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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo contribuir para a sanidade aquicola em
busca de tratamentos efetivos contra a ictiofitiriase em jundia, Rhamdia
guelen. O experimento foi dividido em ensaios in vitro e in vivo. O
ensaio in vitro foi realizado para determinar a menor concentracao
dioxido de cloro (CIO;) capaz de imobilizar terontes de Ichthyophthirius
multifiliis. O ensaio in vivo buscou conhecer os possiveis efeitos
toxicos do dioxido de cloro em jundias saudaveis expostos por 96 horas
em 10 diferentes concentragdes. Ao final da exposicao, foram realizadas
analises hematologicas e branquias, rim e figado foram coletados para
avaliacdo histopatoldgica. Em seguida, peixes parasitados (grau de
severidade 3) por I. multifiliis foram expostos ao diéxido de cloro em
trés concentracBes definidas no teste de toxicidade, para serem
coletados muco e branquias para quantificacdo parasitologica pos
tratamento. Em outro experimento, foi determinado o efeito da
exposicdo por 1 hora ao dioxido de cloro (25 ppm, 125 ppm, 250 ppm)
em peixes parasitados por I. multifiliis. O diéxido de cloro foi efetivo
para imobilizar terontes de I. multifiliis a 25 ppm de CIO,, causando
reducdo da infestagdo nas branquias de jundids, a exposic¢ao curta por 1
h & concentracdo de 125 ppm e 250 ppm e prolongada por 48 h a
concentracdo de 25 ppm de ClO,. Ndo houve diferencas na hematologia
de peixes parasitados tratados ou ndo com o oxidante. AlteracGes
histopatol6gicas foram observadas em branquias, figado e rim de
jundids expostos ao dioxido de cloro, entretanto houve diferenca
significativa apenas em algumas das alteracGes observadas em relagdo
aos ndo tratados. Tratamentos terapéuticos com diéxido de cloro a 25
ppm podem ser indicados para reduzir infestacbes causadas por I.
multifiliis sem alterar a salde dos peixes.

Palavras-chave: Bagre, tratamento, Protozoa, desinfetante, sanidade
aquicola.






ABSTRACT

This study contributes to aquaculture fish health by evaluating the
effective treatments against ictiofitiriasis in Rhamdia quelen. The
experiment was divided into in vitro and in vivo assays. The in vitro
assay was conducted to determine the lowest concentration of chlorine
dioxide (ClO2) capable in immobilizing teronts of Ichthyophthirius
multifiliis. In in vivo assay the possible toxic effects of chlorine dioxide
on healthy silver catfish exposed for 96 hours in 10 different
concentrations was investigated. At the end of exposure period, blood
was collected for hematological analysis, and internal organs (gills,
kidney and liver) collected for histopathological evaluation. Afterwards,
fish parasitized with 1. multifiliis (severity 3) were exposed for 48 h in
three concentrations of chlorine dioxide and the mucus and gills were
collected for parasitological quantification after treatment. In another
experiment, the effect of 1 h exposure of chlorine dioxide ( 25 ppm,
125 ppm , 250 ppm) in fish infected by Ich was determined. 250 pmm
concentration of ClIO2 was effective to reduce the infestation of the gills
silver catfish for 1 h. There were no significant differences in
hematological —parameter of exposed or unexposed fish.
Histopathological changes were observed in gills, liver and kidney of
silver catfish exposed to chlorine dioxide, however significant
difference was observed only in some of the changes observed in
comparison to untreated fish. Therapeutic treatments with chlorine
dioxide at 25 ppm can be given to reduce infestations caused by I.
multifiliis without changing fish health.

Keywords: Catfish, treatment, Protozoa, disinfectant, aquaculture
sanity.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO

Em 2010, a pesca e aquicultura produziram cerca de 148 milhdes
de toneladas de pescado, (gerando aproximados 435 bilhdes de reais).
Dessa producdo 128 milhdes de toneladas foram utilizadas como
alimento humano. Dados preliminares de 2011 indicam aumento da
producdo para 154 milhGes de toneladas, sendo que 131 milhdes de
toneladas serdo destinadas para alimentagdo humana (FAO, 2012).

Figura 1. Producdo mundial de pescado com produgdo da Pesca e
Aquicultura separadamente de 2002 a 2011. Fonte: Adaptado de
FAO (2012).
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A aquicultura é considerada uma alternativa para diminuir a
pressdo da pesca sobre 0s estoques pesqueiros naturais, como também
para reduzir os impactos negativos que a exploracdo pesqueira
indiscriminada pode causar nos ecossistemas aquaticos (ROTTA, 2003).

A aquicultura apresenta continuo crescimento em todo o mundo,
sendo que em 2011, a aquicultura continental e marinha apresentaram
crescimento de 5,81% em relagdo ao ano anterior, enquanto que a pesca
registrou crescimento de apenas 1,99 % em relagcdo ao mesmo periodo
como mostrado na FIGURA 1 (FAOQ, 2012).

No ano de 2011 a producdo da aquicultura continental brasileira
foi de 479.399 toneladas, o que coloca o Pais como décimo oitavo
produtor mundial e terceiro maior produtor das Américas contribuindo
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com 18,61 % da producdo total deste continente e apenas 0,86 % da
producéo mundial (FAO, 2012).

Devido a grande extensdo e variagdes climaticas encontradas no
Brasil ha grande diversidade de espécies cultivadas, desde espécies
exaticas e com elevada taxas de producdo a espécies nativas com baixa
producao, porém com grande potencial zootécnico
(BALDISSEROTTO; GOMES, 2010).

Dentre as espécies de peixes nativas com boa capacidade
produtiva no Brasil, alguns Siluriformes estdo sendo cultivados com
sucesso, tais como: pintado (8.824,3 t), “bagre” (7.048,1 t) e jundia
(1.747,3 1), que juntos representam apenas 3,67 % do total produzido na
aquicultura no Pais (BRASIL, 2011), mostrando que ha potencial
produtivo a ser desenvolvido para essas espécies, devido a boa procura
do mercado.

Importancia do cultivo de Siluriformes

A producdo mundial de Siluriformes cresce ao longo dos ultimos
anos, com taxa média de 12,8 % ao ano, saltando de 84.409 t em 2000
para 499.693 t em 2011, conforme mostra a Figura 2 (FAO, 2013). O
interesse no cultivo deste grupo de peixes é devido a alguns fatores, tais
como: boas taxas de crescimento, alto valor comercial, alto rendimento
de carcaca, carne saborosa, baixo teor de gordura além da auséncia de
espinhos intramusculares.

Figura 2. Producdo mundial de siluriformes de 2000 a 2011, em
toneladas por ano. Fonte: Adaptado de FAO-FIGIS (FAO-FIGIS,
2014).
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No Brasil a producéo total de Siluriformes cresceu também nos
Gltimos anos. Houve um aumento significativo na producdo a partir de
2003, o que se deve principalmente ao aumento na producdo de surubins
hibridos Pseudoplatystoma spp. A produgdo de bagres neste periodo
saltou de 821,5 t (2003) a 8.824,3 t (2011), representando um
crescimento de 1074,2 % (FIGURA 2) e modificando o patamar da
producdo de bagres no Pais (BRASIL, 2011).

J4 a producgdo brasileira de jundias cultivados em 2011 foi de
1747 toneladas. Na Figura 3 observa-se uma tendéncia de recuperacédo
da produgdo a partir de 2007, ap6s alguns anos com estagnagdo na
producédo (FAO, 2013).

Segundo Fracalossi et al (2004) para que as espécies nativas
sejam produzidas em larga escala, é necessaria a realizagdo de pesquisas
visando os indices zootécnicos compativeis aos das ndo nativas,
caracteristicas organolépticas desejaveis e boa aceitacdo pelo mercado
consumidor.

Figura 3. Produgdo total brasileira de siluriformes e jundias de
1990 a 2011, em toneladas por ano. Fonte: Adaptado de FAO-
FIGIS (FAO-FIGIS, 2014).
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Bagres —Jundi4

Caracteristicas do jundia Rhamdia quelen, e sua importancia para a
regido sul do Brasil

O jundida pertence a seguinte divisdo taxondmica: Classe:
Osteichthyes, Série:  Teleostei, Ordem: Siluriformes, Familia:
Pimelodidae, Género: Rhamdia, Espécie: Rhamdia quelen. Peixe de
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couro onivoro, sua cor varia de marrom-claro a cinza, com a parte
ventral do corpo mais clara (FIGURA 4), possui ampla distribuicdo
geogréafica, com ocorréncia registrada desde a parte central da Argentina
até o sul do México (SILFVERGRIP, 1996). Habita lagos e rios,
préximo a barrancos mais inclinados com abrigos, ou perto de troncos
submersos, tem preferéncia por profundidades entre 0 a 2 m, onde
encontra temperaturas e concentracdes de oxigénio mais altas
(SCHULZ; LEUCHTENBERGER, 2006). Essa espécie apresenta boas
caracteristicas zootécnicas, suportando grandes variagcGes de oxigénio
dissolvido, pH e temperatura da agua, e os reprodutores podem ser
facilmente induzidos a desova com diversos tipos de horménios
(ZANIBONI-FILHO et al., 2004).

O cultivo do jundia em Santa Catarina tem sido estimulado desde
2006 pela Empresa de Pesquisa e Agropecuéria e Extensdo Rural de
Santa Catarina (Epagri) ap6s uma viagem de estudos por diversas
universidades brasileiras. Os pesquisadores elegeram o jundid como
espécie-alvo, por ser uma espécie bem conhecida pelos produtores rurais
e estar presente em todas as regides do estado (AMARAL-JUNIOR,
2013) além das boas caracteristicas zootécnicas, tais como: taxa de
crescimento especifico de 4 % ao dia de larvas criadas em ambiente
escuro contra 2 % em ambiente claro, taxa de converséo alimentar de
1,18 : 1 em monocultivo para juvenis, adaptacdo ao frio no Sul do Pais,
auséncia de espinhos intramusculares, percentual de 17 % de proteina e
3 % de gordura em filés de 200 - 450 g, e um bom rendimento em filés
sem pele de 30 a 42 % do peso corporal (AMARAL-JUNIOR, 2013;
BARCELLOS, 2013).

