95%. Assim, mais estudos devem ser realizados para que o IMD possa atender

ao mercado brasileiro.

5. CONCLUSAO

O inseticida Imidacloprid possui potencial para ser utilizado na aquicultura
brasileira, pois reduziu significativamente a infestacdo do monogenético A.
penilabiatus em branquias de P. mesopotamicus. No entanto, 14 dias apds o
tratamento foram observadas alteracbes nas variaveis hematoldgicas. Sendo
assim, estudos visando um periodo de recuperagao maior devem ser realizados

para verificar a reversibilidade do quadro anémico dos peixes.
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RESUMO - Neste estudo foi avaliado a eficacia de controle da bactéria
Aeromonas hydrophila pela associagao sulfadimetoxina + metronidazol (SM) e os
efeitos nas variaveis hematoldgicas, bioquimicas, osmo-idnicas e imunoldgicas de
Piaractus mesotamicus. O experimento foi conduzido por 21 dias, com cinco
tratamentos e seis réplicas. Apds sete dias de tratamento, foi observado o
crescimento de unidades formadoras de col6nias (UFCs) somente nas amostras
reisoladas dos peixes sadios e infectados ndo tratados e redugdo do numero de
eosindfilos de todos os tratamentos em relagdo ao controle e aumento dos ions
Na® nos peixes infectados e tratados com SM. Apéds 14 dias, ocorreu redugdo dos
valores do burst dos peixes de todos os tratamentos em relagcdo ao controle sadio.

Nao ocorreu alteragdo nas variaveis fisicas e quimicas da agua. A associagao de
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antimicrobianos sulfadimetoxina e metronidazol controlou o crescimento da
bactéria A. hydrophila em pacu e causou alteragbes nas variaveis

hematoimunoldgicas e ibnicas apos sete e 14 dias.

Palavras-chave: Eficacia; recuperacao, bacteriose, peixe neotropical.

1. INTRODUGAO

O crescimento significativo da produtividade aquicola se deve pela
intensificagdo dos sistemas de produgdo (Santos et al. 2013). Estes fatores aliados
as mudancgas bruscas da temperatura e excesso de residuos metabdlicos causam
estresse, interferindo na sua imunidade e favorecendo quadros de infeccbes

causadas por bactérias oportunistas (Dos Santos et al. 2014).

Os géneros Aeromonas e Pseudomonas classicamente sdo conhecidos
como taxons que agrupam O maior numero de espécies denominadas de
patdogenos oportunistas (Saavedra et al. 2004). Dentre as bactérias do género
Aeromonas, a espécie de maior importancia para piscicultura € a Aeromonas

hydrophila por sua alta patogenicidade (Nam e Joh, 2007).

A A. hydrophila € um bastonete mével Gram-negativo presente na
superficie corpérea e branquias de peixes. Sao anaerdbicas facultativas, de
oxidase positiva que causam septicemia hemorragica (Kozinska, 2007). Esta
enfermidade é caracterizada pela perda de apetite, apatia, despigmentacao,
corrosao da nadadeira caudal, petéquias, e internamente, pode haver acumulo de
liquido ascitico, anemia e necrose no figado e rins (Plumb, 1994; Kozinska, 2007;
Carraschi et al. 2011).

A expansao da aquicultura tem provocado o aumento da utilizacdo de
antomicrobianos para o controle de bactérias. Uma das formas de controle destes
patdgenos € a utilizagdo da associagédo da sulfonamida sulfadimetoxina [4-amino-
N-(2,6-dimetoxi-4-pyrimidinil)] com imidaz6l metronidazol [1: etil (2-hidroxi)-2-
metil-5-nitroimidazol]. Essa associacao se justifica devido ao seu amplo espectro

de acao, pois, a sulfadimetoxina € um antimicrobiano que atua contra bactérias
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gram-positivas e negativas e protozoarios e, o metronidazol é eficaz no contole de

protozoarios ciliados e bactérias anaerdbias (Cepav, 2015).

Os antibidticos sdo utilizados na forma de banho e adicionados a ragao,
sendo langados em grandes quantidades nas pisciculturas e nos corpos hidricos
(Carraschi et al. 2011). Assim, € necessario o desenvolvimento de protocolos de
tratamento seguros e especificos, verificando a eficacia e também a recuperagao
de peixes neotropicais, como o pacu (Piaractus mesopotamicus), uma das espécies

mais importantes para a piscicultura brasileira (Biller-Takahashi et al. 2015).

Assim, os objetivos deste trabalho foram verificar a eficacia e a
recuperacao (14 dias) de P. mesotamicus infectados experimentalmente com a
bactéria A. hydrophila e tratados com a Sulfadimetoxina + Metronidazol pelo
monitoramento das variaveis fisicas e quimicas da agua e das alteragbes

histopatoldgicas, hematoldgicas, bioquimicas, imunoldgicas e osmo-iénicas.

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Nucleo de Estudos e Pesquisas
Ambientais em Matologia, Nepeam, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinarias da Unesp, Campus de Jaboticabal.

O procedimento experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica de Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da

Universidade Estadual Paulista, sob o numero de protocolo 01116/14.

As cepas de A. hydrophila foram cedidas pela Prevet® Sanidade Aquicola e
a associagao de antimicrobiano Sulfadimetoxina + Metronidazol (50% de cada

ingrediente ativo) foi fornecida pela Cepav Pharma Ltda.

Foi utilizada a anadlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste F para
verificar a homogeneidade dos dados e o teste Tukey para verificar as diferengas

entre os tratamentos (p< 0,05).
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21. Infecgcdo experimental e eficacia de Piaractus mesopotamicus

infectados com Aeromonas hydrophila

Para o experimento de eficacia, 150 pacus com peso de 85,36 £ 15 g que
foram distribuidos em 30 caixas com capacidade de 60 L (n=5), com fluxo de
agua constante em 10 mL s™'. O experimento foi conduzido por 21 dias (sete dias
de tratamento com os farmacos e 14 dias de recuperagdo) em delineamento

inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e seis réplicas.

Para tanto, o experimento foi constituido de cinco tratamentos (controle
sadio (SAD); controle negativo com inoculagdo de solug¢do salina a 0,85% (SAL);
tratamento com peixes sadios expostos a 50 mg kg’ de SM na ragdo
medicamentosa (EXP); tratamento com peixes infectados com 5,22 x 10° A.
hydrophila mL™ e alimentados com ragdo ndo medicada (NTRAT); e tratamento
com peixes infectados com 5,22 x 10° A. hydrophila mL™" e tratados com 50 mg
kg” de SM na racdo (TRAT).

O in6culo de Aeromonas hydrophila foi preparado para a infecgéo
experimental com uma amostra da cepa mae, que foi repicada em meio BHI
(brain hearth infusion) (Kasvi®) e mantida por 24 horas em estufa de demanda
bioldgica de oxigénio (BOD) & 27°C. Em seguida, destarcou-se apds
centrifugacdo, o sobrenadante e o pellet, que é relativo ao crescimento da

bactéria, ressuspendido em solucao salina a 0,85%.

