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RESUMO

Ichthyophthirius multifiliis € um importante ectoparasito ciliado de
distribuicio  cosmopolita, que resulta em perdas econdmicas
significativas na inddstria aquicola. A producdo de juvenis de jundia
estd sendo comprometida pela infestacdo frequente do parasito I.
multifiliis. Com objetivo de avaliar a sua eficiciéncia no tratamento e/ou
prevencdo de ictiofitiriase, foram realizados dois experimentos:
1)banhos de imersdo com diferentes concentracdes de toltrazuril
(Baycox®); 2) diferentes concentragdes de biomassa citrica
(BioGermex®) ou toltrazuril incluido na dieta. Foram realizados banhos
de imersdo em quatro diferentes concentragdes do produto: 0, 250, 500 e
750 mg toltrazuril/L em juvenis de Rhamdia quelen (2,99 £ 0,62 g; 3,01
+ 0,157 cm). As concentragGes usadas foram determinadas por meio de
teste de tolerancia usando a mesma metodologia experimental, porém
sem que os individuos estivessem infestados. Foram realizados trés
banhos sequenciais com duracdo de 4 h, com intervalo de 24 h entre
eles. O experimento teve duracdo total de 192 h. Para os individuos
infestados no primeiro banho, a concentracdo de 0 mg/L resultou em
maior nimero de trofontes (821 + 273) em relagdo as demais
concentracdes testadas, seguido da concentragdo 250 mg/L (702 + 161).
As concentragcdes de 500 e 750 mg/L resultaram em menor grau de
infestacdo (154 + 27 e 165 + 75) de trofontes por peixe e ndo diferiram
entre si. Em banhos subsequentes, de 48 e 72 h, observou-se aumento
significativo do grau de infestacdo dos peixes nas concentragcdes 0 mg/L
(1370 £ 827 a 1579 £ 329) e 250 mg/L (489 + 97 a 1073 * 435) quando
comparado as concentragdes 500 mg/L (149 + 56 a 136 + 33) e 750
mg/L (91 £ 31 a 88 + 30), respectivamente. A eficacia do toltrazuril foi
observada nas concentracdes 500 e 750 mg/L logo ap6s o primeiro
banho, porém ao longo das 192 h, foi verificada mortalidade dos peixes
para todas concentra¢des: 100% para 250 e 750 mg/L, 90% para 0 mg/L
e 76,6% para 500 mg/L. Durante o teste de tolerdncia, sem 0s peixes
estarem infestados, observou-se mortalidade apenas nas concentracfes
500 e 750 mg/L, com taxas de 6,67% e 16,67%, respectivamente. Para o
segundo experimento, juvenis de Rhamdia branneri (4,47 £ 0,21 g; 8,03
+ 0,10 cm) foram alimentados com racdo extrusada (45% de proteina
bruta) a 2% da biomassa durante 15 dias. Posteriormente, 0s peixes
foram expostos ao I. multifiliis por coabitacdo com juvenis de carpa
infestados por ictio durante 10 dias (20,67 + 1,39 °C). Foram usadas
duas concentragdes de toltrazuril (TT 2 e 4 mg/g), duas concentracfes
de BioGermex (BIO 150 e 200 mg/g), um Controle negativo (racdo mais



agua deionizada) e um Controle positivo (racdo inalterada). O estudo
revelou que o toltrazuril nas concentragdes 2 e 4 mg/g e BioGermex na
concentracdo de 200 mg/g foram eficazes na reducdo da infestagéo de I.
multifiliis. Porém,os tratamentos TT 2 mg/g e BIO 200 mg/g
apresentaram melhor desempenho de crescimento, bem como conversédo
e eficiéncia alimentar. Apesar de TT4 mg/g ter resultado em maior
reducdo do grau de infestacdo dos peixes que TT2 mg/g e BIO 200
mg/g, este tratamento apresentou baixa taxa de crescimento especifico,
eficiéncia alimentar e ganho de peso diario. A sobrevivéncia foi
semelhante entre os tratamentos e superior a 99%. Assim, verificou-se
que o toltrazuril em banho de imersdo ndo é recomendavel para o
tratamento de jundid R. quelen contra |. multifiliis devido a alta
mortalidade ocorrida nas concentragdes 500 e 750 mg/L, apesar da
reducdo na infestacdo de ictio, sugerindo-se entdo a busca por outros
produtos alternativos na forma de banhos de imersdo. Quando
incorporados na dieta, recomenda-se 0 uso de 2 mg toltrazuril/g ou 200
mg BioGermex/g, pois estes ndo influenciaram o desempenho
zootécnico e foram eficazes na reducdo da infestacdo por trofontes de I.
multifiliis.

Palavras—chave: Aquicultura, imersdo, ictiofitiriase, toltrazuril,
biogermex, eficacia



ABSTRACT

Ichthyophthirius multifiliis is a cosmopolitan important ciliate
ectoparasite, which results in significant economic losses in the
aquaculture industry. The production of Silver catfish fingerlings is
being compromised by frequent infection of the I. multifiliis parasite. In
order to evaluate its efficiency in the treatment and / or prevention of
Ichthyophthiriasis, two experiments were carried out: 1) immersion
baths with different concentrations of toltrazuril (Baycox®); 2) different
concentrations of citrus biomass (BioGermex®) or toltrazuril included
in the diet. Immersion baths were performed at four different product
concentrations: 0, 250, 500 and 750 mg toltrazuril / L in Rhamdia
guelen juveniles (2.99 + 0.62 g, 3.01 + 0.157 cm). The concentrations
used were determined through a tolerance test using the same
experimental methodology, but without the individuals being infested.
Three sequential baths were performed with duration of 4 h, with a 24 h
interval between them. The experiment had a total duration of 192 h.
For the infested fishes, in the first bath, the concentration of 0 mg / L
presented a greater number of trophonts (821 £ 273) in relation to all the
other concentrations tested, followed by the concentration 250 mg / L
(702 + 161). Concentrations of 500 and 750 mg / L showed a lower
number of trophonts (154 + 27 and 165 + 75) and did not differ from
each other. In subsequent baths of 48 and 72 h, a significant increase in
trophonts was observed in concentrations 0 mg / L (1370 + 827 to 1579
+ 329) and 250 mg / L (489 + 97 to 1073 + 435) when compared to
concentrations 500 mg / L (149 + 56 to 136 + 33) and 750 mg / L (91 +
31 to 88 + 30), respectively. The efficacy of toltrazuril was observed at
500 and 750 mg / L right after the first bath, however throughout the
192 h, fish mortality was observed for all concentrations: 100% for 250
and 750 mg / L, 90% for 0 mg / L and 76.6% to 500 mg / L. During the
tolerance test, without the fish being infested, mortality was observed
only at concentrations of 500 and 750 mg / L, with rates of 6.67% and
16.67%, respectively. For the second experiment, juveniles of Rhamdia
branneri (4.47 £ 0.21 g, 8.03 + 0.10 cm) were fed extruded ration (45%
crude protein) at 2% of the biomass for 15 days. Subsequently, the fish
were exposed to |. multifiliis by cohabitation with juvenile infested carp
for 10 days (20.67 £ 1.39 ° C). Two concentrations of toltrazuril (TT 2
and 4 mg / g), two concentrations of BioGermex (BIO 150 and 200 mg /
g), a Negative Control (ration plus deionized water) and a Positive
Control (unchanged ration) were used. The study revealed that
toltrazuril at concentrations 2 and 4 mg / g and BioGermex at the



concentration of 200 mg / g were effective in reducing infestation
trophonts of I. multifiliis. However, the treatments TT 2 mg / g and BIO
200 mg / g had better specific growth rate, good conversion, feed
efficiency and daily weight gain. Although TT 4 mg / g showed a
greater reduction in the number of trophonts than TT 2 mg / g and BIO
200 mg / g, this treatment presented low performance in the specific
growth rate, feed efficiency and daily weight gain. Survival was similar
between treatments and greater than 99%. Thus, according to the results
of the two experiments, toltrazuril in an immersion bath cannot be
recommended for the treatment of Silver catfish (R. quelen) against |.
multifiliis due to the high mortality found for the 500 and 750 mg / L
concentrations, despite of the reduction in the number of trophonts,
suggesting the search for alternative products in the form of immersion
baths. When applied as a diet, it is recommended to use 2 mg toltrazuril
/ g or 200 mg BioGermex / g, as these did not influence the performance
of the animals and were effective in reducing infection trophont of I.
multifiliis.

Keywords: Aquaculture, immersion, ichthyophytariasis, toltrazuril,
biogermex, efficacy
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1.INTRODUCAO GERAL

1.1.Visdo geral da aquicultura e pesca ho mundo

A produgdo mundial de peixe cresceu de forma constante nas
Gltimas cinco décadas, com o aumento da oferta de peixes a uma taxa
anual média de 3,2% (FAO, 2014). A média do consumo mundial per
capita de peixe aumentou de 14,4 kg na década de 1990, para 20 kg em
2014 e 2015 (FAO, 2016). De acordo com FAO (2016), a aquicultura
continental em 2014 manteve essa tendéncia positiva que resultou em
um aumento de 37% na Ultima década. A produgdo de animais aquaticos
pela aquicultura em 2014 ascendeu a 73,8 milhdes de toneladas, com um
valor estimado de primeira venda de U$ 160,2 bilhes. Esse total
compreende 49,8 milhdes de toneladas de peixe (U$ 99,2 bilhdes), 16,1
milhGes de toneladas de moluscos (U$ 19 bilhdes), 6,9 milhdes de
toneladas de crustaceos (U$ 36,2 bilhdes) e 7,3 milhdes de toneladas de
outros animais aquaticos, incluindo anfibios (U$ 3,7 bilhGes) e foram
cultivadas 27,3 milhdes de toneladas de plantas aquaticas (U$ 5,6
bilhdes) (FAO, 2016).