As caracteristicas zootécnicas dos jundids mais importantes
durante o cultivo serdo comentadas a seguir, dentre elas a concentragédo
minima letal de oxigénio dissolvido na dgua, que para esta espécie é de
0,52 mg.L™, no entanto um nivel minimo de 52 mgL™" é o
recomendado por Braun et al, (2006) para manter boas condicdes de
crescimento destes peixes. Alevinos de R. quelen suportam variacéo de
salinidade de 0 %o a 10 %o, 0 que indica que esses animais sdo eurialinos
(MARCHIORO, 1997). A concentracdo de nitrito para ndo interferir no
crescimento de alevinos de jundid deve ficar abaixo de 1,19 mg/L
segundo Lima (2005). Neste mesmo trabalho o autor realizou
experimentos em que os alevinos suportaram variagdo de pH na faixa de
4,0 a 8,5 (considerando uma dureza de 30,0 mg/L™ CaCO3). Entretanto
segundo Lopes & Silva (1998) relataram que o melhor crescimento das
larvas ocorre na faixa de pH de 8,0 a 8,5. No estudo de Weiss (2012)
juvenis de jundias foram expostos experimentalmente a aménia (NHj3),
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para determinar a concentracdo letal minima de aménia, que foi de 2,99
al9lmglL™.

O cultivo do jundid em Santa Catarina é predominantemente
realizado de forma semi-intensiva, em viveiros de terra
(BALDISSEROTO; RADUNZ, 2004). Os melhores resultados sdo
obtidos cultivando animais monossexo feminilizados com 17 f-
estradiol, em sistema de monocultivo em viveiros de terra, na densidade
de 1,5 peixes/m? com aeracdo suplementar, e controle de predadores.
Nessas condicBes de cultivo os autores encontraram ganho de peso
diario de 2,26 g, sobrevivéncia de 90,37 % e taxa de conversdo
alimentar de 1,30 :1 durante 25 semanas de cultivos, resultados
encorajadores para a continuagao do cultivo da espécie (Amaral-Junior,
2013).

Figura 4. Espécime de jundi4, Rhamdia quelen.

Fonte: Melo, J.N.

Quanto as caracteristicas reprodutivas, essa espécie é ovulipara,
desovam em cardumes procurando lugares de dgua rasa, limpa, pouco
corrente e com fundo pedregoso. Os ovos sdo demersais e ndo aderentes,
e ndo ha cuidado parental. Durante o cultivo, € necessario realizar
propagacdo artificial com boas respostas ao uso de horménios ou
hipéfise (GOMES et al., 2000).

Ha wvérias lacunas que precisam ser preenchidas para o
estabelecimento de um pacote tecnolégico do cultivo do jundid, tais
como: racdo de boa qualidade e que atenda as exigéncias nutricionais,
cultivo de animais monossexo, melhoramento genético das linhagens
atuais, e tratamentos eficazes contra doencas parasitarias como a
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Ictiofitiriase (BALDISSEROTTO; GOMES, 2010). O controle das
infestagBes por Ictio principalmente durante as primeiras semanas de
vida do jundid (CARNEIRO et al., 2005) é um dos principais desafios
para alavancar o desenvolvimento do cultivo da espécie devido a sua
susceptibilidade.

Principais parasitoses em jundid, Rhamdia quelen

Serdo abordados a seguir os principais parasitos causadores de
mortalidade e prejuizos econbmicos em cultivo de jundias, sendo
responséavel por 8,3 % dos casos (BALDISSEROTO; RADUNZ, 2004)
das doencas nessa espécie.

Algumas espécies de Monogenea podem parasitar peixes,
anfibios, e répteis, causando problemas para peixes nos cultivos
(LUQUE, 2004). Em jundid de ambiente natural foi reportada a
ocorréncia de Aphanoblastella sp. (Monogenea) com abundancia média
de 71.4 + 64.5 parasitos/peixe, entretanto ndo houve correlagdo entre o
peso dos peixes e a abundancia média encontrada (VENANCIO et al.,
2010).

Alguns crustaceos aquaticos também sdo parasitos, € possuem
apéndices orais e natatérios modificados para 6rgdos de fixacdo. A
Lernaea cyprinacea foi introduzida no Brasil com a importagdo de
carpas hungaras, e se espalhou para outros cultivos (LUQUE, 2004),
infestando inclusive jundias oriundos de cultivos no Rio Grande do Sul
(MABILIA; SOUZA, 2008).

Outros parasitos que ocorrem no cultivo de jundias sdo do género
Argulus (possuem ventosas), e do género Dolops, conhecidos
popularmente como “piolhos de peixe” (LUQUE, 2004). Parasitismo
por esses crustaceos podem causa mortalidades elevadas de alevinos e
adultos nas pisciculturas, além de serem possiveis vetores de doencas
virais e, provaveis hospedeiros definitivos de hemoparasitos de peixes
(EIRAS, 1994)

Dentre todos os parasitos de peixes citados, também ha os
protozoarios, entre eles a Trichodina sp, que sdo parasitos de forma
circular e ciliados e podem coexistir normalmente nos tanques de
cultivo, porém proliferam em &aguas com excesso de material em
decomposi¢do podendo acarretar sérios quadros patolégicos (MADSEN
et al., 2000). Em Santa Catarina, foi relatada uma nova espécie de
Trichodina sp parasitando jundids com maior prevaléncia em locais
poluidos (HASHIMOTO, 2012), isso denota a importancia do controle
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da qualidade da agua para evitar o aumento das infestacdes por esse
protozoario.

Outro protozodrio que também causa grandes problemas e
prejuizo econdmico em cultivos € o Ichthyophthirius multifiliis,
ectoparasito ciliado ndo especifico, parasita pele e branquias de peixes
de agua doce (DICKERSON, 2006).

Estes parasitas sdo os mais frequentes em jundias, causando as
maiores perdas produtivas por mortalidade por |. multifiliis
(CARNEIRO et al.,, 2005; VARGAS et al.,, 2008), visto que as
infestagdes sdo rapidas e o aumento parasitario exponencial, de dificil
controle apds o produtor percebé-las.

Ictiofitiriase em Siluriformes

A ictiofitiriase, “Ictio”, ou “doenga dos pontos brancos” como
popularmente é conhecida é uma das doengas mais patogénicas causadas
por protozoarios parasitos de peixes (MATTHEWS, 2005). Os trofontes
encistados entre a derme e epiderme dos peixes tem a aparéncia de
pequenos nodulos brancos espalhados por toda a superficie corporal.
Esses nddulos sdo ligeiramente salientes e medem de 0.1 - 1.0 mm e
aparentam adesividade, formando massas mucdides sobre a pele. Em
peixes muito infestados é pouco provavel que sobrevivam, mesmo se
forem tratados (NOGA, 2010).

Erosdo epitelial e ulceracdo sdo causadas pela entrada e saida ao
atingir o estagio adulto do parasito no hospedeiro. As lesfes ocorrem na
pele, nadadeiras, filamentos branquiais, e corneas de varios hospedeiros
de &4gua doce, podendo ocorrer até o surgimento de pustulas (OLSEN,
1974). Segundo Xu et al, (2012)a infecgdo por Ictio predispbe a
infeccdes secundarias por bactérias como Edwardsiella ictaluri o que
torna a doencga ainda mais letal.

A ictiofitiriase em jundias esta diretamente relacionada a idade
dos peixes, sendo muito comum entre os jundias jovens (3-5 cm), que
sd0 severamente susceptiveis ao protozoario (BALDISSEROTTO,
2004), pois perdem a imunidade materna transferida ja nos primeiros
estagios larvais e s6 irdo desenvolver imunidade adquirida quando
expostos ao antigeno (BARCELLOS, 2013). Os alevinos sdo mais
afetados que os adultos (NOGA, 2010), que geralmente sdo mais
resistentes ou apresentam menor nimero de parasitos em razdo da maior
eficiéncia da resposta imunolégica (MARTINS et al., 2011). Todas as
espécies de peixes de agua doce sdo provaveis hospedeiros de Ictio, mas
espécies sem escamas como 0s bagres sdo particularmente mais
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vulnerdveis, podendo ocorrer até 100 % de mortalidade em poucos dias
(NOGA, 2010).

Os prejuizos causados por essas mortalidades podem ser
enormes, afetando muitos produtores. Em 2001, as perdas causadas
diretamente pelo Ictio causaram um prejuizo de U$ 1.200.000,0 aos
produtores de catfish nos Estados Unidos (SHOEMAKER, 2010).

Muitos estudos sobre o protozoario 1. multifiliis tém sido
realizados, principalmente na ultima década (FIGURA 7). Isso ocorre
provavelmente devido ao crescimento da aquicultura mundial, através
da intensificagdo e aumento dos cultivos que podem causar
desequilibrios nos sistemas de criagdo aumentando o surgimento de
doencas infecciosas efou parasitarias, e com isso a busca do
controle/erradicacéo dessa doenca nos cultivos.

Figura 5. Artigos publicados sobre o protozoario Ichthyophthirius
multifiliis, de 1953 a 2012. Fonte: ScienceDirect (2014).
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Estes parasitos também ocorrem em ambientes naturais e podem
causar infestagcOes tdo devastadoras quanto em ambientes de cultivo.
Exemplo disso foi um surto de Ictio que causou a morte de
aproximadamente 18 milhGes de peixes-rei (Orestias agassi) no Lago
Titicaca, Peru em 1981 (WURSTBAUGH; TAPIA, 1988).