Para a infeccdo experimental, os peixes foram anestesiados com
benzocaina (1g 15 L™ de agua) e a inoculacdo de 1,0 mL concentrado de 5,22 x
10° bactéria mL™" (escala McFarland) foi realizada intramuscular (0,5 mL) e
subcutédnea (0,5 mL), via injecdo intracelomatica nos peixes dos tratamentos
NTRAT e TRAT.

Para a contagem e conversdo do numero de unidades formadoras de
colénia (UFC) por mililitro de in6culo, as culturas foram diluidas dez vezes de
forma seriada em solucéo salina e adicionado 0,1 mL da ultima diluicdo em placa

de agar vermelho de fenol-amido-ampicilina para a A. hydrophila.
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Os peixes foram alimentados com 2% da massa corporea com ragao duas
vezes ao dia durante os 21 dias de experimento. A ragdo comercial utilizada foi a
racdo Fri-Aqua (Fri-ribe®), com 28% de proteina bruta. Para a producéo da ragao
medicamentosa, foram adicionados 50 mg de sulfadimetoxina + metronidazol para

cada quilo, dissolvida em 2% de 6leo vegetal.

Durante os sete dias de tratamento (experimento de eficacia), os peixes do
EXP e TRAT foram alimentados com racdo medicamentosa enquanto o SAD, SAL
e NTRAT foram alimentados com ragdao comercial. A partir do oitavo dia até o
final (experimento de recuperagao) todos os tratamentos foram alimentados

apenas com racao comercial.

A mortalidade foi monitorada diariamente e as variaveis fisicas e quimicas
da agua: temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg L) e condutividade
elétrica (US cm™) foram mensuradas minutos antes e imediatamente apds da
primeira aplicagcéo e 1, 3, 5, 7, 11, 14 e 21 dias com o auxilio de um aparelho de

multiparametros YSI Professional Plus®.

2.2. Reisolamento de Aeromonas sp.

No oitavo dia, foram coletadas amostras assépticas de figado, rins e bago
de cinco peixes dos tratamentos SAD, NTRAT e TRAT para reisolamento. As
amostras do rim foram coletadas por meio de “swab” e de figado e bago por
imprint destes 6rgaos. Essas amostras foram coletadas em placas contendo meio
TSA e incubadas em BOD por 24 horas a 27 °C.

As culturas obtidas foram repicadas em agar vermelho de fenol-amido-
ampicilina, selecionadas e quantificadas as colbnias amareladas e com halo

transparente, que sao sugestivas de Aeromonas sp (Garcia e Moraes, 2009).

A seguir, realizou-se esfregagos das colbnias caracteristicas e coradas
pela técnica de Gram e as culturas que apresentarem bastonetes retos e curtos,
aos pares, isolados ou em cadeias curtas foram repicadas em agar ftriplice-
agucar-ferro (TSI) (Saad et al. 1995).
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Em seguida, foram submetidas as provas de catalase e oxidase, para
identificacdo do género seguindo esquema de caracterizagdo adotado por Popoff,
(1984). A prova da catalase foi realizada pela reacéo do peréxido de hidrogénio
com uma colénia de bactéria caracteristica, o resultado é considerado positivo se

ocorrer desprendimento de oxigénio dessa reagao.

A prova da oxidase foi realizada através de esfregagcos das culturas de
bactérias, com a utilizagcdo de al¢ca de platina, em fitas para prova da oxidase
(Newprov©). Foram consideradas positivas as culturas cujos esfregacos
apresentaram coloragdo purpura apés alguns segundos. Os cultivos que
apresentaram as caracteristicas de catalase e oxidase positiva foram

considerados como de Aeromonas sp.

2.3. Variaveis hematoldgicas, bioquimicas e osmo-idnicas

Um dia ap6s o final do periodo de tratamento (oitavo dia), foi coletada uma
amostra de sangue de nove peixes de trés réplicas cada tratamento. No final do
experimento de recuperacgao (dia 21), foram selecionados nove peixes das trés

réplicas restantes de cada tratamento para a coleta de sangue.

As aliquotas de sangue foram retiradas via pungado do vaso caudal com o
auxilio de duas seringas (uma heparinizada para obten¢ao do plasma e uma nao
heparinizada para a obtencdo do soro) para determinagdo das variaveis

sanguineas, glicose e burst respiratério.

O plasma e o soro foram removidos do sangue remanescente centrifugado.
O plasma saguineo foi coletado e armazenado em freezer convencional (-20 °C)
para as analises de osmolalidade e ions plasmaticos (Na*, K" e CI') e o soro

sanguineo foi coletado e congelado a -80 °C para analise de lisozima.

As variaveis hematolégicas: o numero de eritrécitos (RBC) (n mm™)
estimado utilizando solucdo salina 0,7% e camara de Neubauer; o hematdcrito
(Hct) (%) determinado pelo método de microhematdcrito e a hemoglobina (Hb) (g
100 mL") determinada pela cianometahemoglobina e leitura em

espectrofotdbmetro em 540 nm. Os valores de RBC, Hct e Hb foram utilizados para
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o calculo dos indices hematimétricos: volume corpuscular médio (VCM, fL) e

concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM, g dL™).

A contagem total e diferencial de leucocitos (mondcitos, neutrofilos,
eosindfilos, basdfilos, linfécitos e leucdcitos imaturos) e trombdcitos foram
efetuadas em extensbes sanguineas coradas com MGGW (May Grinwald-
Giemsa-Wrigth) (Rosenfeld, 1947) e o numero absoluto de leucocitos e de

trombdcitos estimado pelo método indireto (Hrubec e Smith, 1998).

As proteinas totais foram analisadas por refratbmetro. A osmolalidade
plasmatica foi determinada utilizando um semi-microsmémetro (WOSMETTE
precision system) que tem como base o ponto de congelamento e foi expressa em

mOsmol kg™.

As concentracdes de ions Na* e K* foram determinadas com o auxilio de
um fotébmetro de chama (DIGMED DM-61), na proporcéo 1:100 de plasma e agua
destilada. A concentracido de ions CI foi determinada utilizando um kit comercial
(LABTEST) com absorbancia de 490 nm, em uma leitora de microplaca (MRX-

HD-DYNEX). As concentracdes de ions foram expressas em mEq L™,

2.4. Resposta imune inata e glicemia

A atividade respiratoria dos leucécitos (burst respiratério) foi determinada
segundo protocolo de Anderson e Siwichi, (1994) modificado por Biller-Takahashi,
(2013). O método determina as espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas
pelo burst respiratério através do ensaio colorimétrico baseado na reducédo do
corante nitroblue tetrazolium (NBT) (Klein, 1990). A concentracdo de lisozima
sérica foi determinada baseada na lise da bactéria gram-positiva Micrococcus

lysodeikticus (Demers e Bayne, 1997).

A glicemia foi mensurada em sensor portati da marca Accu-Chek
Advantage1 que determina a glicemia por variagao elétrica gerada apds a reagao
da glicose com a enzima glicose desidrogenase, presente nas tiras reagentes. A
corrente elétrica gerada por essa reagao € proporcional a quantidade de glicose

da amostra, que é medida em mg dI”' (De Paiva, 2007).
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3. RESULTADOS

3.1. Eficacia da sulfadimetoxina + metronidazol e variaveis fisicas e

quimicas da agua

Apenas uma unidade formadora de col6nia (UFC) foi quantificada no bago
de um individuo no grupo SAD. No grupo NTRAT foram quantificadas no total
cinco UFCs nos rins, 42 no figado e 10 no UFC no bago. Nao foram quantificadas

UFCs no grupo de peixes infectados e tratados (TRAT) (Tabela 1).