1.1.1.Crescimento mundial da producado de proteina animal por
setor

A producdo da pesca extrativa apresenta-se estavel com tendéncia
de decréscimo. A aquicultura mostra indices de crescimento importantes
para a producdo de proteina animal, liderando com 43% desse total,
contra 15,7% da pesca, 12,9% da avicultura, 9,2% da suinocultura e
8,4% proveniente da bovinoculura de corte (FAQ, 2012).

1.1.2.Maiores produtores, exportadores e importadores

A China é o principal produtor e maior exportador de peixe e de
produtos da pesca, seguido da Noruega, que registrou valores recordes
de exportagdo em 2015. Em 2014, o Vietnd tornou-se o terceiro maior
exportador, ultrapassando a Tailandia, que sofreu um declinio
substancial nas exportagdes desde 2013, principalmente relacionado a
redugdo da produgdo de camardo devido a problemas de doengas. Em
2014 e 2015, a Unido Europeia (UE) foi o maior mercado importador de
peixe, seguido pelos Estados Unidos e Japdo (FAO, 2016).

Segundo a FAO (2016), em 2014, 84% da populacdo mundial
envolvida no setor de pesca e aquicultura estava situada na Asia, seguida
pela Africa (quase 10%) e pela América Latina e Caribe (4%). Mais de
18 milhdes (33% de todas as pessoas empregadas no setor) estavam
envolvidos na atividade de piscicultura, concentrados principalmente na
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Asia (94%), seguido pela América Latina e Caribe (1,9% do total e
equivalente a 3,5 milhdes de pessoas) e Africa (1,4% do total e relativo
a 2,6 milhdes de pessoas).

1.2.Aquicultura no Brasil

O Brasil é 0 maior mercado da América Latina e um dos maiores
do mundo com potencial agropecudrio. Apesar de ser grande produtor
de frango, bovinos e suinos, a piscicultura foi o setor de carnes que
apresentou 0 maior incremento percentual de producdo em 2016, com
crescimento anual de 4,4%, contra 1,4% para bovinos, 1,9% para a
avicultura, suinos com 0,4% e uma reducdo de 26,1% no setore de
carcinicultura (IBGE, 2017). A producéo total da piscicultura brasileira
em 2016 foi de 507,12 mil toneladas em relagcdo ao ano anterior. A
tildpia, principal espécie aquicola cultivada no pais, apresentou
incremento médio de producdo de 9,3% (IBGE, 2017).

1.2.1.Espécies produzidas pela piscicultura em Santa Catarina

O principal produto da aquicultura em Santa Catarina é o peixe
de agua doce. Dentre as vinte espécies cultivadas, as principais por
ordem de producdo sdo a tilapia nilética (64,1%), seguida pelas quatro
espécies de carpas (29,3%), trutas (1,9%) e jundias (1,9%)
(EPAGRI/CEDAP, 2013).

1.3.Rhamdia quelen e R. branneri

Os jundias Rhamdia quelen e Rhamdia branneri pertencem a
mesma familia Heptapteridae, sendo que por meio de estudos da
morfologia e citogenética foi comprovado que sdo espécies distintas
(GARAVELLO e SHIBATTA, 2016), apesar de anteriormente serem
consideradas sinonimias (SILFVERGRIP, 1996).

1.3.1.Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824)

O jundia R. quelen é um siluriforme encontrado nas Américas
Central e do Sul (PERDICES et al., 2002), tolera baixas temperaturas,
apresentando bom crescimento no inverno e verdo, principalmente, no
Sul do Brasil (PIAIA e BALDISSEROTTO, 2000), sendo a temperatura
6tima de criagdo situada entre 22 e 28 °C para os adultos e entre 15 e 34
°C para os juvenis (GOMES et al., 2000). R. quelen, difere-se de R.
branneri por combinar o perfil dorsal em suave curva regular, levemente
convexo entre o supraoccipital e a nadadeira dorsal, com delicada serra
do espinho peitoral e o padrdo de coloracdo marrom escuro ou cinza
claro na regido dorsal com abdome palido, sem qualquer vestigio de
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coloragdo densamente pintalgado de negro (GARAVELLO e
SHIBATTA, 2016) (Figura 1).
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Figura 1: Espécime Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824). Reprodutor
coletado no Alto Rio Uruguai (LAPAD).

1.3.2.Rhamdia branneri (Haseman, 1911)

R. branneri é uma espécie endémica da bacia do rio Iguagu,
situada predominantemente no estado do Parana e parte em Santa
Catarina. Quando comparada com R. quelen, possui maior distancia
entre a nadadeira dorsal e a adiposa, maior altura do peddnculo caudal, a
maior altura do tronco na vertical é observada entre a nadadeira adiposa
e por¢do situada entre as nadadeiras ventral e anal, além de apresentar
maior largura da cintura escapular (GARAVELLO e SHIBATTA, 2016)
(Figura 2). Adicionalmente, demonstra menor comprimento dos
barbilhdes maxilar e mentoniano externo, além de menor distancia
interorbital e menor comprimento da base da adiposa. Possui coloragdo
marrom escuro ou cinza claro na regido dorsal com abdome palido
(GARAVELLO e SHIBATTA, 2016).
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Figura 2: Espécime Rhamdia branneri (Haseman, 1911). Figura extraida de
Ribolli et al. 2017.
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1.3.3.Caracteristicas gerais

O jundia apresenta rapido crescimento, boa conversdo alimentar,
rusticidade, carne de boa qualidade e palatabilidade, com potencial para
producdo massiva (BARCELLOS et al., 2003; SANTOS,1981; GOMES
et al., 2000; FRACALOSSI et al., 2008; MEYER e FRACALOSSI,
2004; ZANIBONI-FILHO e NUNER,2012). Sobre ele ja s&o dominados
0s aspectos referentes a reproducdo induzida, larvicultura, alevinagem e
engorda (BOMBARDELLI et al., 2006; GIL et al., 2004; PIAIA e
BALDISSEROTTO, 2000; HUERGO e ZANIBONI-FILHO, 2006;
WEISS e ZANIBONI-FILHO, 2009; FUKUSHIMA et al., 2012).
Adultos de R. quelen sdo onivoros, com uma clara preferéncia por
peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais, e detritos organicos,
(GOMES et al., 2000; MEURER e ZANIBONI-FILHO, 1997). Essa
espécie movimenta-se a noite e sai de seus esconderijos depois das
chuvas para se nutrir dos escombros deixados ao longo dos rios. De
acordo com GOMES et al. (2000), os organismos encontrados no
conteldo gastrintestinal de R. quelen ndo sdo restritos ao habitat
bentdnico, indicando que essa espécie é generalista com relacdo a
escolha de alimento.

1.3.4.Caracteristicas bioldgicas

A maturidade sexual do R. quelen é atingida por volta de um ano
de idade em ambos sexos, podendo se verificar a matura¢do gonadal nos
machos com 13,4 cm e nas fémeas com 16,5 cm (GOMES et al., 2000;
BALDISSEROTTO, 2004). Apresenta fecundacdo externa, desova
parcelada e realiza curtas migracOes laterais (ZANIBONI-FILHO e
NUNER, 2008). Apresenta ovos amarelados com dupla membrana e
com espacgo perivitelinico moderado, e as larvas recém-eclodidas séo
pequenas, com pigmentacdo restrita a regido da cabeca e do saco
vitelinico (ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2008). De acordo com
TATAJE e ZANIBONI-FILHO (2008), a larva de jundid inicia a
alimentacdo entre o segundo e o terceiro dia ap6s a eclosdo, comecando
principalmente com a ingestdo de microcrustaceos e seguindo com as
larvas de insetos presentes nos bentos na fase posterior ao estagio de
flexéo.

A coloragdo do jundid varia de marrom avermelhado claro a
cinza, enquanto que a pigmentacdo da parte inferior da cabeca €
variavel. E um peixe de couro, com barbilhdes de crescimento
alométrico negativo, e esta relagdo é provavelmente aumentada devido a
grande possibilidade de dano dos barbilhGes em exemplares de grande
porte (GOMES et al., 2000).
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1.3.5.Linhagem de R.branneri

A espécie R. quelen, desde a revisdo feita por Silfvergrip
(1996), congregava 49 espécies que eram consideradas sinbnimas. R.
branneri, que estava entre elas e era considerada sinbnima de R. quelen,
passou a ser considerada espécie valida com base em estudos
morfolégicos (GARAVELLO e SHIBATTA, 2016) e citogenéticos
(RIBOLLI et al., 2017). Através do teste de DNA barcoding, ferramenta
molecular bastante precisa para a identificacdo de espécies e utilizada
para resolugdes taxondmicas (HEBERT et al., 2003), foi possivel
confirmar que os peixes utilizados no segundo capitulo desta dissertacéo
é uma linhagem comercial de R. branneri (RIBOLLI et al., 2017), com
voucher (nimero 18115) ja depositado no Museu de Zoologia da
Universidade Estadual de Londrina (Figura 3).

Figura 3: Espécime de linhagem comercial Rhamdia branneri (Foto:
Josiane Ribolli).