Caracteristicas do Ichthyophthirius multifiliis Fouquet, (1876)

O Ichthyophthirius multifiliis € um protozoario parasito que tem o
ciclo de vida direto em trés estagios: uma fase reprodutiva, o tomonte,



29

um teronte infectivo (forma livre natante que ird penetrar no tecido do
peixe) e um trofonte, parasitando o epitélio. Todos os estagios sdo
ciliados e moéveis (DICKERSON, 2006), o teronte natante perfura a pele
do hospedeiro com um aparato chamado perforatorium, e em poucos
minutos se diferencia a um trofonte. O trofonte cresce rapidamente, se
alimentando do hospedeiro. Podendo permanecer varios dias encistado
dependendo das condic¢des da dgua e do estado imune do peixe.

Figura 6. llustracao do ciclo de vida do Ichthyophthirius multifiliis
por Coyne et al. (2011).
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Ao atingir a maturidade, que depende de muitos fatores, ele deixa
0 hospedeiro e fica livre na 4gua como tomonte, nadando livre por até
lhora até se fixar em algum substrato. Depois de fixado, 0 tomonte sofre
sucessivas divisdes celulares, dobrando o niimero de células-filha a cada
hora, estas células sdo os tomitos. Apds isso, os tomitos se diferenciam a
terontes infectantes, que rompem a parede do cisto, nadando a procura
de outro hospedeiro (DICKERSON, 2006).

Substancias quimicas utilizadas para o tratamento da ictiofitiriase
em peixes

Vérios estudos tem sido conduzidos visando o
tratamento/controle da ictiofitiriase em diversas espécies de peixes,
entre usando o sal comum (NaCl) (ROWLAND et al., 2008), sulfato de
cobre (TAVARES-DIAS et al., 2011), verde de malaquita
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(SRIVASTAVA et al, 2004), formalina (KLEIN et al., 2004),
permanganato de potassio(HEINECKE; BUCHMANN, 2009),
cloramina-T (ALTINOK, 2004) e o dioxido de cloro (YAMABE;
YOSHIDA, 1990).

A cloramina-T (Sulfonamida p-Tolueno de sodio) é um
desinfetante oxidativo a base de cloro, na 4gua ela é decomposta e age
quebrando lentamente o acido hipocloroso, liberando oxigénio e cloro
(LECHEVALLIER; AU, 2004). Estudos mostram sua eficacia em
controlar infestagdes por I.multifiliis e Ichthyobodo necator em truta
arco-iris (OSTLAND et al., 1995). Sua utilizacdo também foi bem
sucedida para tratar columnariose (BULLOCK et al., 1991) e
monogenéticos (LECHEVALLIER; AU, 2004). Concentragdes entre 8,5
e 12 mg/L controlaram com sucesso doenga branquial bacteriana em
truta arco-iris (BULLOCK et al., 1991).

O formaldeido é um produto natural do metabolismo, sendo
comum o uso de formalina comercial (37 - 40 % formaldeido) como
medida profilatica e/ou terapéutica em pisciculturas para controlar
protozoarios, monogenéticos e fungos (NOGA, 2010). Tratamentos
curativos contra |. multifiliis e outros parasitos sdo realizados por
repeticdes de banhos curtos geralmente a 100 - 250 mg/L. Tratamentos
com banhos longos em baixas concentragdes também mostraram ser
eficazes contra 1. multifiliis e contra Gyrodactylos sp (SORTKJAR et
al., 2008).

O sulfato de cobre (CuSQO,) por sua vez tem sido considerado um
dos mais eficazes produtos quimicos contra diversas infeccdes
parasitarias e ainda outras doencas. Tem sido amplamente utilizados no
tratamento de infecgdes causadas por protozoarios (CARNEIRO et al.,
2005) e monogenéticos (TAVARES-DIAS et al.,, 2011). Apresenta
baixo custo, mas pode ser altamente toxico para 0s peixes em agua com
baixa alcalinidade (STRAUS, 2008), havendo necessidade de
acompanhamento dos parametros de agua antes de sua aplicacao.

O dioxido de cloro (CIO) é um desinfetante oxidativo a base de
cloro utilizado no tratamento de agua, e de uso seguro para humanos
(BERG et al., 1980). Esse produto tem sido estudado intensamente,
com pesquisas mostrando sua agdo contra virus, bactérias, algas,
zooplancton, fungos e protozoarios no tratamento de agua (HUANG et
al., 1997; JUNLI et al., 1997). Além disso, o dioxido de cloro ndo gera
residuos téxicos nitrogenados, como as cloraminas (ROSENBLATT,
1978) ou residuos carcinogénicos como as trihalometanos (BLOCK,
2001).
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Quando aplicado na concentracdo de 15 ppm contra I. multifiliis
em Carassius auratus mostrou efeito curativo, e efeito preventivo a
reinfeccdo a 5 ppm (YAMABE; YOSHIDA, 1990). A utilizagdo deste
desinfetante € eficaz também contra outros protozoarios através do
tratamento da agua, tais como: Giardia lamblia (LECHEVALLIER;
AU, 2004), e em oocistos de Cryptosporidium parvum com 90 % de
inativacdo dos cistos apés uma hora em humanos (KORICH et al.,
1990).

Além de apresentar uma menor toxicidade, o didxido de cloro
apresenta uma maior eficiéncia em diversos usos como fungicida,
bactericida, protocida, algicida (BERG et al., 1980; DONNELLY;
STENTIFORD, 1997; FINCH; LI, 1999; HUANG et al., 1997; JUNLI
etal., 1997; KIM etal., 1999; KIM et al., 2008; KORICH et al., 1990;
ORTEGA et al., 2008; SMAIL et al., 2004; SOLOMON, 1996) o que
tem fortemente sugerido a substitui¢do do cloro pelo diéxido de cloro e
utilizagdo segura. A utilizacdo do dioxido de cloro também tem sido
incluida no tratamento de pescados para prolongamento da vida de
prateleira através da redugdo da carga bacteriana (KIM et al., 1999).

Parametros de salde de peixes

O estudo do sangue dos peixes é uma ferramenta que permite
avaliar a condicéo de salde dos peixes, avaliando as defesas organicas e
permitindo identificar a forma de reacdo dos peixes a diferentes
ambientes, situacGes estressoras ou ndao (RANZANI-PAIVA et al,
2013).

Tilapias parasitadas por |. multifiliis apresentam anemia, com
diminuicdo do namero de eritrécitos, de linfocitos, da taxa hemoglobina,
do percentual do hematdcrito e ainda da hemoglobina corpuscular média
em relacdo ao controle (TAVARES-DIAS et al., 2002). Por outro lado,
ocorreu aumento do volume corpuscular médio (VCM) e aumento
percentual de neutro6filos e mondcitos.

A histopatologia é também uma ferramenta para avaliar o estado
de saude de peixes. Alteracdes histologicas podem ocorrer quando
peixes sdo expostos a diferentes agentes quimicos, ou a poluentes no
ambiente aquatico e tem se mostrado eficientes biomarcadores da salde
dos peixes (BOWKER et al., 2011; ELSAYED et al., 2006; RAISSY;
ANSARI, 2011; STENTIFORD et al., 2003; YU etal., 2012).

Apesar da utilizacdo comercial dos produtos quimicos citados
anteriormente, sdo necessarias pesquisas sobre o quadro de salde dos
peixes durante as aplicacdes bem como a prevencdo de riscos ao meio
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ambiente. De uma forma geral, os produtos quimicos causam boas
respostas nas redugdes de infestacdo parasitaria ou bacteriana, entretanto
€ necessario avaliar o grau de dano acometido aos organismos tratados,
sendo que a histopatologia € uma técnica incisiva nesse sentido, visto
que é possivel notar as alteragdes causadas e determinar o grau de
severidade das mesmas.

A formalina, um dos produtos quimicos amplamente utilizados
em cultivos de peixes, mostrou causar severos danos histoldgicos em
truta arco-iris Oncorhynchus mykiss, quando expostas a 167 e 250 ppm
de formalina por 1 h, bem como causou diminui¢do no percentual de
hematocrito e aumento no nimero de células imaturas em provavel
resposta a hipoxia (SMITH; PIPER, 1972).

O sulfato de cobre (CuSO,) tem sido provado como bom
desinfetante contra parasitos, porém pode causar alteragGes histolégicas
em peixes. Quando carpas foram experimentalmente expostas em cinco
diferentes concentrag@es de sulfato de cobre foram observadas les6es no
epitélio branquial, tais como: mudancas nas células cloreto, hiperemia,
ondulacdo das lamelas secundarias, hiperplasia lamelar, e ainda relagédo
dose-dependéncia das lesbes, entretanto ap6s um periodo de
recuperacéo, os peixes voltavam a homeostase (KARAN et al., 1998).

Straus et al. (2012) relataram que larvas recém-eclodidas de
bagre-do-canal Ictalurus punctatus tratadas com acido peracéticoa 1,7 e
2,2 ppm durante 48 h via imersdo apresentavam lesdes de categoria
moderada no rim, sendo a principal degeneracao do epitélio tubular.

Alteragdes histologicas em estudos de toxicidade com o diéxido
de cloro foram reportados por Yonkos et al. (2000), em que os peixes
apresentaram patologia nas branquias, porém com rapida recuperacéo (4
dias) apds cessar a exposi¢do ao produto.

Peixes que vivem em habitat com aporte de poluentes também
estdo suscetiveis a alteracdes histopatoldgicas, exemplo disso foi quando
jundids coletados de ambiente poluido por derramamento de Oleo
apresentaram varias areas de necrose no figado (PILCHOWSKI, 2012).
A necrose dos 6rgdos causa prejuizos funcionais e estruturais nos
peixes, diminuindo a funcionalidade, podendo ocorrer faléncia dos
6rgaos e morte dos peixes (STENTIFORD et al., 2003).