Tabela 1. Valor total, eficacia e valores médios e desvio padrao de unidades formadoras
de colbnias (UFC) reisoladas de rins, figado e baco de pacu, P. mesopotamicus
no final do experimento de eficacia da SM.

OrgaolTrat. SAD NTRAT TRAT
VT (UFC) 1,0 57,0 0,0
Eficacia (%) - - 100
Rins 0,0 1,0+1,73 0,0
Figado 0,0 8,4+12,82 0,0
Baco 0,2+0,45 2,0+ 3,08 0,0

Trat. = Tratamento; SAD = grupo sadio; NTRAT = grupo infectado com 5,22 x 10° A.
hydrophila mL™" e nao tratado; TRAT = grupo infectado com 5,22 x 10° A. hydrophila mL™
e tratado com 50 mg kg™ de SM; VT = Valor total.

Todas as provas realizadas foram sugestivas de Aeromonas sp. As colbnias
que cresceram nas placas com agar vermelho de fenol e agar dextrina
apresentaram-se amareladas, com halo transparente devido a hidrélise do amido
(agar vermelho de fenol) ou da hidrélise da dextrina (agar dextrina).

As culturas que comprovaram ser Gram-negativas apresentavam na forma de
bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas. O resultado
das provas de catalase e oxidase também foram positivos, pois ocorreu
desprendimento de oxigénio no primeiro teste e os esfregagos apresentaram

coloragao purpura no segundo teste.

Durante o experimento de eficacia nao ocorreu mortalidade dos peixes e as
variaveis fisicas e quimicas da agua nao foram alteradas. A temperatura média foi
de 27,14 + 0,53 °C; a condutividade elétrica da agua de 176,0 + 9,38 uS cm™; o
oxigénio dissolvido na agua de 2,3 + 0,94 mg L e o pH de 8,0 + 0,15.
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3.2. Variaveis hematolégicas, bioquimicas, osmo-idnicas e resposta imune

inata apés o experimento de eficacia

Durante o experimento, foi observada coloragdo enegrecida da derme nos
peixes dos tratamentos SAL e NTRAT e redugcdo do numero de eosindfilos de
todos os tratamentos em relagédo ao controle no final do tratamento (Tabela 2).
Em relacdo aos ions, os valores de Na* foram maiores no tratamento TRAT

(Tabela 3). Nao ocorreu variagao significativa nos demais parametros.

Tabela 2. Valores das variaveis sanguineas da série vermelha e branca de pacu, P.
mesopotamicus no final do experimento de eficacia da SM.

Parametro/Células SAL NTRAT TRAT EXP SAD
Hematécrito (%) 27,06250 26,31250 23,75000 25,43750  23,00000
Hemoglobina (g dL™) 7,547199 7,163378 7,360110 7,003291 6,563536
VCM (fL) 192,6544 199,6571 198,6635 187,9002 185,9110
CHCM (g dL™) 28,08958 27,50075 31,09605 28,19981 28,71268
Eritrécitos (10° uL™) 2032,250 2047,625 2037,875 2035,000 2035,000
Trombécitos 14025,78 9572,75 15438,21 14092,52 17082,08
Leucécitos 18227,06 13134,16 19033,22 20162,30 22124,82
Linfécitos 10072,78 6994,43 16027,20 16149,90 16679,39
Monécitos 1119,930 386,592 515,286 932,037 1552,141
Neutréfilos 2744,054b 786,865 ab 240,553 a 942,076 ab 1191,381ab
Eosinéfilos 151,5082b  118,7695b  103,2073b  157,9458b  604,7187 a
CGE 871,532 336,628 405,268 771,450 1245,598
Leucocito imaturo 3256,200 933,903 1728,805 1620,052 1348,983

SAL = controle negativo com inoculagdo de solugéo salina a 0,85%; EXP = tratamento com peixes
sadios expostos a 50 mg kg'1 de SM na ragdo medicamentosa; NTRAT = grupo infectado com 5,22
x 10° A. hydrophila mL™" e nao tratado; TRAT = grupo infectado com 5,22 x 10° A. hydrophila mL"e
tratado com 50 mg kg'1 de SM; SAD = grupo sadio. Células Granulociticas Especiais (CGE). Valores
seguidos por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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Tabela 3. Valores das variaveis séricas, bioquimicas, osmo-idnicas e resposta imune
inata de pacu, P. mesopotamicus no final do experimento de eficacia da

SM.

Parametro SAL NTRAT TRAT EXP SAD
Burst 0,584375ab  0,542000 ab 0,524125a  0,637875b  0,604125 ab
Lisozima 0,000550 0,000539  0,000425 0,000422 0,000375
Proteina 3,166667 2,888889  2,744444 2,800000 5,188889
Glicose 72,50000 75,87500  64,50000 59,12500 76,83333
Osmolaridade 260,5000 247,6250  245,6250 271,7500 260,0000
Sédio (Na*) 147,7500 ¢ 191,3750 ab  209,5714a 151,7500 bc  158,3750 bc
Potassio (K") 2,050000 2,362500  1,375000 1,462500 1,662500
Cloreto (CI) 309,4593a  341,2519a 346,4889a  362,7185a  334,0593 a

SAL = controle negativo com inoculagado de solugéo salina a 0,85%; EXP = tratamento com
peixes sadios expostos a 50 mg kg'1 de SM na ragcdo medicamentosa; NTRAT = grupo
infectado com 5,22 x 10° A. hydrophila mL" e nao tratado; TRAT = grupo infectado com 5,22 x
10° A. hydrophila mL" e tratado com 50 mg kg'1 de SM; SAD = grupo sadio. Valores seguidos
por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

3.3. Variaveis hematologicas, bioquimicas, osmo-idbnicas e resposta imune
inata apo6s o experimento de recuperagao

Durante o experimento de recuperagao ndo ocorreu mortalidade dos peixes
e as variaveis fisicas e quimicas da agua nao foram alteradas. A temperatura média
foi de 27,17 + 1,42 °C; a condutividade elétrica da agua de 181,1 + 8,84 uS cm™: o
oxigénio dissolvido na agua de 3,7 + 1,10 mg L"eo pH foi 8,1 £ 0,15.

Apo6s 14 dias do final do tratamento foi observada reducéo significativa dos
valores do burst dos peixes de todos os tratamentos em relagdo ao controle sadio

(Tabela 5). Nao ocorreu variagao significativa nos demais parametros (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4. Valores das variaveis da série vermelha e branca de pacu, P. mesopotamicus no
final do experimento de recuperacéao da SM.