1.4. Ichthyophthirius multifiliis

A piscicultura tem se desenvolvido intensamente no Brasil,
principalmente nos ultimos anos, sendo hoje cultivadas varias espécies,
sejam nativas ou introduzidas (PAVANELLI, 2008). Mas 0 sucesso
desta atividade depende de varios fatores, como por exemplo o fator
sanitario, pois a producdo s6 pode ter sucesso desde que a sua gestdo
leve em consideracdo esse aspecto, nas varias vertentes da profilaxia e
tratamento das doencgas (PAVANELLI, 2008). A producéo de juvenis de
jundia estd sendo comprometida principalmente pela infestacdo
frequente do parasito I.multifiliis (ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2012;
GARCIA et al., 2007), além de epistylideos e tricodinideos
(TANCREDO et al., 2015) (Figura 4).

O |. multifiliis € um protozodrio ectoparasita unicelular ciliado de
distribuicdo  cosmopolita, causador da ictiofitiriase, conhecida
usualmente por “doenca dos pontos brancos” (PAVANELLI,2008). O I.
multifiliis invade o epitélio da pele e da branquia dos peixes, causando
danos e Ulcera nos locais parasitados (MATTHEWS,2005; WEI et al.,
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2013). As lesBes causadas pelo mesmo servem de porta de entrada para
as infeccBes bacterianas, levando a mortalidade dos peixes (XU et al.,
2012).

Figura 4: Juvenil de Rhamdia quelen experimental infestado pelo
Ichthyophthirius multifiliis (Foto: Orbino).

1.4.1. Ciclo de vida do I. multifiliis

O |. multifiliis possui um ciclo de vida polimérfico (WEI et al.,
2013), sendo que a estrutura morfoldgica de cada individuo em
diferentes estagios foi revista em detalhes por MATTHEWS (2005). O
ciclo de vida do protozoério é dividido em quatro fases distintas (Figura
4) (PICON-CAMACHO et al., 2012). O trofonte reside e alimenta-se na
epiderme do hospedeiro, onde pode obter um didmetro de até
aproximadamente 1 mm. O trofonte apresenta evidente crescimento
corporal a partir do aumento do macronucleo, producdo de vacuolos
alimentares e lipossomas, além da formagdo de novos mucocistos na
célula. Outras organelas também aumentam em nimero nessa fase de
vida, até que o trofonte alcance a maturidade e se transforme em
tomonte capaz de sofrer divisdo celular (EWING e KOCAN, 1992;
AIHUA e BUCHMANN, 2001). A sua reproducdo ocorre através de
fissdo binaria.

Neste estagio de tomonte, numerosas células filhas (tomitos) séo
produzidas. O nimero de tomitos resultantes de um tomonte varia de 50
até alguns milhares (BUCHMANN et al., 2001). Os tomitos
diferenciam-se em terontes de natacdo livre, que sdo os individuos
infectantes.
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O tomito encistado passa para a fase de teronte com comprimento
corporal que varia de 20 a 60um, quando estdo prontos para infectar o
epitélio dos peixes. Varios estudos tém demonstrado que todos estes
estagios do ciclo de vida séo extremamente dependentes da temperatura
(PICON-CAMACHO et al., 2012). Mas de acordo com BUCHMANN
et al. (2001), o tempo necessario para o desenvolvimento e libertacdo de
tomontes a partir de um trofonte é de 9 dias a 5 °C, mas é reduzido
drasticamente para 18 h quando a temperatura é de 25 °C.
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Figura 5: Ciclo de vida de Ichthyophthirius multifiliis (20 °C). Adaptado de
(CASSIDY-HANLEY et al., 2011; DICKERSON e CLARK, 1998;
NEMETH et al., 2013; PICON-CAMACHO, 2010; WEI et al., 2013;
MATTHEWS, 2005).

1.4.2. Mecanismo de contato do parasita ao hospedeiro

A entrada do parasita no hospedeiro é, inicialmente, decorrente
de resposta a fatores ambientais, em particular ao fototaxismo positivo,
0 qual demonstra que a atracdo dos terontes ndo é inicialmente para o
hospedeiro (MATTHEWS, 2005). Uma resposta tdo positiva a luz, no
entanto, asseguraria 0 movimento ascendente do parasita para a
superficie, aumentando assim as oportunidades de contato do
hospedeiro. Segundo BUCHMANN et al. (2001) o teronte penetra na
epiderme, epitélio e branquias, movendo-se entre duas células epiteliais
para as camadas epidérmicas subjacentes. Como é exatamente onde as
células mucosas se abrem para a superficie do peixe, os estagios
invasivos tém acesso a epiderme invadindo as células mucosas
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(BUCHMANN et al., 2001). A penetracdo da pele geralmente é
precedida por uma atividade de natacdo rapida nas imediacdes da
superficie do hospedeiro (BUCHMANN et al.,, 2001; MATTHEWS,
2005). Trofontes ocorrem dentro da epiderme adjacente a lamina basal,
em todo o corpo do hospedeiro, e também no epitélio de branquias e nas
cavidades bucal e faringea, porém, raramente nas fossas nasais e nas
fissuras circumorbitais (MATTHEWS, 2005).

1.4.3.Imunidade do hospedeiro e sinais clinicos

Apos a infestagdo por terontes, os trofontes mdveis causam danos
nos tecidos, que levam a respostas inflamatorias locais provocando
mudancas nos tecidos e células (MATTHEWS, 2005; DICKERSON,
2015). A resposta imune adaptativa comeca quando as ceélulas
fagociticas que residem na pele e branquias sdo recrutadas para esses
locais e absorvem os antigenos liberados pelo parasita (MATTHEWS,
2005; DICKERSON, 2015).

As invasdes de tecidos subepidérmicos sdo previamente
atribuidas a estagios avancados da doenca, quando o0s tecidos
subjacentes sdo expostos pela lesdo e descamacdo do epitélio
(MATTHEWS, 2005).

A resposta a infeccdo se dé pelo aumento da producdo de muco
superficial. Antes do aparecimento dos pontos brancos tipicos na pele,
0s peixes infectados mostram sinais ndo especificos de irritacdo suave
da pele, além de mudangas notaveis no comportamento da natacao.
Segundo PICON-CAMACHO et al., (2012), os peixes infectados
geralmente demonstram pontos vermelhos hemorragicos na base de suas
nadadeiras. Depois de alguns dias, os peixes perdem apetite, se tornam
letargicos, diminuem sua atividade e as branquias passam a mostrar uma
aparéncia palida e inchada (FRANCIS-FLOYD e REED, 2009; PICON-
CAMACHO et al., 2012). A invasdo mecénica do parasita causa lesdes
gue se desenvolvem facilmente em Ulceras, expondo os tecidos mais
profundos a infeccdes flngicas ou bacterianas secundarias (PICON-
CAMACHO et al., 2012).

1.5.Tratamento contra I. multifiliis

O tratamento de infeccBes utilizando antiparasitarios esta
ganhando importancia na aquicultura. No entanto, varios produtos como
0 verde de malaquita e os nitroimidazoles foram banidos no tratamento
dos animais aquéaticos devido ao seu efeito residual cancerigeno
(PICON-CAMACHO et al., 2012; WEI et al., 2013). Dessa forma, uma
série de outras substancias como formaldeido, sulfato de cobre, acido
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peracético ou percarbonato de sodio, cloreto de sédio, estdo sendo
usados para o controle da ictiofitiriase (JAAFAR e BUCHMANN,
2011; WEI et al., 2013; GARCIA et al., 2007), assim como 0s extratos
vegetais Galla chinensis (ZHANG et al., 2013), Alho (Allium sativum),
Mucuna pruriens, Carica papaya, Capsicum frutescens e Psoralea
corylifolia (LING et al., 2013).

O tratamento as infestacdes de I. multifiliis em aquicultura podem
ser feitos de forma eficaz por meio de banhos de imersdo, incorporacao
de antiparasitarios na dieta (JAAFAR e BUCHMANN, 2011; PICON-
CAMACHO et al, 2012), pela imunizagdo usando vacinas
(DICKERSON, 2015), pelo controle biolégico (PICON-CAMACHO et
al., 2012b) e até mesmo pelo controle mecanico (SHINN et al., 2009).

1.5.1.Uso de produtos quimicos em piscicultura

O uso de produtos antiparasitarios nos sistemas de producgdo
aquicola, constitui uma ameaca aos organismos aquaticos, a salde do
homem e ao meio ambiente (XU et al., 2008). Assim, o0 uso de produtos
de menores riscos a base de agentes bioldgicos, tais como biopesticidas,
tem sido incentivado. Apesar da conhecida inocuidade dos biopesticidas
usados no combate a parasitas, alguns relatos tém mostrado infecces e
efeitos adversos em organismos ndo-alvo, entre eles espécies aquaticas
(JONSSON, et al., 2014; NEPEAQUI, 2015).

Muitas das doengas que causam prejuizos na criacdo de peixes
sdo provocadas por agentes infecciosos, que podem tornar a atividade
onerosa e pouco lucrativa para os piscicultores devido a mortalidade
excessiva durante surtos de infeccdo ou infestagdo (BUCHMANN,
2015). Entre os principais grupos de parasitas que causam doengas na
aquicultura estdo os dinoflagelados, os protozoarios, os mixosporideos,
0S monogenéticos e os crustaceos, além de fungos, bactérias e virus que,
ao encontrarem condigdes adequadas, proliferam causando as doencas
(BUCHMANN, 2015; TAVECHIO et al., 2009).