Em ambiente poluido pelo herbicida Clomazone utilizado na
rizicultura também foram observadas alteracde histologicas em jundias,
com éareas de fibrose e necrose no figado, contrastando do figado de
peixes oriundos de piscicultura sem fonte poluidora (BRUM, et al.
2003).
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Lesdes no figado e branquias, tais como degeneragdo do epitélio
tubular, e descamagdo e necrose do epitélio branquial respectivamente,
foram relatados em peixes expostos a deltametrina, um inseticida de uso
comum e de alto risco bioldgico (CENGIZ, 2006).

A partir disso, evidencia-se a utilizagdo da histologia como uma
ferramenta capaz de elucidar o efeito de algum agente agressor no
habitat natural ou em ambiente de cultivo. Na ocorréncia de um
derramamento de dleo no Rio lguacgu, foi realizado um estudo com
varios peixes visando observar o o efeito da exposicdo aos 6rgdos dos
peixes, foram percebidas diversas alteragdes histologicas, que
permitiram a avaliacdo do estado de salde dos peixes, e até a
regeneracao das lesdes (BOEGER et al., 2003).
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JUSTIFICATIVA

Diante dos prejuizos causados por I. multifiliis no cultivo de
jundias em Santa Catarina e por ser um entrave para o deslanche do
cultivo desta espécie na regido Sul do pais, é de fundamental
importancia buscar estratégias de controle para combater as infestacfes
causadas por este parasito sem causar danos aos animais € a0 meio
ambiente. Além de adotar um bom manejo, é comum a realizacdo de
tratamentos terapéuticos quimicos através da dgua. VVarias pesquisas tém
sido realizadas com diferentes produtos quimicos em diferentes espécies
de peixes contra o I. multifiliis. Alguns produtos dentre os pesquisados
nas Ultimas décadas tem sido utilizados comercialmente como o sulfato
de cobre em “catfish”, ou como o diéxido de cloro com uma patente
criada para o tratamento da ictiofitiriase para peixes ornamentais.
Apesar da utilizagdo comercial desses produtos apds comprovada
eficicia por pesquisa, ainda restam lacunas no que diz respeito as
alteracdes na salde dos peixes, poucos estudos relatam sobre os
possiveis efeitos nos parametros hematoldgicos ou histopatologicos dos
peixes durante os tratamentos quimioterapicos ou mesmo 0s danos
causados ao meio ambiente, apesar de que o CIO, é ambientalmente
mais amigavel que os outros produtos quimicos, tais como o cloro. Para
uma indicagdo segura de um quimioterdpico contra a ictiofitiriase,
pesquisas que abordem os efeitos na salde dos peixes, e efeitos contra o
ectoparasita sdo necessarias. Diante disso, o presente trabalho visa
aprofundar os conhecimentos sobre o uso de diéxido de cloro em peixes
parasitados e sua possivel toxicidade em peixes saudaveis.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Estudar a eficacia do didxido de cloro no tratamento de peixes
parasitados por Ichthyophthirius multifiliis e efeitos na hematologia e
histopatologia de Rhamdia quelen.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a menor concentracdo de didxido de cloro ClO; capaz
de causar imobilizacdo em terontes de Ichthyophthirius multifiliis em
ensaio in vitro.

Investigar o efeito da exposicdo de jundids saudaveis por 96 h ao
diéxido de cloro e a relagdo com os pardmetros hematoldgicos e
histopatol6gicos dos peixes.

Avaliar o efeito da exposigdo por 48 h de jundiés parasitados por
I. multifiliis ao didxido de cloro nas branquias e muco dos peixes.

Auvaliar o efeito de exposicao por 1 h de jundiés parasitados por I.
multifiliis ao didxido de cloro nas branquias e a relagdo com o0s
parametros hematoldgicos dos peixes.
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CAPITULO 2

Artigo redigido segundo normas do Journal of Environmental Science
and Health, Part A

DIOXIDO DE CLORO NO TRATAMENTO DE JUNDIAS (Rhamdia
quelen)  PARASITADOS  POR  Ichthyophthirius  multifiliis:
HEMATOLOGIA E HISTOPATOLOGIA DE BRANQUIAS, FIGADO
ERIM
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo estudar a eficacia do didxido de cloro
no tratamento de peixes parasitados por Ichthyophthirius multifiliis e
efeitos na hematologia e histopatologia de Rhamdia quelen.O
experimento foi dividido em etapas in vitro e in vivo. O ensaio in vitro
foi realizado para determinar a menor concentracdo didxido de cloro
(CIOy) capaz de imobilizar terontes de Ichthyophthirius multifiliis. O
ensaio in vivo buscou conhecer os possiveis efeitos tdxicos do dioxido
de cloro em jundias saudaveis expostos por 96 horas em 10 diferentes
concentragcBes. Ao final da exposicdo, foram realizadas analises
hematolGgicas e branquias, rim e figado foram coletados para avaliagcdo
histopatol6gica. Em seguida, peixes parasitados (grau de severidade 3)
por |. multifiliis foram expostos ao dioxido de cloro em ftrés
concentracBes definidas no teste de toxicidade, para serem coletados
muco e branquias para quantificacdo parasitologica pos tratamento. Em
outro experimento, foi determinado o efeito da exposicéo por 1 hora ao
dioxido de cloro (25 ppm, 125 ppm, 250 ppm) em peixes parasitados
por |. multifiliis. O diéxido de cloro foi efetivo para imobilizar terontes
de I. multifiliis a 25 ppm de CIO,, causando reducdo da infestacdo nas
branquias de jundids, a exposicdo curta por 1 h a concentracdo de 125
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ppm e 250 ppm e prolongada por 48 h a concentracdo de 25 ppm de
ClO,. Nédo houve diferencas na hematologia de peixes parasitados
tratados ou ndo com o oxidante. Alteracdes histopatoldgicas foram
observadas em branquias, figado e rim de jundids expostos ao didxido
de cloro, entretanto houve diferenca significativa apenas em algumas
das alteracOes observadas em relagdo aos ndo tratados. Tratamentos
terapéuticos com dioxido de cloro a 25 ppm podem ser indicados para
reduzir infestagfes causadas por . multifiliis sem alterar a saude dos
peixes.

Palavras-chave: Bagre, tratamento, Protozoa, desinfetante, sanidade
aquicola.

INTRODUCAO

Rhamdia quelen é um bagre de hébito alimentar onivoro, com
ampla dlstrlbuu;ao geografica, desde a parte central da Argentina até o
sul do México M. O cultivo desta espécie em Santa Catarina, sul do
Brasil, tem sido estlmulado desde 2006 pela Empresa de Pesquisa e
Agropecuéria e Extensdo Rural de Santa Catarina - EPAGRI. No
entanto ha entraves para o estabelecimento do pacote tecnoldgico de
cultivo desta espécie, tais como: ragdo de boa qualidade que atenda as
exigéncias nutricionais, cultivo de animais monossexo, e principalmente
tratamentos eficazes contra o Ichthyophthirius multifiliis.

O controle das infestagcbes por 1. multifiliis tem sido um dos
pr|n0|pa|s desafios para alavancar o desenvolvimento do cultivo desta
espécie Y. Os prejuizos causados por essas mortalidades podem ser
devastadores, ainda que no Brasil essas perdas econdémicas ndo sejam
conhecidas, elas sdo significativas.

Na ultima década tém sido realizadas pesquisas sobre esse
protozoario, devido principalmente a intensificacdo nos cultivos que
podem causar desequilibrios nos sistemas de crla do aumentando o
surgimento de doencas infecciosas e/ou parasnarlas . Diversos estudos
tem testado o uso de diferentes substancias uimicas no controle da
ictiofitiriase em diversas espemes de peixes M. Devido ao amplo uso,
s80 necessarios estudos quanto as alteracdes na salde dos peixes bem
como a prevencao de riscos ao meio ambiente.

O dioxido de cloro (CIOy) é um desinfetante oxidativo a base de
cloro utilizado no tratamento de agua, e de uso seguro para humanos !,
Tem sido estudado intensamente com pesquisas mostrando sua acgédo
biocida contra virus, bactérias, algas, zooplancton, fungos e protozoarios
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[ ¢ para aumento da vida de prateleira de pescado pela reducéo da carga
bacteriana ["!. Sua vantagem em relacéo a outros produtos, é que tem uso
permitido como aditivo em alimentos para consumo humano pela Food
and Drug Administration (FDA) [,

Além de apresentar menor toxicidade comparada a produtos
clorados, o dioxido de cloro apresenta maior eficiéncia em diversos usos
e ainda gera menos residuos tdxicos ao meio ambiente, 0 que tem
sugerido a substituicdo do cloro pelo dioxido de cloro. Assim, este
trabalho visa estudar a eficacia do dioxido de cloro no tratamento de
peixes parasitados por Ichthyophthirius multifiliis e efeitos na
hematologia e histopatologia de Rhamdia quelen.

MATERIAL E METODOS

Para se avaliar a eficacia de ClIO, como desinfetante para peixes
parasitados por |. multifilis foram realizados estudos in vivo e in vitro.
O ensaio in vitro de imobilizacdo dos terontes de I. multifiliis foi
realizado para determinar a menor concentragcdo capaz de cessar 0
movimento dos parasitos (Ensaio 1). Apdés fase in vitro foram
conduzidos os experimentos in vivo (Ensaio 2, 3 e 4) com o objetivo de
determinar doses seguras para 0s peixes para a utilizagdo deste agente
quimico.

Material biol6gico

Um total de 300 alevinos de Rhamdia quelen foram adquiridos
(CEUA PP00870, aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Santa Catarina) em piscicultura comercial
no municipio de Pomerode/SC, transportados ao NEPAQ (Nucleo de
Estudos em Patologia de Organismos Aquaticos, da Universidade
Federal de Santa Catarina) e aclimatados durante trés dias em tangque
com volume Util de 500 L, sob aeracdo constante, temperatura
controlada, e renovacdo diaria de 30 % do volume de agua. A agua
utilizada em todos os experimentos foi oriunda da rede publica de
distribuicio do municipio de Floriandpolis, o cloro residual foi
removido antes de sua utilizagdo com tiossulfato de sédio a 10%,
sempre verificando a neutralizacdo do cloro com o kit Labcon
CloroTest.