Parametro/Células SAL NTRAT TRAT EXP SAD
Hematécrito (%) 30,66667 30,94444 39,50000 33,33333 30,55556
Hemoglobina (g dL™) 10,13408 9,569403 9,48602 8,51907 10,18723
VCM (fL) 197,3208 181,5934 199,1538 183,5950 182,2734
CHCM (g dL™) 33,22553 31,18948 30,25187 25,75755 33,61279
Eritrécitos (10°u L™) 1606111 1736667 1635556 1842778 1714444
Trombécitos 11772,92 11970,12 10228,38 12409,95 14335,32
Leucécitos 19887,36 ab 21731,94 a 14486,57 b 18804,70ab  19100,87 ab
Linfécitos 8478,11 b 16976,91 a 9287,35b 14532,54ab  12050,39 ab
Monécitos 593,582 907,693 526,551 1028,454 905,443
Neutroéfilos 1873,600 1040,745 808,108 895,019 2269,406
Eosindfilos 219,1940 271,0366 154,7225 159,3386 261,5542
CGE 584,2528 509,1399 335,3117 502,8162 520,4922
Leucécito imaturo 1035,560 2008,725 1764,903 1715,644 1027,113

SAL = controle negativo com inoculagdo de solugédo salina a 0,85%; EXP = tratamento com peixes
sadios expostos a 50 mg kg de SM na ragdo medicamentosa; NTRAT = grupo infectado com 5 22 x10
A. hydrophila mL e nao tratado; TRAT = grupo infectado com 5,22 x 10° A. hydrophila mL™ e tratado
com 50 mg kg de SM; SAD = grupo sadio. Células Granulociticas Especiais (CGE). Valores seguidos

por letras distintas na linha diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).

Tabela 5. Valores das variaveis bioquimicas, osmo-idnicas e resposta imune inata de
pacu, P. mesopotamicus no final do experimento de recuperacéo da SM.

Parametro SAL NTRAT TRAT EXP SAD
Burst 0,517889 b 0,529889 b 0,519778 b 0,550625 b 0,689333 a
Lisozima 0,000833 a 0,000506 b  0,000656 ab 0,000506 b  0,000571 ab
Proteina 3,15000 2,63333 13,84444 3,15556 3,49444
Glicose 57,44444 47,22222 68,88889 54,88889 66,44444
Osmolaridade 261,5556 b 270,8889ab  263,5556 ab 274,7778 a  273,4444 ab
Sédio (Na”) 155,2222 169,0000 167,0000 174,5000 169,0000
Potassio (K') 1,877778 1,877778 1,911111 1,412500 2,066667
Cloreto (CI) 305,5556 272,0370 315,8741 302,0963 312,7259

SAL = controle negativo com moculagao de solugdo salina a 0,85%; EXP = tratamento com

peixes sadios expostos a 50 mg kg de SM na ragdo medicamentosa; NTRAT =

grupo

mfectado com 5,22 x 10 A. hydrophila mL" e nao tratado; TRAT = grupo infectado com 5,22 x
10° A. hydrophila mL" e tratado com 50 mg kg de SM; SAD = grupo sadio. Valores seguidos
por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
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4. DISCUSSAO

Neste estudo ocorreu eficacia da associacdo dos antimicrobianos
sulfadimetoxina e metronidazol (SM) no controle de Aeromonas sp. em P.
mesopotamicus, assim como, o florfenicol (10,0 mg kg™') e enrofloxacina (90,0 mg L™)

no controle de Aeromonas sp. em Piaractus mesopotamicus (Carraschi et al. 2014).

O florfenicol também foi eficaz 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; Gaikowski et
al. 2003; Nordmo et al. 2006; Seljestokken et al. 2006). Para Carraschi et al.
(2011) nao ocorreu eficacia da oxitetraciclina adicionada na racédo (170,0 mg kg™)
para 0 mesmo patdgeno e peixe. No entanto, este antibidtico foi 100% eficaz para
outras espécies, como o |. punctatus no controle de Aeromonas sp., com 50,0 mg
kg” (Oxytetracycline, 1986) e de F. columnare, com 80,0 mg kg™ (Tomas-Jinu e
Goodwin, 2004).

O escurecimento da epiderme dos peixes dos tratamentos SAL e NTRAT
€ consequéncia do maior numero de células no local e do aumento de
melanoforos. Esta alteracdo esta relacionada a tentativa de regeneragdo de
tecidos danificados (Secombes, 1996), a determinagdo da hierarquia social e
condicao de estresse (Beeching, 1995) e a bacterioeses como a aremonose
(Garcia e Moraes, 2009).

As alteracbes hematologicas ocasionadas pelas doengas bacterianas
variam de acordo com o agente etioldgico e dependem da patogenicidade e
viruléncia da bactéria (Dias et al. 2009). Os altos valores de eosindfilos verificados
nos peixes do grupo SAD é caracteristica inerente da espécie (Ranzani-Paiva et
al. 1999). Porém, a eosinopenia, sugere nao ser um disturbio, uma vez que, a
auséncia ou a baixa frequéncia destas células no sangue de teledsteos & normal
(Tavares-Dias e Moraes, 2003). Garcia e Moraes (2009) também observaram
reducdo do numero de eosindfilos 24h apds inoculacao intraperitoneal de 6,0 x
10° UFC mL™" de A. hydrophila em pacu.

A perda de ions é uma resposta compensatéria a infestacao pelo patégeno,

pelo estresse causado pelo mesmo ao hospedeiro e também devido aos danos
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nos tecidos dos peixes, principalmente nas branquias, provocados por agentes
externos (Ewing et al. 1994; Tumbol et al. 2001), como a presenca de farmacos
na agua. No entanto, foi observado aumento de ions Na® nos peixes do grupo
TRAT. Essa alteragdo pode ser explicada pelo aumento da permeabilidade da
membrana celular, permitindo que o Na® intracelular se difunda passivamente
para o fluido extracelular (Laurén e McDonald,1985; Perry e Laurent, 1993).
Segundo Tumbol et al. (2001) os peixes que sobrevivem as enfermidades sao
capazes de restaurar os ions até valores positivos apdés a infestagdo e

subsequente traumas.

Ao final de sete dias de tratamento, foi observado aumento n&o significativo
nos niveis de lisozima em todos os tratamentos em relagdo ao controle. Segundo
Studnicka e Siwicki, (1986) e Siwicki e Studnika, (1987), apds a infecgao, injecéo
ou exposicdo de agentes patogénicos ou material estranho € comum ocorrer
aumento na concentragdo de lisozima no sangue. Han et al. (2014) também
observaram redugao da atividade de lisozima em Cyprinus carpio expostos a 2,5

mg L™ de metronidazol por 30 dias.

Essa explicagdo também pode ser utilizada para a reducéo significativa nos
niveis do burst respiratério em todos os tratamentos em relagcdo ao controle
observado no experimento de recuperagcdo. Essa imunossupressao pode ter sido
acarretada pelo estresse causado pela inoculacdo de solucdo salina e bactéria
nos peixes dos tratamentos SAL e NTRAT e pela presenca da bactéria e da SM
no TRAT e EXP. Para restabelecer o equilibrio osmorregulatorio, os peixes
gastam energia extra, deprimindo a sua resisténcia e o seu sistema imunoldgico
(Carneiro e Urbinati, 2001).