Além de varios produtos quimicos aplicados no tratamento de
parasitoses em peixes (PICON- CAMACHO et al., 2012), a
oxitetraciclina é muito usada no tratamento de infeccdes bacterianas,
atuando tanto sobre bactérias Gram positivas quanto Gram negativas
(FUJIMOTO et al., 2012). Esses produtos, além do efeito toxico aos
tecidos dos peixes, principalmente nas branquias, no tegumento e no
figado, podem acumular residuos na musculatura, oferecendo assim um
risco potencial ao consumidor caso ndo sejam respeitados os tempos de
caréncia pos-tratamento (TAVECHIO et al.,, 2009). Além disso,
aumentam significativamente o impacto ambiental na area do entorno da
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piscicultura onde os residuos tendem a ser descartados, devendo o uso
de produtos quimicos ser regido por legislacao especifica (TAVECHIO
et al., 2009).

1.5.2.Uso de fitoterapicos e fatores nutricionais

A préatica da fitoterapia é uma alternativa com potencial para
prevencdo ou controle de patdgenos na aquicultura. Consiste no uso de
diferentes partes de plantas na prevencdo e controle de doengas (HU et
al., 2014), sendo que algumas tiveram uma eficacia significativa no
tratamento de I. multifiliis (LIU et al., 2017). Atualmente, é crescente o
interesse sobre as substancias oriundas de plantas como alternativas ao
uso de antibidticos e produtos quimicos no combate a patégenos na
piscicultura (LING et al., 2013). A imunonutrigdo é uma das técnicas
gue visa aumentar a resisténcia imunoldgica de animais cultivados
através da alimentacdo (TAVECHIO et al., 2009), pois fornece
nutrientes essenciais que atuam diretamente no sistema imunolégico,
conferindo resisténcia ao estresse do confinamento, &s mudancas na
qualidade da agua e a infeccOes ou infestacdes parasitarias (TAVECHIO
et al., 2009).

1.5.3.Biomassa citrica (BioGermex®)

Para a prevencdo de ictio ja foram testadas mais de uma centena
de substancias, mesmo assim, o setor aquicola ainda esta a procura de
um produto comercialmente viavel, natural, e que cause 0 menor dano
possivel ao meio ambiente (PICON- CAMACHO et al., 2012). Nesse
sentido, o fitoterapico a base de biomassa citrica BioGermex®, que é
produzido pela empresa Biogermex, € um produto organico que atua
como bactericida e fungicida natural. Apresenta potencial de uso na area
agricola como tratamento profilatico de fungos, bactérias e contra o
ataque de insetos, incluindo a piscicultura. Os estudos prévios realizados
com truta (Oncorhynchus mykiss), tilapia (Oreochromis niloticus) e
carpa-capim (Ctenopharyngodon idella), onde testaram a dose
recomendada pelo fabricante para banhos de imersdo (0,0015 a 0,0020
mL de Biogermex®/L de &gua), revelam que a dose é segura para o
tratamento profilatico dessas espécies (GARCIA, et al., 2011). A
composicéo dessa biomassa citrica € complexa, contendo bioflavondides
citricos (vitamina P), fitoalexinas citricas, &cido ascérbico (vitamina C),
acido citrico, polipeptideos citricos, acido palmitico, &cidos graxos
diversos, agUcares, glicerideos e tocoferdis de acordo com a informacgéo
do fabricante (BioGermex®).
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1.5.4.Toltrazuril (Baycox®)

O produto comercial Baycox®, cujo principio ativo é o toltrazuril
(1-metil-3-{3-metil-4-(4-(trifluorometiltio) phenoxy) phenyl}-1,3,5-
triazine-2,4,6(1h,3h,5h)-trione) (KIM et al., 2010), é um composto
quimico organico sintético que atua na reducdo das enzimas sucinato-
citocromo C redutase, NADH oxidase e fumarato oxidase. Esse produto
¢ amplamente utilizado na avicultura, bovinocultura, suinocultura,
contra todos os estadios de desenvolvimento intracelular, incluindo os
de esquizogonia e gamotogonia entre outros, sendo usado para o
combate ao parasito ciliado Eimeria sp. (Coccidio) (KIM et al., 2010;
PICON-CAMACHO, et al., 2012). Na piscicultura foi incluido na racio
para o tratamento de I. multifiliis em truta (JAAFAR e BUCHMANN,
2011) e para o tratamento de Goussia carpelli em carpa-comum
(MOLNAR e OSTOROS, 2007), além de ter sido utilizado em banhos
de imersdo com Anguilla anguilla para o tratmento de . multifiliis,
Apiosoma amoebea e Trichodina sp.(SCHMAHL et al., 1989).

1.6.Manejo de qualidade de &gua e efeito do estresse

A manipulagdo da qualidade da agua, incluindo mudangas na
temperatura, salinidade e pH, provou ser uma estratégia que pode ser
efetiva para a eliminacdo de |. multifiliis de sistemas fechados, onde as
condicdes de sobrevivéncia possam favorecer mais o hospedeiro do que
0 parasita (DICKERSON, 2015). E notério que 4gua de ma qualidade
leva os peixes a ficarem estressados, tornando-os mais suscetiveis a
enfermidades (PAVANELLI, 2008). O estresse afeta o equilibrio
fisiolégico dos peixes e consequentemente, a alteracdo do seu sistema
imunoldgico que pode diminuir a capacidade de reacdo aos patdgenos.
Os fatores de estresse que afetam a suscetibilidade dos peixes a uma
infeccdo por patdgenos incluem a presenca de pesticidas, moléculas
toxicas xenobidticas, além da densidade de criagdo, flutuacdo de
temperatura € o préprio manejo. A inadequacdo dos fatores fisico-
guimicos da agua induz ao estresse caracterizado por alteracOes
hormonais, distlrbios metabolicos e osméticos, além da variagdo na
concentracdo de ions (WEI et al., 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

Um dos entraves para a producdo comercial de juvenis de jundia
€ a presenca do parasito ciliado . multifiliis, que geralmente se
manifesta pela primeira vez durante a segunda quinzena da larvicultura.
A mortalidade em grande massa nessa fase ¢ um fator importante e que
tem influenciado na decisdo do piscicultor comercial em continuar ou
abandonar a producéo de juvenis dessa espécie. Para 0 combate ao ictio,
alguns produtores utilizam técnicas ja ultrapassadas, de eficiéncia
duvidosa, e até mesmo ndo recomendadas e/ou legalmente proibidas,
tais como a utilizacdo da solucdo de formalina e de verde de malaquita
aplicadas diretamente nos viveiros de producdo. Por ser uma substancia
ja utilizada em animais de abate (suinos, bovinos e aves), e de eficiéncia
comprovada no combate aos parasitos ciliados, o uso do coccida
Baycox® (cujo principio ativo é o toltrazuril) na forma de banhos e
incorporado na dieta, pode vir a ser uma alternativa para o tratamento do
ictio em jundi4. Por outro lado, os promissores testes do uso da
biomassa citrica (BioGermex®) na piscicultura como bactericida,
estimulam a realizacdo de estudos para testar a eficiéncia dessa
substancia fitoterapica no tratamento profilatico das infestacfes
causadas pelo ictio em jundid.

3.0BJETIVOS

3.1.0bjetivo Geral

Avaliar o efeito de diferentes concentragbes do toltrazuril
(Baycox®) na profilaxia e no tratamento, além do fitoterdpico a base de
biomassa citrica (BioGermex®) na prevencdo do parasito
Ichthyophthirius multifiliis em juvenis de jundid (Rhamdia sp.).

3.2.0bjetivos Especificos

e Testar banhos de imersdo com diferentes concentracfes de
toltrazuril (Baycox®) para o tratamento de I. multifiliis em
juvenis de jundia (R. quelen);

e Testar a incorporacdo na dieta de diferentes concentracdes de
toltrazuril (Baycox®) e do fitoterapico a base de biomassa
citrica (BioGermex®) no tratamento profilatico contra a
infestacdo por I. multifiliis em juvenis de jundia (R. branneri).
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FORMATACAO DOS ARTIGOS

A dissertacdo é dividida em dois capitulos, os quais sdo artigos
orginais. O primeiro capitulo foi formatado segundo normas da revista
Veterinary Parasitology (ISSN: 0304-4017) com fator de impacto 2.356
e qualis A2. O segundo capitulo foi formatado segundo normas da
revista Aquaculture (ISSN: 0044-8486) com fator de impacto 2,009 e
qualis A2.

Observacao: os graficos e as figuras foram incluidas ao longo do
texto para facilitar a leitura.
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CAPITULO |

Veterinary Parasitology
Fator de impacto 2.356, qualis A2

Banhos de imersao com toltrazuril na infestacdo de Ichthyophthirius
multifiliis em juvenis de jundia Rhamdia quelen
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Highlights

- O uso de toltrazuril em banho de imersdo é eficaz no controle de
Ichthyophthirius multifiliis.

- As concentracdes de 500 e 750 mg toltrazuril/L utilizadas em banhos
de imersdo reduziram o numero de trofontes de I. multifiliis em 91 e
94%, respectivamente.