A alimentacdo dos peixes foi realizada duas vezes ao dia com
racdo contendo 45 % de proteina bruta ad libitum durante o periodo
experimental. Pardmetros de qualidade de agua foram medidos
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diariamente, tais como: oxigénio dissolvido (OD) e temperatura, com
oximetro (YSI 550A, YSI Incorporated); e pH, determinado com
pHmetro (YSI pH 100, EcoSense). Para obtencdo do parasito I.
multifiliis, jundias infestados oriundos da prdpria piscicultura no
municipio de Pomerode/SC foram coletados e a partir de raspados do
muco epltellal f0| realizada a obtencgdo de terontes segundo metodologia
de Xu et. al ©. O controle visual da infestacéo foi realizado com a
elaboracdo de um protocolo para se determinar e padronizar o inicio dos
experimentos in vivo.

Agente quimico

O dioxido de cloro (CIO;) utilizado em todas as etapas
experimentais foi fornecido pela empresa Dioxide, apresentando a
concentracao de 7% do principio ativo, sob formula estabilizada liquida.
Para o ensaio in vitro, as solugcdes utilizadas em diferentes
concentragGes (10000 ppm, 5000 ppm, 2500 ppm, 1000 ppm, 500 ppm,
250 ppm, 100 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 10 ppm, 5 ppm, 2,5 ppm) foram
preparadas diretamente por diluicdo em solugdo Tampdo Fosfato 20 mM
pH 7,0, para garantir a estabilidade e a¢do do produto.

Ensaio de imobilizacdo de terontes de I. multifiliis por CIO,

Na avalicdo da capacidade de imobilizagdo in vitro pelo CIO;
contra os terontes foram utilizados 15 peixes (peso médio de 10,1 + 4,29
e comprimento médio de 8,7 + 5,8 cm) com sinais de parasitismo. Os
peixes foram mantidos em um aquério (50x25x40 cm®) com volume de
50 L, sob aeragdo constante e temperatura controlada em 24 °C. A
obtencdo dos terontes de 1. multifiliis foi realizada segundo a
metodologia descrita por Xuet al. !, onde 15 peixes mfestados com
trofontes do parasito foram anestesiados com Eugenol 50 mg/L™ para
raspagem da pele e coleta dos parasitos com auxilio de lamina de vidro.
O material coletado foi filtrado em peneira de 150 pum para retirada de
pele e possiveis detritos. O filtrado foi colocado em placas de Petri (90 x
15 mm) de vidro para ocorrer a fixacdo dos parasitos no fundo das
placas. Apds 1 h a agua da placa foi trocada, e os trofontes foram
incubados por 18 h a 24 °C. Ap6s a incubacdo, o material foi filtrado
novamente em peneira de 52 um para remocao de detritos e muco, o
filtrado contendo os terontes, contados em trés amostras de 1 mL na
camara de Sedgewick-Rafter em microscépio (Coleman). A
concentracdo foi ajustada para 1.000 terontes/mL™, em seguida foram
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utilizados para o ensaio de imobilizagdo in vitro. O ensaio de
imobilizacdo foi realizado em microplacas de 96 po¢os fundo chato, 50
HL das diferentes solucdes de ClO, foram adicionados em cada poco .
Ap6s isso, 50 pL da solugdo de terontes (1000 terontes/mL™) foram
adicionados em todos 0s pocos, incubando a temperatura ambiente a 25
°C por 1 h. O controle positivo foi apenas com os terontes em agua € 0
teste realizado em triplicata. A verificacdo da imobilizacéo foi por meio
de observacdo dos parasitos nos pogos da microplaca em microscopio
em aumento de 40 x apds 1 h.

Determinacéo do grau de infestacéo

Um protocolo de controle visual da infestacdo foi elaborado para
0s ensaios in vivo, sendo semelhante ao realizado por Ling ™! quando
avaliou seus resultados de infestacio em “goldfish”. Durante o
experimento, alguns dos peixes adquiridos vinham da piscicultura
contaminados com o protozodrio, caso ndo recebessem algum
tratamento e  sofressem  estresse, a infestacdo  prosseguia
exponencialmente até causar a morte dos peixes. Diante disso, foram
determinados graus de infestagdo, visando equiparar a condicdo de
infestagdo nos peixes. Jundias com 1 a 5 pontos brancos na superficie do
corpo foram considerados no grau | de infestacdo. Peixes com 6 a 20
pontos brancos foram considerados no grau Il de infestagdo. Peixes com
mais de 20 pontos brancos foram considerados no grau 11 de infestagéo.

Apds a aquisicdo dos peixes, no 4° dia apdés aclimatacdo, os
termostatos eram desligados, adicionado gelo na agua para diminuir a
temperatura de 25,8° para 21 °C provocando estresse, e alteragdes na
homeostase dos peixes. O grau de infestagdo foi verificado e
acompanhado visualmente apds dois dias do choque de temperatura,
onde todos 0s peixes apresentavam o grau de infestacao IlI.

Andlises hematoldgicas

Para as analises hematol6gicas os peixes foram anestesiados com
Eugenol 50 mg.L™ até total aprofundamento anestésico, o sangue foi
colhido por puncédo do vaso caudal, com o auxilio de seringas de 1 mL
contendo anticoagulante (EDTA 10 %). O sangue destinou-se a
contagem de eritrdcitos totais em camara de Neubauer, a determinacéo
do percentual de hematécrito pelo método do microhematdcrito ™, a
contagem diferencial de células sanguineas coradas com
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Giemsa/Maygrunwald ™! tais extensdes sanguineas foram utilizadas
para contagem de trombécitos e leucocitos 4.

Andlises Parasitologicas

Apb6s a coleta do sangue, os peixes foram eutanasiados por
comocdo cerebral para contagem de I. multifiliis, a superficie corporal
dos peixes foi raspada, e muco e branquias coletados e fixados em
alcool 70 %. Os parasitos presentes nas amostras coletadas foram
contados diretamente em estereomicroscopio.

Analise histopatoldgica

Um total de 6 peixes por tratamento (11 tratamentos) foram
utilizados para analise histoldgica ap6s anestesia profunda em Eugenol
50 mg.L™ e comocdo cerebral para remocdo de 6rgdos internos.
Fragmentos de branquias, rim posterior, figado e pele foram coletados e
fixados em formalina 10 % tamponada para observacdo de possiveis
alteracdes teciduais em decorréncia da exposicdo durante 96 h ao
diéxido de cloro nas diferentes concentrages. O exame histopatolégico
dos oOrgdos foi realizado segundo a técnica histolégica de rotina
(inclusdo em parafina), com cortes de 4 um de espessura, e coloragdo
padrdo com hematoxilina-eosina (151 ¢ posterior coloragdo com tricémico
de Masson 19,

Analises estatisticas

Todos os dados foram submetidos ao teste de Bartlett para
averiguar a homocedasticidade. Quando os dados ndo se apresentavam
homocedasticos , foram transformados para Log 10 e LOg (x+1). ApoS
averiguacdo da homocedasticidade os dados de pardmetros
hematolGgicos e parasitolégicos foram analisados por meio de ANOVA
unifatorial, com significancia de 5%, e quando encontradas diferencas
significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As andlises estatisticas dos cortes histolégicos foram
realizadas por meio de tabelas de contingéncia estratificadas, uma para
cada concentracdo de diéxido de cloro em cada um dos érgdos
analisados. A andlise estratificada teve como objetivo reduzir a
influéncia de possiveis fatores de confusdo e garantir uma analise
robusta ! para verificar a diferenca entre cada concentracdo de
dioxido de cloro e o controle, foram levadas em consideracdo as
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comparacdes entre as alteracBes histopatoldgicas de dano para cada
orgdo. Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do programa
OpenEpi, versdo 3, sendo utilizado o0 método de Mantel-Haenszel para o
calculo da razdo de risco agrupada ™ o teste exato de Fisher (o<
0,05%) para comparacOes de associagdes e o teste qui-quadrado para
tendéncia linear na avaliagdo das relagbes de dose-resposta.

Exposicdo prolongada de jundias Rhamdia quelen saudaveis ao CIO,
durante 96 h - Ensaio 1

Cento e dez peixes (3,4 £0,9 g e 7,1+ 0,7 cm) foram expostos a
diferentes solugdes de diéxido de cloro (0 ppm, 5 ppm, 15 ppm, 25 ppm,
35 ppm, 45 ppm, 55 ppm, 65 ppm, 75 ppm, 85 ppm, 95 ppm) durante 96
h para avaliacdo das varidveis hematoldgicas e histolégicas apds a
exposicdo ao produto. A aclimatacdo por 14 dias foi realizada para
evitar o estresse pos-transporte onde os peixes foram mantidos em um
tanque circular com volume util de 500 L, sob aeragdo constante,
temperatura controlada, e renovagao diéria de 30 % do volume de &gua,
10 peixes foram colocados em cada unidade experimental para a
realizacdo do experimento. A mortalidade foi observada diariamente e a
agua de cada tratamento renovada por uma solugdo nova de didxido de
cloro apos 24, 48 e 72 h. Os peixes ndo foram alimentados durante o
periodo de exposicdo ao didxido de cloro [ Ao final da exposicédo, 6
peixes de cada tratamento foram retirados das caixas, anestesiados como
descrito anteriormente e amostras de sangue coletadas por puncéo do
vaso caudal para analises hematoldgicas e histologicas.