5. CONCLUSAO

A associacado de antimicrobianos sulfadimetoxina e metronidazol foi eficaz
no controle da bactéria A. hydrophila em pacu e causou alteragbes nas variaveis
hematoldgicas e ibnicas. No entanto, mais estudos sao necessarios para elucidar
o tempo de recuperagao dos peixes, pois estes estavam imunossuprimidos apos

14 dias de experimento.
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Os esforgos para melhorar o desempenho deste farmoquimico seria a
inclusdo do desenvolvimento de uma formulagdo especifica para a aquicultura,
com ajuste das doses utilizadas para o tratamento e determinacdo de
concentragbes ativas mais baixas, reduzindo assim a quantidade de produtos

quimicos espalhados no ambiente aquatico.
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RESUMO - O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos histopatologicos em
branquias, figado e rins de pacu (P. mesopotamicus) causados pelo imidacloprid
(IMD) e pela associacdo da sulfadimetoxina e do metronidazol (SM) e/ou
patdogenos e verificar a recuperagdo. O experimento eficacia do IMD para o
controle de Anacanthorus penilabiatus foi conduzido por cinco dias e da SM para
tratar Aeromonas hydrophila por sete dias. Uma amostra de branquias, figado e
rins de cinco peixes dos tratamentos de cada droga foi coletada um dia apds o
final do experimento de eficacia e 14 dias apds, para verificar a recuperagao dos
peixes. Nao foram observadas alteragbes nas amostras de branquias, figado e
rins dos peixes do controle. Nas branquias dos peixes dos experimentos de
eficacia e recuperacdo do IMD e da SM ocorreram ondulagdo das lamelas
secundarias, aumento do epitélio interlamelar, edema das lamelas secundarias,

presencga de parasitos e congestdo das lamelas secundarias. No figado ocorreu
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hipertrofia dos hepatdcitos, congestdo dos capilares sinusoides, aumento do
diametro dos capilares sinusdides e nucleo deslocado para periferia. Nos rins as
alteragdes foram a vacuolizagéo e oclusao dos tubulos e a retragdo do glomérulo.
A presenga dos patogenos A. penilabiatus e A. hydrophila aliados a exposigao
aos farmacos causaram alteragbes em branquias, figado e rins de pacus e o
periodo de 14 dias mostrou recuperagao inicial de branquias e rins de P.

mesopotamicus.

Palavras-chave: Piscicultura; Doencga; peixe neotropical.

1. INTRODUGAO

As drogas originalmente desenvolvidas para uso na agricultura foram
adaptadas para utilizagdo no controle dos patdégenos na medicina veterinaria e na
aquicultura (Banerjee et al. 2014). Um exemplo é o organofosforado triclorfon,
utilizado como pesticida em lavouras de soja (Santos, 2015) e antihelmintico em

ovinos (Yoshihara et al. 2013) e peixes (Toksen et al. 2013; Venturini et al. 2015).

Neste contexto, dois xenobidticos originados da agricultura e da medicina
veterinaria possuem potencial para o controle de patdgenos na aquicultura: o
inseticida imidacloprid e a associagdo de antimicrobianos sulfadimetoxina +

metronidazol.

@) Imidacloprid (IMD) (1-[(6-chloro-3-pyridinylmethyl]-N-nitro-2-
imidazolidinimine) possui potencial na aquicultura para ser utilizado no controle do
monogenético Anacanthorus penilabiatus. E um inseticida pertencente a classe
quimica dos neonicotindides que se ligam ao receptor de acetilcolina nicotinico
pos-sinaptico (hAChRs) em insetos, causando paralisia e morte (Tomizawa et al.
1999). E um os pesticidas mais utilizados no mundo, registrado para uso em mais

de 140 culturas em mais de 120 paises (Brittain e Potts, 2011).

A associacdo da sulfonamida sulfadimetoxina [4-amino-N-(2,6-dimetoxi-4-
pyrimidinil)] com imidazél metronidazol [1: etil (2-hidroxi)-2-metil-5-nitroimidazol]
(SM) é utilizada para o tratamento de giardiase em caes e gatos. Esta associagao

de antimicrobianos possui potencial para ser utilizado na aquicultura no controle
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de bacterioses como a Aeromonas hydrophila devido ao seu amplo espectro de
agao. A sulfadimetoxina € um antimicrobiano que atua contra bactérias gram-
positivas e negativas e protozoarios e, o metronidazol é eficaz no contole de

protozoarios ciliados e bactérias anaerébias (Cepav, 2015).

Os xenobidticos utilizados na aquicultura, acrescidos dos descartes
domésticos e industriais, geram uma pressao antropica nos ecossistemas
aquaticos, desencadeando diferentes mecanismos de toxicidade nos organismos

que habitam este ambiente (Rabouille et al. 2006).

Para analisar esses mecanismos, a histologia € uma importante ferramenta
para se diagnosticar efeitos toxicos diretos e indiretos que afetam os tecidos
animais. Por isso é considerada um excelente método de avaliagdo de
bioindicadores de impacto ambiental causado por agentes toxicos (Heath, 1995;
Albinati, 2009). Para as analises histologicas, 6rgdos de contato direto com o
xenobidtico, como as branquias e os 6rgaos de metabolismo e excregdao, como o
figado e o rim, sdo os mais indicados para indicar alteragdes de acao toxica

aguda ou crénica de produtos quimicos em tecidos animais.

Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos histopatologicos
em branquias, figado e rins de pacu, P. mesopotamicus, causados pelos
patdgenos e/ou IMD e a SM e verificar se estes sao reversiveis apoés 14 dias do

final do tratamento.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Nucleo de Estudos e Pesquisas
Ambientais em Matologia, Nepeam, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Unesp, Campus de Jaboticabal. A rotina histopatologica foi
realizada no Setor de Técnicas Morfolégicas do Laboratério de Anatomia da
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal.

O imidacloprid (200g L™ de ingrediente ativo) na formulacdo Provado® foi
adquirido de forma comercial. A associacao de antimicrobianos Sulfadimetoxina +
Metronidazol foi fornecida pela Cepav Pharma Ltda e as cepas de A. hydrophila

foram cedidas pela Prevet® Sanidade Aquicola.
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O procedimento experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica de Uso
de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da

Universidade Estadual Paulista, sob o numero de protocolo 01116/14.

2.1. Eficacia e recuperacao do Imidacloprid em Piaractus mesopotamicus

infestados com Anacanthorus penilabiatus

Para o experimento de eficacia, 300 pacus com peso de 138,5 + 20 g foram
distribuidos aleatoriamente em 12 tanques com capacidade de 400L (n=25), com
fluxo de agua constante em 10 mL s O experimento teve a duragao de 19 dias
(cinco dias do experimento de eficacia na forma de banho terapéutico com uma
hora de exposi¢cédo por dia, mais 14 dias do experimento de recuperacéo) e foi

conduzido com delineamento inteiramente casualizado.

Os tratamentos foram um controle sadio (SAD); um tratamento composto
por peixes sadios expostos a 88,0 mg L de imidacloprid na forma de banho
terapéutico (EXP) por uma hora; um tratamento composto por peixes infestados
com A. penilabiatus e nado tratados (NTRAT) e um tratamento composto por
peixes infestados com A. penilabiatus e tratados com 88,0 mg L™ de imidacloprid

na forma de banho terapéutico (TRAT). Todos em ftriplicata.