- O toltrazuril utilizado para combater a infestacdo |. multifiliis causou
elevadas taxas de mortalidade em R. quelen.
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Resumo

A producdo de juvenis de jundid Rhamdia quelen estd sendo
comprometida pela infestacdo frequente do parasito Ichthyophthirius
multifiliis (ictio). Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito do toltrazuril (Baycox®) no tratamento contra o ictio por banho
de imersdo em juvenis de R. quelen. Foram realizados banhos de
imersdo nos juvenis (2,99 + 0,62 g; 3,01 + 0,157 cm) em quatro
diferentes concentragdes do produto: 0, 250, 500 e 750 mg toltrazuril/L.
As concentracfes usadas foram determinadas por meio de teste de
tolerancia usando a mesma metodologia experimental, porém sem o0s
individuos estarem infestados. Foram trés banhos com duracdo de 4 h e
intervalo de 24 h entre eles. O experimento teve duragdo total de 192 h.
No primeiro banho, os individuos infestados submetidos ao tratamento
controle (0 mg/L) apresentaram maior ndmero de trofontes (821 + 273)
em relagdo a todas concentrages testadas, seguido da concentragcdo 250
mg/L (702 + 161). As concentra¢des de 500 e 750 mg/L resultaram em
menor nimero de trofontes (154 + 27 e 165 + 75) e ndo diferiram entre
si. Em banhos subsequentes, de 48 e 72 h, observou-se aumento
significativo de trofontes nas concentragGes 0 mg/L (1370 + 827 a 1579
+ 329) e 250 mg/L (489 + 97 a 1073 + 435) quando comparado as
concentragGes 500 mg/L (149 + 56 a 136 £ 33) e 750 mg/L (91 £ 31 a
88 + 30), respectivamente. A eficacia do toltrazuril foi observada em
banhos nas concentragdes de 500 e 750 mg/L com reducéo da infestacdo
de 91 e 94%. Porém, ao longo das 192 h, foi verificada mortalidade dos
peixes em todas as concentragdes testadas: 100% para 250 e 750 mg/L,
90% para 0 mg/L e 76,6% para 500 mg/L. Para o teste de tolerancia,
sem os peixes estarem infestados, foi observada mortalidade apenas para
as concentragdes 500 e 750 mg/L, com taxas de 6,67% e 16,67%,
respectivamente. Apesar da reducdo no numero de trofontes nas
concentragBes 500 e 750 mg/L, o toltrazuril ndo pode ser recomendado
para o tratamento de jundid R. quelen contra I. multifiliis devido a alta
mortalidade observada no tratamento, sendo recomendada a busca por
produtos alternativos a serem utilizados na forma de banhos de imerséo.

Palavras—chave: parasito, ictiofitiriase, eficicia, Baycox®, banho por
imersdo, doenca dos pontos brancos.
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Abstract

The production of fingerlings of silver catfish (Rhamdia quelen) is being
compromised by the frequent infestion by the parasite Ichthyophthirius
multifiliis (ich). Therefore, the objective of this study was to evaluate the
effect of toltrazuril (Baycox®) in the treatment of the ich parasite by
immersion bath in juveniles of R. quelen. Immersion baths for silver
catfish (2,99 + 0,62 g; 3,01 + 0,157 cm) were performed at four different
concentrations: 0, 250, 500 and 750 mg toltrazuril / L. The
concentrations used were determined through a tolerance test using the
same experimental methodology, but without the individuals being
infested. There were three baths lasting 4 h and a 24 h interval between
them. The experiment had a total duration of 192 h. For the infested
individuals, in the first bath, the concentration of 0 mg / L presented a
greater number of trophonts (821 + 273) in relation to all concentrations
tested, followed by the concentration 250 mg / L (702 + 161).
Concentrations of 500 and 750 mg / L showed a lower number of
trophonts (154 + 27 and 165 £ 75) and did not differ from each other. In
subsequent baths of 48 and 72 h, a significant increase of trophonts was
observed in concentrations 0 mg / L (1370 £ 827 to 1579 + 329) and 250
mg / L (489 + 97 to 1073 + 435) when compared to concentrations 500
mg / L (149 £ 56 to 136 + 33) and 750 mg / L (91 + 31 to 88 + 30),
respectively. The efficacy of toltrazuril was observed in baths at
concentrations of 500 and 750 mg / L with infestation reduction of 91
and 94%, but during 192 h, fish mortality was verified for all
concentrations tested: 100% for 250 and 750 mg / L, 90% for 0 mg / L
and 76.6% for 500 mg / L. For the tolerance test, without the fish being
infested, mortality was observed only at concentrations of 500 and 750
mg / L, with rates of 6.67% and 16.67%, respectively. Despite the
reduction in the number of trophonts at concentrations of 500 and 750
mg / L, toltrazuril cannot be recommended for the treatment of R. quelen
against I. multifiliis due to the high mortality observed in the treatment,
being recommended the search for alternative products to be used in
baths.

Key words: parasite, ichthyophthiriasis, efficacy, Baycox®, immersion
bath, white spot disease.
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1.Introducéo

Ichthyophthirius multifiliis (Fouquet, 1876) é um parasita ciliado
gue causa a doenca dos pontos brancos (ictiofitiriase), levando a grandes
perdas econdmicas na aquicultura de agua doce (Dickerson e Clark,
1998; Picdn-Camacho et al., 2012a). O parasita invade o epitélio da pele
ou branquia dos peixes, causando danos e Ulcera nos locais parasitados,
e as lesdes causadas servem de porta de entrada para as infec¢des
secundarias causadas por fungos e bactérias, levando a morte dos peixes
(Wei et al., 2013; Xu e Klesius, 2004; Zhang et al., 2013).

O ciclo de vida do parasito inclui as fases trofonte, tomonte,
tomito e teronte (Matthews, 2005). O trofonte é o estdgio em que o
parasito obrigatoriamente se alimenta do peixe. Ao amadurecer, 0
trofonte deixa o peixe e se transforma em tomonte. Os tomontes se
aderem a substratos, onde se encistam e sofrem uma rpida divisdo com
a producdo de varias centenas a milhares de tomitos, que se diferenciam
em terontes infecciosos. Os terontes de natacdo livre penetram no
epitélio dos peixes, tornando-se trofontes e os parasitam novamente
(Dickerson e Clark, 1998; Dickerson e Findly, 2014; Matthews, 2005;
Wei et al., 2013).

Para 0 combate as infestacfes de ictio, j& foram testadas centenas
de substancias quimicas sintéticas e naturais (Picdn-Camacho et al.,
2012a). As substdncias como verde de malaquita, formalina e
metronidazol, sdo eficazes para controlar a ictioftiriase, porém, o uso foi
proibido devido as suas propriedades carcinogénicas, mutagénicas e
teratogénicas para peixes, humanos e meio ambiente (Carneiro et al.,
2006; Jaafar et al., 2013a; Picon-Camacho et al., 2012a).

O Baycox®, produto cujo principio ativo é toltrazuril (1-metil-3-
{3-metil-4-(4-(trifluorometiltio) ~ phenoxy)  phenyl}-1,3,5-triazine-
2,4,6(1h,3h,5h)-trione) (Kim et al., 2010), é um composto quimico
organico sintético que atua na reducdo das enzimas sucinato-citocromo
C redutase, NADH oxidase e fumarato oxidase (Abdel-Hafez et al.,
2014a). Estudos recentes com a sua utilizagdo mostraram respostas
imunes efetivas em teledsteos contra monogeneas (Buchmann, 2015). O
composto anti-coccida toltrazuril foi testado como profilatico em truta-
arco-iris Oncorhynchus mykiss (Picén-Camacho et al., 2012a), e
recomendado para o tratamento de peixes contra o parasito ciliado I.
multifiliis pelo banho intermitente (Schmahal et al., 1989), assim como
para o tratamento das infestagGes causadas por monogenea (Schmahl et
al., 1988).
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Nos cultivos, as praticas mais comuns para tratar este ciliado séo
através de tratamentos com banhos de imersdo, com duragdo curta que
varia de 30 min a 4 h, ou com duragéo longa feita entre 7 e 15 dias de
tratamento, buscando sempre eliminar os estagios de natacdo livre
(Picon-Camacho et al., 2012a). Até 0 momento, ndo ha relato de uso do
toltrazuril para tratar I.multifiliis em juvenis de jundia Rhamdia quelen
(Quoy e Gaimard, 1824).

O jundia apresenta bom desempenho de crescimento tanto no
inverno quanto no verdo da regido Sul do Brasil (Piaia e Baldisserotto,
2000), sendo atualmente a espécie nativa mais cultivada no estado de
Santa Catarina (Epagri/Cedap, 2013). A producdo do jundid vem sendo
comprometida pela infestacdo frequente do parasito I. multifiliis (Garcia
et al., 2011; Zaniboni-Filho e Nufier, 2012; Tancredo et al., 2015). Desta
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes banhos
terapéuticos com concentragBes do coccida toltrazuril (Baycox®) no
tratamento do parasito I. multifiliis em juvenis de R. quelen por banho
de imersé&o.

2.Material e Métodos

2.1. Animais experimentais

Os juvenis de jundia Rhamdia quelen foram obtidos a partir de
desova artificial de reprodutores provenientes do Alto rio Uruguai e
pertencentes ao Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixe de Agua
Doce (LAPAD), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
Foi utilizado o total de 264 juvenis (2,99 + 0,62 g; 3,01 £ 0,157 cm)
com cerca de 30 dias de idade.

O experimento foi realizado no mesmo laboratério, segundo
procedimentos aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
CEUA / UFSC, protocolo n°® 9261190717.

2.2. Teste de toxicidade de toltrazuril em juvenis de jundia

No ensaio de toxicidade, 120 juvenis de R. quelen (2,45 + 0,12 g
e 6,27 + 0,10 cm) foram aclimatados por 15 dias em sistema de
recirculacdo de agua (25,0 + 4,1 °C). Decorrido o periodo de
aclimatacéo, o ensaio foi conduzido usando delineamento experimental
inteiramente casualizado em triplicata, nas concentrag@es: 0, 250, 500 e
750 mg toltrazuril/L, porém, com os peixes isentos de infestacdo por
ictio.