Exposicdo prolongada de jundids Rhamdia quelen parasitados ao
diéxido de cloro CIO, durante 48 h - Ensaio 2

Noventa e seis peixes (11,6 + 2,8 ge 11,1 + 0,9 cm) parasitados
por I. multifiliis foram expostos ao dioxido de cloro por 48 h usando trés
concentracOes definidas no teste de toxicidade, para avaliar o efeito do
oxidante CIO,. Quando todos 0s peixes estavam no grau de infestacdo
Il foram distribuidos nas unidades experimentais (40 L) com as
concentracOes ja ajustadas na agua (0 ppm, 25 ppm, 35 ppm e 45 ppm).
Foram utilizados 8 peixes para cada uma das trés repeticdes. A
mortalidade foi observada diariamente e a agua de cada repeticdo
renovada por uma solugdo correspondente a cada tratamento de diéxido
de cloro apos 24 e 48 h. O muco e as branquias foram coletados de dois
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peixes de cada unidade experimental apds 48 h de exposi¢do para
contagem de I. multifiliis.

Exposicdo curta de jundids Rhamdia quelen parasitados a dioxido de
cloro ClO; durante 1 h - Ensaio 4

Buscando investigar o efeito de uma exposi¢do curta de dioxido
de cloro sobre a infestagdo de I. multifiliis em jundias foi necessério
testar a exposi¢do ao produto em menor tempo e maior concentragéo,
pratica comum na piscicultura %, As concentrag@es utilizadas foram 0
ppm, 25 ppm, 125 ppm e 250 ppm, conforme resultado obtido no teste
in vitro, sendo a Ultima 10 vezes a concentracdo utilizada na exposi¢do
prolongada, de forma semelhante a outros tratamentos. Quando todos 0s
peixes (n=72), pds choque de temperatura, estavam no grau de
infestagdo |11 foram expostos as diferentes solugdes de didxido de cloro
em aquarios com volume de 25 L durante 1 h. Em seguida, os peixes
foram devolvidos as unidades experimentais com volume Gtil de 40 L,
sendo 6 peixes por aquéario em quadruplicata. Devido ao pequeno
tamanho dos peixes (5,9 £ 0,44 cm e 9,07 + 0,18 g), o sangue foi
coletado por pungdo do vaso caudal em pool de trés peixes por unidade
experimental para as analises hematoldgicas (extensdo sanguinea e
contagem total de eritrdcitos) e branquias coletadas e fixadas em &lcool
70 % para contagem de I. multifiliis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio de imobilizagao (in vitro) foi utilizado como parametro
de provavel morte dos parasitos a mobilizagdo/imobilizacdo dos
terontes. Foi considerado resultado positivo quando todos os terontes
ndo apresentaram movimento, negativo quando mais de 5 terontes
apresentaram movimento dos 50 terontes colocados no pogo. A partir de
solugdo de 50 ppm de CIlO, o0s terontes estavam totalmente
imobilizados, ja na concentracdo 25 ppm, haviam alguns terontes com
movimento e muitos imoveis, e a partir da concentracdo de 10 ppm,
todos os terontes apresentavam movimento normal, iguais aos da
concentracdo O ppm, ou seja, o produto ja ndo estava tendo eficacia na
imobilizacao.

A menor concentracdo capaz de imobilizar os terontes foi a
concentracdo de 25 ppm de CIO, (devido a diluigdo no poco da
microplaca quando adicionados os terontes). Este ensaio in vitro é
primeiro relatado com o diéxido de cloro no mundo. Porém quando este
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ensaio foi realizado com percarbonato de sodio (um forte oxidante e
desinfetante) ap6s 1 h e na concentracdo de 512 mg.L™ foi recordada a
morte de todos os terontes . Assim o dioxido de cloro causa
imobilizacdo dos terontes em menor concentracao que outros produtos.

Tabela 1. Valores médios e desvio padrdo dos pardmetros
hematoldgicos em jundids Rhamdia quelen apds 96 h de exposig¢do ao
diéxido de cloro (ClO,) nas concentracdes de 0 ppm, 25 ppm, 35 ppm,
45 ppm.

Parametros/
Concentracdes Oppm  25ppm 35 ppm 45 ppm
Eritrocitos (x10°/ uL™) 180+% 225+866" 1,76+3,39" 1,93+582°

Trombdcitos (x10%/ uL™)  33,5+13,4° 450+37,7% 10,8+7,4% 56,8+54,2°
Leucdcitos (x10%/ uL™Y) 97,5+4,8% 103,1+2,6° 102,1+1,9% 101,3+2,3°
Linfécitos (x10%/ uL™?) 768+4,0% 928+13% 89,8+69% 81,6+133%
Monécitos (x10%/ uL™Y) 51+14% 167+151° 35+37%® 3+35°
Neutréfilos (x10°/uLY)  10,8+31% 51+09° 50+26° 150+11,0°
LG-PAS + (x10%/ uLY) 1+0,8° 01+04% 13+10® 0,6+08°

Leucdcitos Imaturos

a a a a
(x10%uLY) 36727 3327 25%+29 1+0

*letras diferentes indicam diferenca pelo teste Tukey (p<0,05) em relagdo aos
tratamentos com CIO, . LG-PAS + - Leucdcito granular PAS — Positivo

Na andlise hematol6gica e histoldégica de jundids expostos
durante 96 h a 0 ppm, 25 ppm, 35 ppm, e 45 ppm de CIO,, ndo houve
diferenca no nimero de trombdcitos, leucécitos, leucdcitos granulares
PAS-positivo, linfdcitos e leucdcitos imaturos. Porém houve diminuicdo
no nimero de neutrdfilos (p = 0,013) e mondcitos (p = 0,009) nos peixes
tratados com 25 ppm de dioxido de cloro em relacdo aos demais
tratamentos (Tabela 1).

Peixes parasitados por I. multifiliis tem forte resposta inflamatéria
e aumento da atividade fagocitaria na area afetada %% A utilizacdo do
produto em peixes ndo parasitados causou diminuicdo de células de
defesa organica, tais como mondcitos e neutrofilos.

Sugere-se que peixes infestados por I. multifiliis tratados com
didxido de cloro podem ter resposta inflamatéria menor em comparagéo
aos ndo tratados. Basofilos e eosindfilos ndo foram observados no
sangue dos peixes analisados. Tavares-dias e Moraes ! também
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observaram esse padrdo para diversas espécies de teleGsteos com
auséncia de eosindfilos ou baixa frequéncia de ocorréncia, variando de
0,0 a 1,1 % do percentual de leucdcitos.

Tabela 2. Alteragdes histoldgicas observadas em branquias de jundiés
Rhamdia guelen expostos a dioxido de cloro CIO, a 25 ppm, 35 ppm, 45
ppm e grupo controle por 96 h.

Concentragao/

Alteracio 0 ppm 25 ppm 35 ppm 45 ppm
FL 1(16,7%) 3 (50%)™ 0 (0%)™ 3 (50%)™
ESE 6 (100%) 5(83,3%)" 6 (100%)™ 6 (100%)™
HI 3(50%)  3(50%)™  6(100%)™ 3 (50%)™
T 2(33,3%) 2(33,3%)® 5(83,3%)" 3(50%)™
LG-PAS 5(83,3%) 1(16,7%)  5(83,3%)" 6 (100%)™
N 1(16,7%) 3 (50%)™  0(0%)™ 4 (66,7%)"
oL 3(50%) 5(83,3%)" 5(83,3%)" 6 (100%)™
HCM 2(33,3%) 1(16,7%)™ 5(83,3%)™ 6 (100%)"

Total de alteragdes 23 (48%) 23 (48%)™ 32 (67%)" 37 (77%)"

FL- Fusdo Lamelar. ESE- Edema sub-epitelial. HI- Hiperplasia interlamelar.
LG_PAS- presenca de Leucdcito granular PAS-positivo. N- Necrose. OL-
Ondulagdo Lamelar. HCM- Hipertrofia da célula de muco. ()-Valor entre
parénteses indica a ocorréncia da alteragdo em porcentagem. *-indica diferenca
estatisticamente significante em relagdo ao tratamento O ppm. ns - indica ndo
haver diferenca significativa (P>0,05) em relacdo aos ndo tratados.

A anélise agrupada das alteracfes histologicas das branquias
evidenciou relacdo dose-resposta significativa (p = 0.001), sendo que 0s
tratamentos com 35 e 45 ppm apresentaram diferencas (Tabela 2) em
relagdo ao controle. Ndo houve diferenga entre o tratamento O ppm e o
de 25 ppm de didxido de cloro, 0 que evidencia que a concentracdo de
25 ppm de CIO, ndo é causadora de lesdes nos peixes expostos por até
96 h. Corroborando com as alteracbes observadas neste trabalho,
Yonkos et. al ™! relataram alteracdes morfoldgicas dose-dependentes
em branquias de Pimephales promelas apds exposicdo ao didxido de
cloro por apenas 12 h de exposicéo.

N&o houve diferenca na razdo de risco (Tabela 5) entre a
utilizacdo de 25 ppm de CIO2 e o controle, porém, 0s peixes expostos as
concentracdo de 35 e 45 ppm de ClIO2 tem um risco maior de apresentar
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alteracBes histopatoldgicas no tecido branquial. AlteragBes de menor
gravidade como edema sub-epitelial, hiperplasia lamelar e ondulagédo
lamelar apresentaram elevada porcentagen de ocorréncia mesmo no
controle, ressaltando a sensibilidade ndo especifica do tecido branquial a
influéncias do ambiente e indicando um provavel fator de confuséo,
justificando, portanto o uso da andlise estratificada como recomendado
por Parodi e Bottarelli ™

Lesdes de maior gravidade, como fusdo lamelar e necrose foram
menos comuns nos peixes ndo expostos, mas ocorreram em pelo menos
metade dos peixes expostos a 25 ppm e 45 ppm de ClO,, essas lesdes
provavelmente foram decorrentes de alteragbes primarias como
hiperplasia e edema epitelial. Devido a constante exposic¢éo, ndo houve
tempo de recuperacdo e a alteracdo progrediu até se caracterizar como
lesdo 1. 1sso ocorreu na concentragio de 45 ppm de CIO,, uma vez que
0S animais expostos as maiores concentracfes tiveram, de forma
progressiva, uma maior ocorréncia de dano, demonstrando, assim, uma
relacdo dose-resposta significativa (p = 0.0065).