Durante 60 dias, os tratamentos NTRAT e TRAT foram mantidos nas
seguintes condigdes: baixa concentracdo de oxigénio dissolvido (< 4,0 mg L),
excesso de matéria organica, alimentacdo a cada 48 horas e com captura
periddica. Apos esse processo, semanalmente, uma amostragem de cada tanque
(n=2) destes tratamentos foi submetida a coleta das branquias para contagem
basal de parasitos. Na contagem basal os pacus apresentaram em média 82,67 +

25,41 de monogenéticos peixe™.

A mortalidade foi monitorada diariamente e as variaveis fisicas e quimicas da
agua: temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg L™) e condutividade elétrica
(uS cm'1) foram mensuradas antes e imediatamente apds da primeira aplicagao e
1, 3, 5,7, 11, 14 e 19 dias com o auxilio de um aparelho de multiparametros YSI
Professional Plus®.
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2.2. Eficacia e recuperagao da sulfadimetoxina + metronidazol em Piaractus

mesopotamicus infectados com Aeromonas hydrophila

Para o experimento de eficacia, 150 pacus com peso de 85,36 + 15 g foram
distribuidos aleatoriamente em 30 caixas com capacidade de 60L (n=5), com fluxo
de agua constante em 10 mL s O experimento teve a duracao de 21 dias (sete
dias do experimento de eficacia mais 14 dias do experimento de recuperacgéo) e
foi conduzido com delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos

e seis replicas.

Os tratamentos foram controle sadio (SAD); controle negativo com
inoculagcado de solugédo salina a 0,85% (SAL); tratamento composto por peixes
sadios expostos a 50 mg kg™ de SM na racdo medicamentosa (EXP); tratamento
composto por peixes infectados com A. hydrophila e alimentados com ragéo nao
medicamentosa (NTRAT) e tratamento composto por peixes infectados com A.

hydrophila e tratados com 50 mg kg™ de SM na racéo (TRAT).

Para a infeccdo experimental, os peixes foram anestesiados com
benzocaina (1g 15 L™ de agua) e inoculagdo de 1,0 mL concentrado de 5,22 x 10°
bactéria mL" (escala McFarland) foi realizada intramuscular (0,5 mL) e
subcutédnea (0,5 mL), via injecdo intracelomatica nos peixes dos tratamentos
NTRAT e TRAT. O inéculo foi obtido apdés a centrifugagdo das culturas, o

sobrenadante foi descartado e o pellet diluido em solugao salina a 0,85%.

Para a contagem e conversdo do numero de unidades formadoras de
colénia (UFC) por mililitro de inéculo, as culturas foram diluidas dez vezes de
forma seriada em solucéo salina e adicionado 0,1 mL da ultima diluicdo em placa

de agar vermelho de fenol-amido-ampicilina para a A. hydrophila.

Durante os sete dias de tratamento (experimento de eficacia), os peixes do
EXP e TRAT foram alimentados com ragao medicamentosa enquanto o SAD, SAL
e NTRAT foram alimentados com ragcédo comercial. A partir do oitavo dia até o final
(experimento de recuperacéo) todos os tratamentos foram alimentados apenas
com ragao comercial. Os peixes foram alimentados com 2% da massa corpérea
com ragao duas vezes ao dia durante os 21 dias de experimento. A racao

comercial utilizada foi a racao Fri-ribe® com 28% de proteina bruta e para a
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producdo da ragdo medicamentosa, foram adicionados 50 mg de sulfadimetoxina

+ metronidazol para cada quilo, dissolvida em 2% de dleo vegetal.

A mortalidade foi monitorada diariamente e os as variaveis fisicas e quimicas
da agua: temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg L) e condutividade elétrica
(S cm™) foram mensuradas antes e imediatamente apds da primeira aplicacéo e
1, 3,5,7, 11, 14 e 21 dias com o auxilio de um aparelho de multiparametros YSI

Professional Plus®.

2.3. Analises histopatoldégicas em Piaractus mesopotamicus

Uma amostra de branquias, figado e rins de cinco peixes de cada tratamento
foi coletada um dia apds o final do experimento de eficacia e de recuperagéao de
cada droga. Os peixes foram eutanasiados em banho de imersdo com benzocaina
(1,0 g 150 L' de agua) para a obtencdo das amostras para as andlises
histopatolégicas. Os fragmentos de branquias, figado e rins foram fixados em
formaldeido 10% tamponado (tampao PBS, 0,1M; pH 7,2) por 24 horas.

Apos a fixacdo, os fragmentos foram submetidos a desidratagao,
diafanizacdo e inclusdo em Histosec® (Merck). Em seguida foi realizada a
microtomia em micrétomo automatico (Leica, RM-2155) obtendo-se cortes 5 um
de espessura e corados com hematoxilina-eosina (H.E) (Behmer et al. 1976) e
acido periodico de Schiff (PAS). As laminas foram analisadas em microscopio de
luz Labomed modelo LX400 em aumento de 100, 200 e 400X.

3. RESULTADOS

A constituicdo das branquias dos pacus do grupo controle € composta pela
lamela primaria, que é constituida por cartilagem que reveste e a sustenta, no seu
interior ocorre a presenga de um vaso sanguineo a partir da lamela secundaria.
Esta é composta por células mucosas e células de sustentagdo. Entre as lamelas
secundarias ocorre a formagao do espaco interlamelar composto por células

mucosas, células de revestimento e cloreto (Figura 1A).

Histologicamente, o figado dos peixes no grupo controle apresentou

organizagao cordonal dos hepatdcitos formado a partir das veias centrais do 6rgéo.
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Os hepatdcitos apresentaram citoplasma claro (aciddfilo) e nucleo (basdfilo)
levemente deslocado para a periferia da célula (Figura 2A). Os rins nos animais do
grupo controle apresentaram glomérulos e tubulos proximais de distais. No
intersticio de tecido composto por tecido conjuntivo frouxo, onde ocorre a presenca

do tecido hematopoiético (Figura 2D).

Nas branquias dos peixes dos experimentos de eficacia e recuperagao do
IMD e da SM foram observados ondulagdo das lamelas secundarias (Figura 1B);
presenca de parasitos (Figura 1C); aumento do epitélio interlamelar (Figura 1D);
edema das lamelas secundarias (Figura 1E) e congestao das lamelas secundarias
(Figura 1F) (Tabela 1).

Tabela 1. Respostas histopatologicas observadas em branquias de P. mesopotamicus nos
experimentos de eficacia e recuperacdo com o inseticida imidacloprid e a
associacao de antimicrobianos sulfadimetoxina e metronidazol.

Experimento Eficacia Recup Eficacia Recup
P IMD IMD SM SM
SIE/|T|{N/S E[T/NS S E/|TIN S/ S ET|N
A XIRITIA XIRIT|A|A X|R|T|A|A X|R|T
Alteragcao/Tratamento D[P AR/ D/P/ A RDL|PAR/DL P AR
T A T A T A Tl A
T T T T
Sem alteragao X X
Ondulacéao das lamelas secundarias X X X X X X X X X X X X X X X X
Aumento do epitélio interlamelar X X X X X X
Edema das lamelas secundarias X
Congestao das lamelas secundarias X
Presenca de parasitos X X X X X X X X X X X

Recup. = Recuperagdo; SAD = peixes sadios; SAL = controle negativo com inoculagdo de solugéo
salina a 0,85%; EXP = peixes sadios expostos ao IMD e SM; TRAT = peixes infestados/infectados e
tratados com o IMD e SM; NTRAT = peixes infestados/infectados e nao tratados.