Os peixes de cada unidade experimental foram transferidos para
um recipiente plastico com volume total de 4L, totalizando 12
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recipientes plasticos que foram dispostos em banho-maria em um tanque
de volume de 500L mantido com aeracdo e temperatura controlada
(25,19 + 0,30 °C). Nesses recipientes plasticos, foram realizados trés
banhos sequenciais de imersdo com intervalo de 24 h entre eles, sendo
gue cada banho teve duracgéo de 4 h.

Ao final de cada banho de 4 h, os peixes foram transferidos para
um recipiente idéntico e com iguais condi¢cdes de qualidade de agua,
porém isenta de toltrazuril. Apds cada utilizacdo os recipientes foram
lavados para uso posterior e 0s peixes foram observados até 192 h apds
0 inicio dos banhos de imerséo. Foi avaliada diariamente a mortalidade
ocorrida em cada unidade experimental, assim como o comportamento
dos peixes pela observacdo e contagem da frequéncia de batimento
opercular, posicdo ocupada pelos peixes no tanque, intensidade da
atividade natatdria durante os banhos terapéuticos e, posteriormente, foi
avaliado o tempo de resposta parcial e total da recuperacdo do equilibrio
da natacdo, estendendo essa avaliagdo até 192 horas, seguindo
procedimentos descritos por (Vidal et al., 2008).

2.3. Infestagéo dos juvenis

Foi ofertada uma quantidade diaria de racdo comercial extruzada
(Guabi - 45% de proteina bruta, diametro de 1 mm) equivalente a 2% da
biomassa dos peixes, duas vezes ao dia.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e
realizado em triplicata. Os peixes em desafio foram distribuidos em 12
tanques-rede com volume util de 10L, contendo 22 juvenis em cada
tanque. Os tanques-rede estavam acondicionados em uma caixa de
1000L ligada a um sistema fechado de recirculacdo de agua. A
infestacdo foi realizada pelo método de coabitacdo por 5 dias com
juvenis de carpa-capim Ctenopharingodon idella (n=40) parasitados
com |. multifiliis. Os peixes (carpa-capim) infestados foram mantidos
fora dos tanques-rede, seguindo a metodologia descrita por Abdel-Hafez
et al. (2014b). Os juvenis de carpa-capim foram obtidos de uma unidade
experimental de piscicultura e ja se encontravam infestados com |I.
multifiliis. Apds 5 dias de infestagdo foi observada uma reducdo no
consumo da racdo pelos peixes experimentais.

Antes do inicio do experimento, seguindo procedimento descrito
para testes de infestacdo (Bush et al., 1997; Farmer et al., 2013; Ventura
et al., 2013), foi realizada avaliacdo parasitolégica inicial. Na avaliacdo
parasitologica ¢ calculada a taxa de prevaléncia [taxa de prevaléncia =
(nimero de peixes infectados / nimero de peixes analisados) x 100)] e a
intensidade média [intensidade média = (nimero total de uma espécie de
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parasito na amostra / nimero de peixes infectados por aquele parasito)].
A andlise parasitologica inicial revelou taxa de prevaléncia de 0% nos
juvenis de jundia e de 100% nos juvenis de carpa-capim.

1.4 Efeito do toltrazuril contra a infestacdo por I. multifiliis

Para avaliar o efeito do toltrazuril (Baycox® - Bayer Animal
Health GmbH, Leverkusen - Alemanha) no tratamento de juvenis de
jundia infectados com I. multifiliis, foram realizados banhos de imersdo
em solugdes com diferentes concentracBes: 0, 250, 500 e 750 mg
toltrazuril/L.

Apo6s a comprovacdo da infestagdo dos juvenis de jundid, os
peixes de cada unidade experimental foram transferidos para um
recipiente plastico com volume total de 4L, totalizando 12 recipientes
plasticos que foram dispostos em banho-maria em um tanque de volume
de 500L mantido com aeragdo e temperatura controlada (25,19 + 0,30
°C). Nesses recipientes plasticos, foram realizados trés banhos
sequenciais de imersdo com intervalo de 24 h entre eles, sendo que cada
banho teve duragéo de 4 h.

Ao final de cada banho de 4 h, os peixes foram transferidos para
um recipiente idéntico e com iguais condigdes de qualidade de éagua,
porém, sem infestacdo por ictio e isenta de toltrazuril. Apds cada
utilizacdo os recipientes receberam lavagem e desinfec¢do com cloro
para uso nos banhos subsequentes.

Os peixes foram observados até 192 h apds o inicio dos banhos
de imersdo. Durante este periodo, foi avaliada a porcentagem de reducéo
da infestagdo, taxa de prevaléncia, incidéncia média, mortalidade diéria
e mortalidade acumulada. A porcentagem de redugdo da infestagdo foi
calculada de acordo com a férmula descrita por Farmer et al. (2013):
Porcentagem de reducdo (%) = (NPGC- NPGT)/ NPGC x100 (Onde
NPGC é o nimero médio de parasitas no grupo controle e NPGT o
nimero médio de parasitas no grupo tratado).

2.5. Contagem dos trofontes

Imediatamente, e depois de cada um dos trés banhos, trés
exemplares de peixe de cada réplica foram aleatoriamente retirados e
eutanasiados (eugenol 100 mg/L) para a avaliagdo parasitoldgica do
muco da superficie do corpo e do grau de infestacéo e sem reposi¢éo dos
peixes, seguindo procedimento usual (Farmer et al., 2013; Klesius,
2002). O tegumento de cada peixe foi raspado desde a cabeca até a
nadadeira caudal com auxilio de lamina e pinga, sendo que o muco
coletado em placas de Petri foi posteriormente transferido para frascos
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de vidro contendo 50 ml de alcool 70%. A constatacdo da presenca dos
parasitos e sua quantificacdo foram realizadas por meio de observagédo
em microscopio dptico (Leica DME objectiva 4x/0.10) com auxilio de
camara de Sedgewick-Rafter Cell S50, de acordo com a metodologia
descrita por Ibrahim e Ismail (2009).

Na avaliacdo parasitoldgica inicial, realizada apds a infestagao
dos juvenis de jundia pela coabitacdo com peixes infestados e antes do
inicio dos banhos terapéuticos, o Unico parasito encontrado nos jundias
foi o I. multifiliis, com taxa de prevaléncia de 100%. Os peixes
sobreviventes ap0s as 192 h de experimento foram igualmente
submetidos a essa avaliacao parasitoldgica.

2.6. Qualidade da agua

Parametros de qualidade da agua como temperatura, oxigénio
dissolvido (OD), pH e salinidade foram medidos com sonda
multiparametros YSI Model 63 e YSI Model 550A (Yellow Springs
Instruments, Yellow Springs, EUA). Para avaliagdo dos compostos
nitrogenados (amdnia total, nitrito e nitrato) e alcalinidade, foi utilizado
o0 kit colorimétrico (Alfakit - fotoclorimentro AT 10P Microprocessado,
Brasil). Durante a fase de infestacdo, a temperatura média da agua (x
desvio padrao) foi de 24,6 + 1,60 °C, o OD de 7,54 + 0,48 mg/L, o pH
de 7,28 £ 0,33, e a salinidade de 0 ppt. A aménia total foi de 0,36 + 0,32
mg/L, o nitrito de 0,03 + 0,02 mg/L, o nitrato de 1,48 £ 0,75 mg/L
enquanto que a alcalinidade foi de 40,46 + 5,75 mg CaCOs/L, esses
parametros sdo ideias para a espécie de acordo com Baldisserotto e
Silva,(2004).

2.7. Anélise estatistica

Apos verificacdo da normalidade e homocedasticidade, os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida de teste de
Tukey quando encontradas diferencas significativas, a nivel de
significancia de 5%. Também foi aplicada regressdo linear simples para
avaliar a existéncia da relacdo entre as concentragbes e o nimero de
trofontes. Todas as andlises foram feitas com auxilio do programa
computacional Statistica® versdo 7.0.
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3. Resultados

3.1.Infestacdo dos juvenis de jundia e eficiéncia do toltrazuril contra
o I. multifiliis

Houve a infestacdo de todos os juvenis de jundid submetidos a
infestagdo experimental por ictio por meio de coabitacdo com peixes
naturalmente infestados. O numero de trofontes presente nos peixes
antes e depois dos banhos de imersdo esta disposto na Tabela 1. Na
avaliacdo inicial, feita imediatamente antes de iniciar os banhos de
imersdo, o nimero de trofontes nos peixes foi semelhante (p>0,05) em
todos os tratamentos. Para os peixes controle, observou-se aumento do
nimero de trofontes em relacdo a todas as concentragfes. Nas
concentragBes 500 e 750 mg/L, houve gradativa reducdo da infestacdo
inicial ao longo de todo o periodo experimental.

Os resultados mostraram que ha uma correlagdo negativa entre as
concentracdes testadas e o ndmero de trofontes (Figura 1), pois a
medida que se aumentavam as concentra¢des de toltrazuril, o nimero de
trofontes era reduzido de forma gradativa. A porcentagem de reducdo da
infestacdo foi de 32% nos peixes tratados com 250 mg/L, passando para
91 e 94% nos peixes tratados com 500 e 750mg/L de toltrazuril,
respectivamente.

Tabela 1. Numero de trofontes (média £ DP) de Ichthyophthirius
multifiliis em juvenis de jundida Rhamdia quelen (n=22) submetidos a
banho por imersdo com toltrazuril em diferentes concentracdes (0, 250,
500 e 750 mg/L).