Células do tipo leucdécito granular PAS positivo sdo comumente
observadas em jundiés e apesar de sua funcdo celular ainda nao estar
totalmente elucidada, sabe-se que é um granuldcito cujas caracteristicas
morfol6gicas e citoquimicas diferem dos demais Ieucocnos e que
provavelmente esta relacionado a defesa celular em mfecgoes . Em
pargo Sparus aurata foram observadas células LG-PAS nas branqwas
como resposta inflamatéria a exposicdo a bifenilos policlorados (28]
Apenas 0s peixes expostos a 25 ppm de CIO, apresentaram menor
ocorréncia dessas células (Tabela 2), em relacdo aos ndo expostos,
indicando que essa concentragdo causou uma menor inflamacao
branquial (p = 0.080). Muitas das lesdes observadas nos 6rgdos sdo
reversiveis, de forma que o organismo gode reparar as areas atingidas e
retornar ao seu estado de homeostase [2

Nas andlises agrupadas das alteracdes histoldgicas no figado
verificou-se diferenca (Tabela 3) e foi possivel detectar relacdo dose-
resposta (p = 0,006) significativa. A analise das necroses multifocais
evidenciou diferenca entre 0s animais expostos a ClO, (p = 0.00004) e
também mostrou uma relacdo dose-resposta positiva (p = 0.001). Houve
diferenca ainda na lesdo de pontos hemorragicos multifocais, sendo que
ndo houve diferenca nas demais alteragcdes histologicas analisadas,
indicando que de maneira geral ndo houve sensibilidade do figado ao
composto quimico.
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Tabela 3. Alteracdes histoldgicas observadas em figados de jundias,
Rhamdia quelen, expostos a dioxido de cloro CIO, a 0 ppm, 25 ppm, 35
ppm e 45 ppm durante 96 h.

Coﬂﬁi?;g;;d 0 ppm 25 ppm 35 ppm 45 ppm
NM 1(16,7%) 4 (66,7%)" 6 (100%)" 6 (100%)"
ILM 4 (66,7%) 3 (50%)™ 6 (100%)™ 6 (100%)™
CS 6 (100%) 6 (100%)™ 6 (100%)™ 6 (100%)"™

LG-PAS 3(50%) 3(50%)"™  0(0%)" 3 (50%)"
PHM 0(0%)  0(0%)™ 4(66,7%) 0 (0%)™
EH 3(50%) 6 (100%)™ 6 (100%)™ 6 (100%)"™

Total de alteragdes 17 (47%) 22 (61%)™ 28 (78%) 27 (75%)

NM-Necrose multifocal. NF-Necrose focal. ILM-Infiltrado de leucdcitos
mononucleados. CS-Congestdo dos sinusdides. LG-PAS-leucécito granular.
PHM-Pontos hemorrégicos multifocais. EH-Edema dos hepatdcitos. ()-Valor
entre parénteses indica a ocorréncia da alteracdo em porcentagem. *-indica
diferenca estatisticamente significante em relagdo ao tratamento O ppm. ns-
indica ndo haver diferenga em relagéo aos néo tratados.

Nas concentragdes de 35 e 45 ppm de CIO, ocorreu diferenca na
razdo de risco (Tabela 5) para as lesbes encontradas no figado. O
infiltrado de leucécitos mononucleares foi observado no figado dos
peixes de todos os tratamentos e ndo diferiram dos peixes ndo tratados.
A ocorréncia de infiltracfes leucocitérias difere nos tratamentos 35 e 45
ppm de didxido de cloro pode estar relacionada a necrose, semelhante ao
relatado para Astyanax spp. coletados do rio lIguagu (Parand)
contaminado por diversos poluentes, tais como: dioxinas, metais e
pesticidas %2,

Edema dos hepatocitos ndo apresentou diferenca significativa de
ocorréncia nos peixes tratados com CIO, em relacdo aos nao tratados,
resposta comum a compostos com certa toxicidade, como em jundias
expostos a 700,g/L do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) durante 96
h ! os quais apresentaram vacuolizacdo nos hepatécitos. Assim as
alteracdes histoldgicas observadas grovavelmente se devem por o figado
ser o centro para detoxificacdo %, as concentracdes influenciaram o
processo metabdlico e consequentemente produziram as lesbes
observadas.
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Houve necrose do tecido hepatico em todos os tratamentos, com
diferentes proporcGes. Entretanto os tratamentos 35 ppm e 45 ppm
diferiram do controle, apresentando maior ocorréncia dessa lesdo, que €
de maior gravidade e ndo reversivel. As lesdes causadas por substancias
quimicas no figado ocorrem principalmente devido a metabdlicos
toxicos reativos, 0s quais causam lesdo da membrana e lesdo celular pela
formacéo de radicais livres Y. Peixes expostos a sedimentos de areas
poluidas também apresentam esse tipo de lesdo %, entio é provavel que
seja uma resposta ndo especifica a varios agentes agressores.

O rim foi também um Orgdo sensivel as alteragBes na
concentracao de 45ppm de didxido de cloro, de maneira que as analises
agrupadas das alteragcBes histoldgicas foram diferentes entre 0s
tratamentos (p = 0.0002) e houve significativa relacdo dose-resposta
positiva (p = 0.009).

Tabela 4. AlteracBes histologicas observadas em rins de jundias
Rhamdia quelen expostos a diéxido de cloro ClO; a 0 ppm, 25 ppm, 35
ppm, 45 ppm durante 96 h.

Co/zlctir:;rgl;:o/ 0 ppm 25 ppm 35 ppm 45 ppm
NMET 3(60%) 6 (100%)™ 4 (66,7%)™ 5 (100%)™
NMGM 2 (40%) 3 (50%)™ 2 (33,3%)™ 5 (100%)™
ECB 4 (80%) 6(100%)™ 5(83,3)" 5 (100%)™
PHM 1(20%) 1(16,7%)™ 1 (16,7%)™ 5 (100%)"
PM 2 (40%) 3 (50%)" 3 (50%)™ 2 (40%)™
EP 2 (40%) 3 (50%)™ 5(83,3%)™ 2 (40%)™
El 4 (80%) 5(833)™ 6 (100%)™ 5 (100%)™

Total de alteracdes 18 (43%) 27 (64%)™ 26 (62%)™ 31 (74%)"

NMET- Necrose multifocal do epitélio tubular. NMGM- Necrose multifocal do
glomérulo de Malpighi. ECB-Edema da capsula de Bowman. PHM-Pontos
hemorragicos multifocais. PM- presenca de melanomacréfagos. EP-Exsudato
proteico. EI-Edema intersticial. ()-Valor entre parénteses indica a ocorréncia da
alteracdo em porcentagem. *-indica diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao tratamento O ppm. ns-indica ndo haver diferenca estatisticamente
significante em relacdo aos néo tratados.

Pontos hemorragicos multifocais foram alteracdes histol6gicas
que ocorreram com maior intensidade (Tabela 4) nos peixes expostos a
45 ppm de dioxido de cloro (p = 0.047).
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Os peixes expostos a 45 ppm sofreram, de forma geral, mais
lesBes significativas em relacdo aos ndo expostos, isso evidencia que é o
produto o causador de danos a saude dos jundids. Assim 0 uso desse
produto deve ser utilizado com cautela a partir dessa concentracéo e
tempo de exposi¢cdo. Semelhante a quando jundias foram expostos ao
herbicida 2,4-D na 4gua até 745 mg.L™ durante 96 h, os peixes
apresentaram resisténcia sem grandes alteracbes nos peixes nas
concentragBes de 200 a 700 mg.L™", entretanto a partir da maior
concentracao, lesdes ja foram percebidas nos 6rgdos 331,

Sensibilidade do rim foi observada em larvas recém-eclodidas de
bagre-do-canal Ictalurus punctatus tratadas com acido peracéticoa 1,7 e
2,2 ppm por 48 h via imersao. Straus ! reporta que as lesdes eram de
categoria moderada, sendo a principal degeneracdo do epitélio tubular,
semelhante as encontradas nos peixes tratados com diéxido de cloro,
embora as diferencas ndo tenham sido significativas. Entretanto o estudo
foi realizado com larvas recém-eclodidas que geralmente sdo mais
sensiveis que os alevinos utilizados no presente estudo.

Tabela 5. Razéo de risco e intervalo de confianga (IC) de ocorréncia das
lesBes em branquias, figado e rins de jundias expostos ao didxido de
cloro ClO; a 25 ppm, 35 ppm, 45 ppm durante 96 h.

Branquias Figado Rim
Tratamentos Risco I1C95% Risco 1C95% Risco IC 95%
25 ppm 1,091 0,729-1,632 1,294 0,9023-1,856 1,25 0,8829-1,77
35ppm 1,391°1,033-1,874 1,647 1,137-2,385 1,204 0,84-1,725
45ppm  1,609" 1,185-2,183 1,588 1,142-2,209 1,611" 1,146-2,266

“indica diferenca estatisticamente significante em relagéo ao tratamento 0 ppm.

N&o houve diferenga significativa na razdo de risco para os rins
dos peixes expostos a concentracdes de 25 ppm e 35 ppm, porém, na
concentracdo de 45 ppm o risco foi significativamente maior (Tabela 5).

Exposicdo prolongada de jundias Rhamdia quelen parasitados por I.
multifiliis ao dioxido de cloro (ClO,) durante 48 h

Os parametros de qualidade da agua durante a exposicdo
prolongada ndo diferiram significativamente, a um nivel de 5% de
confiancga, entre os grupos testados, com taxa de oxigénio dissolvido em
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7,34 + 0,30 mg/L™ , pH em 7,28 + 0,05 e temperatura em 24,6 + 0,38
°C, isso é adequado para a espécie de acordo com Braun et. al. **.