No figado foram observados hipertrofia dos hepatécitos e nucleo deslocado
para periferia (Figura 2B); congestdo dos capilares sinusodides (Figura 2B);
aumento do didmetro dos capilares sinusoides (Figura 2C) (Tabelas 1 e 2). E nos
rins as alteragdes foram vacuolizagdo dos tubulos (Figura 2E), retragdo do

glomérulo (Figura 2E) e oclusao dos tubulos (Figura 2F) (Tabela 2 e 3).
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Tabela 2. Respostas histopatoldgicas observadas em figado de P. mesopotamicus nos
experimentos de eficacia e recuperagdo com o inseticida imidacloprid e a
associacao de antimicrobianos sulfadimetoxina e metronidazol.

Experimento Eficacia Recup Eficacia Recup
P IMD IMD SM SM
SIE/|T|{N|S/E[T/ NS S| E|TIN S S ET|N
A XIRITIA XIRIT|A|A X|RIT|AA X|RIT
Alteracao/Tratamento D[P |A|R/D/P/ARDL|PAR/DL P AR
T A T| A T A Tl A
T T T T
Sem alteragao X X X X X X
Hipertrofia dos hepatdcitos X X X X X X X X X X X X
Nucleo deslocado para periferia X X
Aumento do didmetro dos capilares X X X X
sinusdides
Congestao dos capilares sinusoides X X X X X

Recup. = Recuperagao; SAD = peixes sadios; SAL = controle negativo com inoculagéo de solugéo salina
a 0,85%; EXP = peixes sadios expostos ao IMD e SM; TRAT = peixes infestados/infectados e tratados
com o IMD e SM; NTRAT = peixes infestados/infectados e ndo tratados.

Tabela 3. Respostas histopatolégicas observadas em rins de P. mesopotamicus nos
experimentos de eficacia e recuperagdo com o inseticida imidacloprid e a
associacao de antimicrobianos sulfadimetoxina e metronidazol.

Experimento Eficacia Recup Eficacia Recup
P IMD IMD SM SM

S|E{TIN SIE[T|N S|S|E[T|N S|S|E[T|N
A XIRITIAXRIT|A|A X|RIT|A|A X|RIT
Alteracao/Tratamento D[P |A|R/D/P/ARDL|PAR/DL| P AR
T A T| A T| A T| A
T T T T

Sem alteragao X X X X X X
Vacuolizagao dos tubulos X X X X X X X X X X X X
Retragdo do glomérulo X X X X X X X X X X X X

Oclusao dos tubulos X

Recup. = Recuperagao; SAD = peixes sadios; SAL = controle negativo com inoculagéo de solugao salina
a 0,85%; EXP = peixes sadios expostos ao IMD e SM; TRAT = peixes infestados/infectados e tratados
com o IMD e SM; NTRAT = peixes infestados/infectados e ndo tratados.

4. DISCUSSAO

Neste estudo, as alteragdes nas branquias, figado e rins de P.
mesopotamicus se enquadram nas lesbées de primeira e segunda fase proposta
por Poleksic e Mitrovic-Tutundzic (1994) e adaptada por Meletti et al. 2003.
Nestas fases, as alteracdes sao reversiveis uma vez as condicbes ambientais sao

melhoradas (Sensini et al. 2008).
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Neste estudo observamos que apos 14 dias o tratamento com os farmacos
ocorreu recuperacao inicial nas branquias dos peixes do experimento com o IMD e
dos rins dos peixes do experimento com o IMD e a SM. Segundo Reimschuessel,
(2001) e Gernhofer et al. (2001), o processo de regeneracao dos tecidos comeca
geralmente de 2 a 4 semanas apds a exposigdo ao agente estressor e pode
demorar até dois meses para ser concluido, dai a auséncia de recuperacao total
neste periodo. Venturini et al. (2015) também n&o observaram recuperacgao total

de P. mesopotamicus sete dias apos a exposigao dos peixes ao fenol.

As branquias apresentam funcdo de regulacdo osmotica, excrecéo e
respiracao nos peixes e sao biomarcadores sensiveis as alteragdes causadas por
xenobidticos por estarem em contato direto com a agua (Poleksic e Mitrovic-
Tutundzic 1994; Brunelli et al. 2011). As alteragbes estruturais branquiais
comprometem a fungcédo do 6rgao, especialmente, em exposigcado crénica a niveis

subletais (Nogueira et al. 2011).

A ondulacdo das lamelas secundarias € resultado da exposicido das
branquias aos farmacos e/ou aos parasitos. Alteragdes histopatoldgicas
causadas por monogenéticos se devem principalmente as suas estruturas
morfoldégicas e o modo especializado de fixagcdo nos tecidos do hospedeiro
(Kaur e Shrivastav, 2014).

Segundo Wood (1960), os pesticidas causam perda da adesao entre a
célula epitelial e o sistema subjacente de células pilares acompanhado por um
colapso na integridade estrutural das lamelas secundarias. O efeito secundario
da desorganizacao da estrutura branquial € a menor eficiéncia na absorg¢ao de
oxigénio devido ao aumento da distancia de difusao lamelar (Fanta et al. 2003).
Essa alteracdo também ocorreu em Ictalurus punctatus, Notemigonus
crysoleucas e Pimephales promelas infestadas com Centrocestus formosanus
(Andrew et al. 2001); em Glossogobius giuris expostos ao Oleo de neem
(Mamatha e Mohan, 2013); em Rutilus rutilus exposto ao diazinon (Katuli et al.
2014); em R. rutilus tratados com permanganato de potassio e formoldeido
(Ghelichpour et al. 2014) e em Labeo rohita inestados com Paradactylogyrus sp.
(Kaur e Shrivastav, 2014).
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A maior parte das lesbes causadas por exposicdes subletais em
branquias afeta epitélio lamelar (Hinton e Lauren, 1990). O edema e o aumento
do epitélio interlamelar sa&o consideradas respostas adaptativas e um
mecanismo de defesa do individuo onde branquias tentam aumentar a distancia
entre o ambiente externo e o sangue, servindo assim como uma barreira para a
entrada de contaminantes (Sepici-Dingel et al. 2009). Essas alteragdes também
ocorreram em Leporinus macrocephalus expostos ao Diquat (Henares et al.
2007); em Cichlasoma dimerus exposto ao endosulfan (Da Cuna et al. 2011); em
pacus infectados com Aeromonas hydrophila e tratados com florfenicol
(Carraschi et al. 2012); em Poecilia reticulata exposta ao herbicida glyphosate
(Rocha et al. 2015); em Orechromis niloticus expostas a Sulfluramida (Virgens et
al. 2015).