Concentragdo Tempo (h)
toltrazuril
(mg/L) 0 24 48 72 192
0 409+158%C 821+273%C 137048278 1579+329°A 1465+487%48

250 445+197%8 702+161%®  489+97"® 10734354 -
500 524+135% 1544278  149+56"®  136+33 97+38"
750 516+125% 165475 914318 88+30® -

Letras mindsculas diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre
os tratamentos a cada intervalo de tempo (colunas), e letras mailsculas
diferentes indicam diferenca significativa (p<0,05) ao longo do tempo no
mesmo tratamento (linhas). ---: mortalidade de 100% nos tratamentos.
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Figura 1. Relagdo da concentracdo e do numero de trofontes de
Ichthyophthirius multifiliis durante banhos terapéuticos com toltrazuril em
diferentes concentragdes (0, 250, 500 e 750 mg/L ) em juvenis de jundia
Rhamdia quelen (n=22).

3.2. Mortalidade acumulada

Decorridas as 192 h da experimentacéo, as concentragdes 0 e 500
mg/L tiveram mortalidade de 90 e 76%, respectivamente. J& 0s
tratamentos com 250 e 750 mg/L apresentaram mortalidade de 100% no
mesmo periodo (Figura 2).
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Figura 2. Mortalidade acumulada (%) de juvenis de jundia Rhamdia
quelen (n = 22) infestados por Ichthyophthirius multifiliis submetidos a
diferentes concentragdes de toltrazuril (0, 250, 500 e 750 mg/L).

3.3. Taxa de prevaléncia e intensidade média de infestacao por 1.
multifiliis

Foi observada a prevaléncia de 100% de trofontes nos peixes
submetidos a todos os tratamentos e durante todo o periodo
experimental (Tabela 2). A intensidade da infestacdo foi afetada de
maneira inversamente proporcional & concentracdo de toltrazuril
utilizada, havendo uma reducdo expressiva da intensidade de infestagdo
nas maiores concentracdes testadas.

3.4. Tolerancia do jundia ao toltrazuril

Durante a exposicdo dos juvenis de jundia ndo infestados ao
banho de imersdo feito ao longo de 4 h, foi observado aumento na
frequéncia respiratoria dos peixes submetidos as maiores concentragdes
de toltrazuril (500 e 750 mg/L). Ap6s o término do tratamento, quando
os peixes foram removidos do banho terapéutico, lentamente a
frequéncia respiratdria voltou a normalidade. Apenas nas concentracdes
500 e 750 mg/L de toltrazuril foi observado a mortalidade, nas taxas de
6,67 e 16,67%, respectivamente (Tabela 3).
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4. Discussao

Neste trabalho, os banhos de imersdo contendo toltrazuril
reduziram a infestacdo dos peixes pelo ictio, havendo uma relacdo direta
entre a concentragdo da substdncia e a reducdo da infestacdo. No
entanto, ndo houve a completa eliminacdo do parasita da pele dos
peixes tratados. Resultados semelhantes de reducdo parcial da infestacdo
pelo I. multifiliis foi observado em , carpas, trutas e enguia, tratados com
banhos de imersdo contendo toltrazuril (Schmahl et al., 1988). J& outros
autores observaram a eliminagdo completa dos trofontes da pele dos
peixes tratados com esses banhos feitos com pacu (Piaractus
mesopotamicus) (Carraschi et al.,, 2014) e com enguia (Anguilla
anguilla) (Schmahl e Mehlhorn, 1989). Testes realizados in vitro com
I.multifiliis revelaram que a concentracdo de 200 mg/L de toltrazuril foi
suficiente para inibir a reproducdo dos tomontes, porém, essa mesma
dose aplicada em banhos de imersdo (3 h) em Oncorhynchus mykiss
(10-25 cm de comprimento) infestados ndo foi efetiva no combate a
infestagdo por ictio (Tojo et al., 1994). Para testes in vivo, a dosagem de
toltrazuril necessaria para o tratamento de infestacdes por I. multifiliis é
bastante varidvel entre distintas espécies de peixes. Enquanto Schmahl
et al. (1988) recomendam o uso de banhos contendo 100 mg/L para
reduzir a infestacdo parasitaria em carpa e enguias, Carraschi et al.
(2014) obtiveram a eliminagdo completa do I. multifiliis em pacu P.
mesopotamicus (40.37 g) quando utilizaram apenas 3 mg/L de
toltrazuril. A eliminacdo completa do ictio em enguias A. Anguilla (310-
360 mm de comprimento) foi obtida com banhos sucessivos contendo
entre 100 e 200 mg/L de toltrazuril (Schmahl e Mehlhorn, 1989).
Alguns autores tém recomendado o uso de banhos de imerséo
sequencias e intercalados a cada 24 h (Schmahl e Mehlhorn, 1989), de
modo a maximizar o efeito terapéutico do toltrazuril no tratamento
contra a infestacdo de I. multifiliis, j4 que o uso da substancia aplicada
em Unico banho pode ndo ser efetiva (Tojo et al., 1994).

De acordo com Schmahl et al. (1989), o efeito toxico do
toltrazuril é manifestado pela destruicdo da membrana celular externa do
parasita, afetando os cilios e as mitocondrias deste, causando assim
prejuizo severo no sistema respiratrio e a consequente morte dos
parasitos. Outra via que pode justificar a reducdo da infestacdo pelo I.
multifiliis com o tratamento feito com toltrazuril é a alteracdo dos
fatores humorais dentro da pele, fazendo com que os trofontes sejam
forgados a sair do hospedeiro prematuramente (Clark e Dickerson, 1997;
Dickerson e Findly, 2014).
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Para o teste de toxicidade, quando a concentragdo do produto
atingiu 500 e 750 mg/L, houve aumento da taxa respiratéria dos peixes
durante o banho terapéutico, sendo observados eventos de mortalidade
entre 24 e 48 h apds o tratamento. Utilizando concentragdes 50-90mg/L
em banho de imersdo realizado com, enguias (310 — 360 mm)
Schmahl e Mehlhorn (1989) ndo observaram nenhum efeito de
toxicidade e nem alteracdo do comportamento durante duas horas de
observacdo. Resultado semelhante foi observado com Gasterosteus
aculeatus, porém a maxima concentracdo testada foi de 100 mg
toltrazuril/L (Schmahl e Senaud,1996).

A concentracdo de 750mg toltrazuril/L foi eficiente na redugéo da
infestacdo do |. multifiliis em juvenis de jundia, porém a mesma foi
100% letal para os peixes infestados. Resultado semelhante foi
observado para truta O. mykiss (From et al., 1992), onde a concentracdo
de 50 mg toltrazuril/L necessaria para controlar o |. multifiliis foi a
mesma que causou a mortalidade de 100% dos peixes.

Em conclusdo, o estudo mostrou que o toltrazuril apresenta efeito
deletério contra o parasito I. multifiliis, pois as concentracdes de 500 e
750 mg/L causaram redugdo no numero de trofontes de 91 e 94%,
respectivamente. Apesar disso, 0 tratamento causa elevada mortalidade
dos peixes e ndo pode ser recomendado para o tratamento de juvenis de
jundia R. quelen infestados por I. multifiliis. E recomendada a realizacio
de testes com produtos alternativos na forma de banhos de imersdo ou
suplementacdo na dieta para 0 combate ao ictio em jundia.
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CAPITULO II

Aquaculture
Fator de impacto 2,009 e qualis A2.

Beneficios do toltrazuril e do derivado de biomassa citrica ofertado
na dieta de juvenis de jundia (Rhamdia branneri) para prevencéo de
infestacd@o pelo Ichthyophthirius multifiliis
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Highlights
- A inclus@o de 2 mg toltrazuril/g ou 200 mg BioGermex®/g na dieta de

juvenis de R. branneri reduzem 50% a infestagdo por I. multifiliis.

- A inclusdo de 4 mg/g de toltrazuril na dieta reduziu o desempenho
zootécnico de juvenis R. branneri.

- A inclusdo dos produtos (toltrazuril ou biogermex) na racéo é um
método profilatico eficiente no controle da infestacdo por I. multifiliis.
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Resumo

Ichthyophthirius multifiliis € um parasita ciliado que provoca grandes
perdas econdmicas na aquicultura. Neste estudo foi testada a eficacia do
toltrazuril (Baycox®) e do fitoterapico a base de biomassa citrica
(BioGermex®) incorporado na dieta para a prevencéo de ictiofitiriase em
juvenis de jundid Rhamdia branneri. Foram usadas duas concentracdes
de toltrazuril (TT 2 e 4 mg/g) e duas concentraces de BioGermex®
(BIO 150 e 200 mg/g), além de um controle negativo e um controle
positivo, totalizando seis tratamentos com trés repeticdes. Os juvenis
(4,47 £ 0,21 g; 8,03 + 0,10 cm) de cada tratamento foram alimentados
(2% da biomassa) durante 15 dias e posteriormente expostos a
infestacdo experimental por I. multifiliis a partir de coabitacdo com
peixes naturalmente infestados por 10 dias, em uma temperatura média
de 20,67+ 1,39 °C. O estudo revelou que o toltrazuril em ambas as
concentracdes testadas e o fitoterdpico na concentra¢do de 200 mg/g de
racao foram eficazes na reducéo do grau de infestagdo por trofontes de I.
multifiliis em juvenis de jundia. Os tratamentos TT 2 mg/g e BIO 200
mg/g propiciaram melhor taxa de crescimento especifico, melhores
taxas de conversdo e eficiéncia alimentar e maior ganho de peso diério.
Apesar do tratamento TT 4 mg/g ter mostrado maior redugdo do grau de
infestacdo de trofontes do que os demais tratamentos, apresentou baixo
desempenho na taxa de crescimento especifico, na eficiéncia alimentar e
no ganho de peso diario. Assim, de acordo com o0s resultados
encontrados, recomenda-se 0 uso de toltrazuril 2mg/g ou do fitoterapico
a base de biomassa citrica na concentragdo de 200 mg/g na dieta dos
juvenis de jundid R. branneri, pois estes ndo influenciaram o
desempenho zootécnico e foram eficazes na reducdo da infestacdo por
trofontes de I. multifiliis.