Os peixes coletados apds 48 h de exposicdo tinham peso e
comprimento médio de 11,6 + 2,89 g e 11,1 £ 0,99 cm respectivamente,
e ndo houve diferenca entre o peso dos peixes (p = 0,295), apenas no
comprimento dos peixes tratados com 250 ppm de CIO, (p = 0,037) em
relacdo aos peixes dos outros tratamentos, no entanto como esse foi o
mais efetivo contra o parasito nas branquias, e ndo houve diferenca no
muco de peixes tratados e ndo tratados afirma-se que a diferenga no
comprimento ndo causou alteragdo no nimero de I. multifiliis.

Figura 1. Contagem de Ichthyophthirius multifiliis no muco de jundiés,
Rhamdia quelen, tratados com diéxido de cloro ClIO, a 0 ppm, 25 ppm,
35 ppm e 45 ppm por 48 h.
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A contagem de I. multifiliis no muco mostrou que a infestacao foi
realmente muito alta com intensidade média de 2624,6 + 11679
trofontes, mas ndo houve diferenca entre os tratados e ndo tratados (p =
0,499), o didxido de cloro ndo diminuiu a infestacdo no tegumento dos
peixes. Borba et. al ¥ relataram infestacdo menor com intensidade
média de 394,6 + 130,5 em jundias com peso semelhantes (18,81 + 2,76
g). Em peixes tratados com sal (NaCl) a 1%, sal e Formol 250 mg.L™
também ndo houve eficacia desses tratamentos na reducdo de |I.
multifiliis no muco de surubins 7). Porém Klein et. al ! mostraram
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reducdo de aproximadamente 50 % da infestacdo por I. multifiliis em
todos os tratamentos, entre inoculacdes por 7 dias e banhos de 1 hora
com diversas substancias quimicas utilizadas para tratar peixes
parasitados.

A infestacdo de I. multifiliis nas branquias resultou em diferengas
entre o tratamento de O ppm e o com diéxido de cloro a 25 ppm, 35 ppm
e 45 ppm como mostrado na Figura 2. As concentragdes testadas
causaram redugdo de até 62 % (25 ppm de ClO;) da infestacdo.
Entretanto ndo houve diferenga entre os trés tratamentos, o que indica
que pode ser indicada a menor concentracdo, 25 ppm de diéxido de
cloro, visando menor custo de aplicacdo e menores danos aos tecidos
dos peixes.

Figura 2. Contagem de Ichthyophthirius multifiliis nas branquias de
jundias, Rhamdia quelen, tratados com di6xido de cloro CIO2 a 0 ppm,
25 ppm, 35 ppm e 45 ppm por 48 h. **- letras diferentes indicam
diferenca significativa no teste de Tukey p=0,002.
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Esse resultado foi semelhante ao obtido por Klein et. al. [, em
alevinos de surubim do Iguacu Steindachneridion sp parasitados por |I.
multifiliis quando submetidos a inoculagbes e banhos com diversos
produtos quimicos comumente utilizados na aquicultura, e a maior
reducéo de infestaco (49,5 %) foi na inoculacéo de formol 25 mg.L™ na
agua por sete dias seguida por 47, 2 % de reducdo na infestacdo por
formol 250 mg.L™* em banhos de 1 hora.
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Exposicdo curta de jundids Rhamdia quelen parasitados por
Ichthyophthirius multifiliis ao diéxido de cloro CIO, por 1 hora

A infestacdo por |. multifiliis nas branquias mostrou diminuicéo
no numero de parasitos nos peixes expostos por 1 hora (Figura 2). Os
peixes ndo tratados com CIO, tinham uma média de infestacdo de
aproximadamente 234 + 73,1 trofontes. J& nos tratamentos com o
produto, a infestacdo diminui com o aumento da concentragdo do
produto, apresentado uma relagdo inversamente proporcional. Sendo que
o tratamento com 250 ppm de dioxido de cloro durantes 1 hora mostrou
maior efic&cia, reduzindo mais que 50 % da infestag&o.

Figura 3. Ichthyophthirius multifiliis nas branquias de jundids Rhamdia
quelen apds banhos de 1 hora com didxido de cloro (CIO2) nos
tratamentos 0 ppm, 25 ppm, 125 ppm e 250 ppm. *_ indica diferenca
significativa no teste de Tukey (p=0,001)
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Resultados satisfatérios semelhantes foram encontrados por
Yamabe e Yoshida ® na reducéo da infestacdo nos peixes tratados a 5
ppm, e controle da infestacdo por I. multifiliis em “goldfish” na
concentracdo de 15 e 30 ppm de ClO,, atingido a cura dos peixes apds 7
dias de tratamento, entretanto estes autores nao testaram uma exposicado
curta dos peixes parasitados ao quimico.

Andlise hematolégica de jundias parasitados por Ichthyophthirius
multifiliis quando expostos ao diéxido de cloro (ClO,) a 0 ppm, 25 ppm,
125 ppm e 250 ppm por 1 hora
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N&o houve diferenca (p < 0,05) na contagem total de eritrécitos e
hematdcrito entre os tratamentos com diéxido de cloro. Na contagem
diferencial de células sanguineas, ndo houve diferenca para trombdcitos
(p= 0,47612), mondcitos (p= 0,761), linfocitos (p= 0,485) e neutr6filos
(p=0,857) (Tabela 6). Basofilos foram observados em baixos niveis, e
eosinofilos ndo foram observadas no sangue dos peixes analisados,
porém isso esta de acordo com outros resultados 2.

Apesar de ndo haver diferencas entre os tratamentos aplicados, o
guadro hematoldgico dos peixes sugere que eles estavam anémicos, com
baixo percentual de hematdcrito (Tabela 6) e menor quantidade de
eritrécitos do que 1,95 + 0,40 x 10° uL™?, o reportado por Tavares-dias
et. al., ®¥ provavelmente devido a parasitose e nio devido ao uso do
dioxido de cloro.

Tabela 6. Valores médios e desvio padrdo dos parametros
hematoldgicos em jundids Rhamdia quelen parasitados por I. multifiliis
apés 1 h ao dioxido de cloro (CIO;) nas concentragBes de O ppm, 25
ppm, 125 ppm e 250 ppm por 1 h.

ConcentragBes

Paréametros 0 ppm 25 ppm 125 ppm 250 ppm
Hematdcrito (%) 17,52 10 122 9,5°
Eritrécitos (x10°uL™) 1,12+0,79% 1,1+0,46° 1,13+0,35% 1,28 £0,39°
Trombécitos (x10° uL™?) 241+20% 240+12,0% 17,2+19,2% 14+6,5°
Leucécitos (x10° uL™) 102,7 £4,5% 102,8 4,5 107,2+2,5% 104,3+3,5°
Linfécitos (x10°uL™) 61,7+18,0% 61,8+ 18,0* 66+169*% 81,3+89°
Monécitos (x10° uL ™) 252+14,1°%253+14,2% 142+80% 10,3+4,0°
Neutréfilos (x10° L™ 12,7+12,1% 12,8+12,1% 17,2+9,9% 9522
LG-PAS + (x10°uL?) ; 25+43% 25+44% 4473 0®
tiglt):omtos Imaturos (x10 0 02 4+21° 36+30°
Basofilos (x10° uL™Y) 05+1* 05+1,0*% 1,7+05% 0@

LG-PAS + - Leucotcito granulas PAS — Positivo. *-indica ndo haver diferenca
significativa

O tempo de exposicdo ao produto foi de apenas 1 hora,
certamente foi pouco para causar mudancas no quadro hematoldgico dos
peixes. Entretanto Moore e Calabrese “® testando longa exposicdo
reportaram que apés 30 dias de administracdo de diéxido de cloro
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através da agua ndo houve alteracGes em 11 parametros hematoldgicos
dos ratos expostos. Resultados de Schalch et al.*Y mostram que banhos
com diflubenzuron em pacus foram eficazes contra o Dolops carvalhoi e
ainda causaram aumento trombdcitario e eritrécitario. Em contraste a
isso Tavares-Dias et al. % relataram que banhos com sulfato de cobre
(CuSO4)  causaram leucopenia e eritrocitopenia em tambaquis
parasitados.

A qualidade da agua durante a exposicdo curta também néo
apresentou diferenca entre tratamentos (p > 0,05), com taxa média de
oxigénio dissolvido em 7,98 + 0,38 mg.L? , pH 7,17 + 0,17, e
temperatura em 24,82 + 0,79 °C.

CONCLUSOES

O didxido de cloro se mostrou efetivo para imobilizar terontes de
Ichthyophthirius multifiliis na menor concentragdo de 25 ppm de CIO;in
vitro. Nessa mesma concentracdo em exposi¢do prolongada durante 48 h
reduz mais que 50 % a infestacdo por I. multifiliis nas branquias de
jundids. Apds exposicao curta durante 1 h, o CIO, reduz até 62 % a
infestagdo por I. multifiliis nas branquias nas concentragdes de 125 ppm
e 250 ppm de CIO,. Quanto a hematologia dos peixes, poucas alteracoes
foram significativas nos peixes parasitados tratados ou ndo com o
oxidante. Alteragdes histologicas foram observadas em branquias,
figado e rim de jundias expostos ao dioxido de cloro, no geral as lesdes
foram de gravidade leve a moderada e muitas das alteragfes ndo tiveram
diferencas em relagéo aos néo tratados. E possivel propor um tratamento
com diéxido de cloro a 25 ppm por até 48 h que reduz mais de 50 % da
infestacdo por 1. multifiliis, sem prejudicar a salde dos jundids.
Recomenda-se para futuros trabalhos na area, iniciar a experimentagao
com peixes parasitados no grau de infestacdo Il, pois a evolugdo da
doenca é exponencial, causando rapidamente a morte de todos 0s peixes.
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