A congestao na lamela secundaria pode ser uma tentativa do peixe em
diminuir as trocas gasosas, reduzindo a absorgdo do xenobiotico pela estrutural
branquial (Henares et al. 2008). Essa alteracdo também foi observada em
Oreochromis niloticus expostos ao Diquat (Henares et al. 2007); em Carassius
auratus exposto ao zinco (Subburaj et al. 2015) e em Acanthopagrus bifasciatus,
Diplodus noct e Sparidentex hasta infestados com Benedenia acanthopagri
(Hassan et al. 2015).

O figado € um importante 6rgdo de armazenamento e sua fungao primaria
€ a desintoxicagado (Olsson et al. 1996) e também é susceptivel as variagdes
ambientais, além de ser extremamente sensivel aos poluentes aquaticos
(Fernandes et al. 2008).

A hipertrofia dos hepatdcitos e o deslocamento do nucleo sao decorrentes
do aumento no numero de organelas responsaveis por metabolizar a droga como
descrito por Carraschi et al. (2012) em pacus infectados com A. hydrophila e
tratados com florfenicol; por Kan et al. (2012) em tilapias expostas a deltametrina;
por Van Dik et al. (2012) em Clarias gariepinus em diferentes ecossistemas
aquaticos da Africa do Sul e por Shiogiri et al. (2012) em pacus expostos ao
glyphosate.
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A congestéo dos capilares sinusoides é consequéncia do aumento do fluxo
sanguineo para o processo de detoxificagado do figado. A incapacidade de sangue
para chegar a veia central faz com que o figado bombeie o0 sangue mais forte,
resultando em estresse do 6rgao (Olojo et al. 2005). Essa alteragédo também foi
observada em Clarias gariepinus expostos ao chumbo (Olojo et al. 2005); em C.
gariepinus e em Leporinus macrocephalus expostos ao glyphosate (Olurin et al.
2006; Albiati et al. 2009).

O aumento do didmetro do capilar sinusdide é indicativo de maior fluxo
sanguineo no figado, sugerindo uma estratégia de eliminagdo dos catabdlitos
produzidos por este 6rgdo para posterior excregdo renal ou branquial. Esta
alteracao foi observada por Cengiz e Unlu (2006) em Gambusia affinis expostos a
deltametrina, por Shiogiri et al. (2012) em pacu expostos ao glyphosate, por
Nunes et al. (2014), em Gambusia holbrooki expostos a tetraciclina e por Nunes

et al. (2015) em Salmo trutta fario expostos ao acido salicilico.

O rim é um bom indicador de metais pesados e pesticidas (Xing et al. 2012)
pois € responsavel por excretar os metabolitos produzidos pelo figado. As
alteracdes histopatoldgicas em tecido de rim sdo normalmente associadas com a

presenca de substancias toxicas no filtrado dos glomérulos (Silva e Martinez, 2007).

A retracao do glomérulo dos peixes expostos ocorre devido a expansao da
capsula glomerular para a eliminagdo da droga. Essa alteragéao também ocorreu
em Heteropneustes fossilis expostos ao clorpirifés (Srivastava et al. 1990) e ao
mercurio (Bano e Hasan, 1990), em Leporinus macrocephalus expostos ao
glyphosate (Albinati et al. 2009) e em Carassius auratus expostos ao chumbo
(Khan et al. 2014).

A oclusdo e vacuolizagdo dos segmentos proximal ou distal dos tubulos
renais podem ocorrer pela acumulagdo de materiais no lumen e também como
consequéncia da expansao das células epiteliais (Takashima e Hibiya, 1995). Tal
alteracado dificulta o fluxo do filtrado e atrasa os processos de reabsorcéo e
secregao no tubulo (Hinton e Lauren, 1990). Essas alteragbes também foram
observadas em Prochilodus lineatus, submetidos a testes in situ por sete dias em

um ribeirao urbano contaminado (Camargo et al. 2007); em Astyanax altiparanae
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coletados em um ribeirdo urbano contaminado (Silva e Martinez, 2007), em Labeo
rohita expostos ao fenol (Butchiram et al. 2013) e em Poecilia sp. cultivadas em

esgotos domésticos tratados (Santos et al. 2015).

5. CONCLUSAO

A presenga dos patdégenos Anacanthorus penilabiatus e Aeromonas
hydrophila aliados a exposi¢do do IMD e SM causaram alteragdes em branquias,
figado e rins de pacus e o periodo de 14 dias mostrou recuperagao inicial de

brénquias e rins de P. mesopotamicus.

Assim, mais estudos devem ser realizados para a elucidagdo do periodo
exato de recuperagdo dos peixes expostos a esses dois farmacos, além de
analises cromatograficas para estipular com seguranga o periodo de caréncia e
persisténcia do IMD e da SM na agua e no solo dos tanques e no musculo dos

peixes.
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Figura 1. Fotomicrografias de branquias de pacu. A. LP: Lamela primaria, LS: Lamela
secundaria (seta vermelha). B. Estrela vermelha: ondulagdo das lamelas
secundarias. C. Estrela preta: parasito. D. Asterisco vermelho: aumento do
epitélio interlamelar. E. Asterisco preto: edema. F. Seta preta: congestdo da
lamela secundaria. Aumento de 40X, barra de 1,0 cm = 12,5 ym. Coloracao
Hematoxilina e Eosina.
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Figura 2. Foomicrografias de figado (A, B, C) e rins

L O , ( —
(D, E, F) de pacu. A. VL: Veia
Lobular; Seta: Capilar Sinusoéide; Linha: Arranjo cordonal dos hepatdcitos. B.
Asterisco vermelho: Congestdo dos capilares sinusoides; Seta preta:
Hipertrofia dos hepatécitos com nucleo deslocado para a periferia C.
Asterisco preto: aumento do didmetro do capilar sinuséide. D. Controle TD:
Tubulo Distal; TP: Tubulo Proximal; GL: Glomérulo; Seta vermelha: Cento de
melanomacrofago E. Asterisco vermelho: Vacuolizagdo dos tubulos; Estrela
preta: Retracdo do glomérulo. F. Estrela vermelha: oclusdo dos tubulos.
Aumento de 40X, barra de 1,0 cm = 12,5 ym. Coloracdo Hematoxilina e
Eosina.
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CONSIDERAGOES FINAIS

O inseticida Imidacloprid (IMD) e a associagdo de antimicrobianos
sulfadimetoxina e do metronidazol (SM) possuem potencial para registro na
aquicultura brasileira, pois atenderam requisitos importantes como baixa
toxicidade para organismos alvo e nao-alvos; reducgao significativa no numero de
monogenéticos Anacanthorus penilabiatus e inibigdo do crescimento da bactéria

Aeromonas hydrophila presentes em Piaractus mesopotamicus.

No entanto mais estudos sdo necessarios para aumentar a eficacia do IMD;
verificar o mecanismo de ag&o dos farmacos nos patégenos e elucidar o tempo de
recuperacao dos peixes através das analises hematoldgicas e histopatoldgicas,
pois o periodo de 14 dias nao foi o suficiente para que os peixes se recuperassem
nos dois experimentos. O tempo de persisténcia do inseticida na agua e no solo
dos tanques e no musculo dos peixes também de ser verificado para que os

farmacos sejam considerados seguros para uso na aquicultura.
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