Palavras-chave: ictiofitiriase, fitoterapicos, infestacdo, medicamentos,
profilaxia
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Abstract

Ichthyophthirius multifiliis is a ciliate parasite that causes great
economic losses in aquaculture. In this study, the efficacy of toltrazuril
(Baycox®) and citrus biomass (BioGermex®) incorporated into the diet
for the prevention of ichthyophthiriasis in silver catfish juveniles,
Rhamdia branneri, was tested. Two concentrations of toltrazuril (TT 2
and 4 mg/g) and two concentrations of BioGermex® (BIO 150 and 200
mg / g) were used, besides a negative and a positive control, with the
total of six treatments with three replicates. The juveniles (4.47 £ 0,21 g,
8.03 £ 0.10 cm) of each treatment were fed (2% of their biomass) for 15
days and subsequently exposed to I. multifiliis infection by cohabitation
with fish naturally infected for 10 days, at an average temperature of 20,
67 = 1.39 °C. The study revealed that toltrazuril in both concentrations
tested and the citrus biomass at a concentration of 200 mg/g of feed
were effective in reducing the trophont of I. multifiliis infection in silver
catfish juveniles. The treatments TT 2 mg/g and BIO 200 mg/g provided
a better specific growth rate, better conversion rate and feed efficiency
and greater daily weight gain. Although TT 4 mg / g showed a greater
level of infection reduction than the other treatments, it presented poor
performance for growth rate, feed efficiency and daily weight gain.
According to the results obtained, it is recommended to use toltrazuril at
2mg / g or the citrus biomass at 200 mg/g, since these products did not
influence the zootechnical performance of juveniles R. branneri and
were effective in reducing the trophont of 1. multifiliis infection.

Key words: ichthyophthiriasis, phytotherapics, infection, medication,
prophylaxis
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1.Introducéo

O Ichthyophthirius multifiliis (itcio) é um protozoario parasita
que invade a pele e as brdnquias dos peixes de agua doce, causa
infiltracdo linfocitica localizada, necrose focal e varios graus de
proliferacdo epitelial (Scholz, 1999, Maki et al., 2001, JI-Hong et al.,
2017). A ictiofitiriase, efermidade causada por este ectoparasita também
conhecida como doenga dos pontos brancos, € comum e persistente em
aquicultura, podendo causar até 100% de mortalidade em peixes juvenis
e adultos, com perdas econdmicas elevadas (Dickerson e Findly, 2014;
Matthews, 2005).

O parasita ciliado I. multifiliis tem um ciclo de vida direto e
com duracdo dependente da temperatura (Rowland et al., 2008), sendo
gue quanto maior a temperatura da agua, mais rapido o ciclo de vida se
completa (Harms, 1996; Picén-Camacho et al., 2012). O ciclo de vida
envolve as fases de trofonte, tomonte, tomito e teronte (Ewing e Kocan,
1992; Picon-Camacho et al.,, 2012; Wei et al.,, 2013). O estagio
infestante (trofonte) é coberto por uma camada de epiderme do
hospedeiro que o protege de produtos quimicos (Heinecke e Buchmann,
2009), assim o controle quimico pode ndo ser efetivo depois que o
parasita penetra na pele e branquias dos peixes (Xu et al., 2008). Além
disso, o tratamento quimico é caro e pode prejudicar o préprio peixe,
além de suscitar preocupagdo entre o publico quanto & seguranca
alimentar e ambiental (Shinn et al., 2009). O controle especifico de I.
multifiliis por meio de drogas administradas via alimentos reduziria o
prejuizo ambiental, porém, deve ser levado em consideragéo a fisiologia
e a biologia molecular, tanto do parasita quanto do hospedeiro, para
obtencdo de maior eficiéncia (Wei et al., 2013).

Os tratamentos com alimentos medicados tém algumas
vantagens: ndo sdo afetados pelos parametros da &gua de cultivo, séo
faceis de administrar e assim menos estressantes para 0s peixes, tém um
longo periodo de atividade, e os metabolitos gerados a partir dos
produtos quimicos administrados nos tecidos podem ser mais eficazes
do que a forma original da droga (Abdel-Hafez et al., 2014a).

Para o combate as infestacdes de I. multifiliis, ja foram testadas
mais de uma centena de substdncias quimicas sintéticas e naturais
(Picon-Camacho et al., 2012). Entre elas o Baycox®, no qual o principio
ativo é o toltrazuril (1-metil-3-{3-metil-4-(4-(trifluorometiltio) phenoxy)
phenyl}-1,3,5-triazine-2,4,6(1h,3h,5h)-trione) (Kim et al., 2010; Lim et
al., 2010), que é um composto quimico organico sintético que atua na
reducdo das enzimas sucinato-citocromo C redutase, NADH oxidase e
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fumarato oxidase (Abdel-Hafez et al., 2014b). Esse produto é
amplamente utilizado na avicultura, bovinocultura, suinocultura entre
outros, normalmente para 0 combate ao parasito ciliado Eimeria sp.
(Diaferia et al., 2013; Epe et al., 2005).

Mesmo com esse grande nimero de substancias ja testadas para
0 tratamento e prevencdo do ictio, o setor aquicola ainda esta a procura
de um produto comercialmente viavel, preferencialmente natural, e que
cause o0 menor dano possivel ao meio ambiente (Picon- Camacho. et al.,
2012). Nesse sentido, o fitoterapico a base de biomassa citrica
BioGermex®, é um produto organico que atua como bactericida e
fungicida natural, sendo principalmente utilizado em atividades
agricolas. A formula quimica da biomassa citrica é complexa, e de
acordo com o fabricante € composta por bioflavondides citricos
(vitamina P), fitoalexinas citricas, &cido ascérbico (vitamina C), &cido
citrico, polipeptideos citricos, acido palmitico, acidos graxos diversos,
acucares, glicerideos e tocoferdis. Assim, devido ao seu potencial
bactericida e fungicida, talvez possa ter viabilidade na profilaxia e
mesmo no tratamento contra o ictio para a piscicultura.

O jundia Rhamdia sp. € um dos peixes de agua doce mais
cultivados no sul do Brasil devido principalmente ao seu facil manejo e
bom desempenho zootécnico (Tancredo et al., 2015). Um dos principais
problemas na producdo do jundia é a ictiofitiriase (Garcia et al., 2011;
Weingartner et al., 2012). Assim, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a eficiéncia em prevenir a infestacdo pelo ectoparasito I.
multifiliis em jundia de linhagem comercial Rhamdia branneri a partir
da incluséo na dieta do produto quimico toltrazuril ou do fitoterapico a
base de biomassa citrica.

2. Material e Métodos

2.1.Peixes e condicOes experimentais

O experimento foi realizado no Laboratério de Biologia e Cultivo
de Peixe de Agua Doce (LAPAD), da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), segundo procedimento aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais CEUA / UFSC, protocolo n® 9261190717. Foram
utilizados 180 juvenis de linhagem comercial Rhamdia branneri com
cerca de 40 dias de idade (4,47 + 0,21 g; 8,03 = 0,10 cm). Os juvenis
foram adquiridos de uma piscicultura comercial situada no municipio de
llhota, Santa Catarina, Brasil. A comprovacdo de que 0s peixes
utilizados séo da linhagem comercial de R. branneri foi realizada pelo
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teste de DNA barcoding com voucher depositado no Museu de Zoologia
da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL-18115).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e
realizado em triplicata. Os peixes foram distribuidos em quinze tanques-
rede de volume til de 10L, contendo 10 juvenis em cada tanque que
receberam alimentacdo com os produtos teste durante 15 dias, para
posterior desafio com ictio (1. multifiliis). Os 15 tanques-rede do desafio
foram distribuidos em duas caixas de 1000L abastecidas por um mesmo
sistema de recirculacdo de agua.

2.2.Alimentacéo profilatica com toltrazuril e fitoterapico citrico

Foi ofertada uma quantidade diaria de ragdo comercial extrusada
(Guabi, 45% de proteina bruta, didmetro de 1 mm) equivalente a 2% da
biomassa dos peixes,contendo adicdo de toltrazuril ou da biomassa
citrica. Foram usadas duas concentracdes de toltrazuril (TT2e TT4: 2 e
4mg de Baycox®/g de racgdo, respectivamente) e duas concentra¢es do
fitoterdpico a base de biomassa citrica (BIO150 e B10200: 150 e 200
mg de BioGermex®/g de racdo, respectivamente), um controle negativo
(CN) (racéo hidratada com agua deionizada) e um controle positivo (CP)
(racdo inalterada). Para administrar essas substancias na racdo, foi
utilizado o volume aproximado de 27 ml de adgua deionizada para 200
gramas de racgdo, e igual quantidade foi utilizada para o CN. A biomassa
citrica foi dissolvida com auxilio de agitador magnético. A hidratagéo da
racdo contendo ou ndo os produtos testados foi feita por meio de
borrifador, sendo os granulos de racdo misturados continuamente para
garantir a homogeneidade da hidratagdo. As racfes hidratadas e aquela
utilizada para o CP foram posteriormente armazenadas em freezer (-4
°C). Os peixes foram aclimatados por sete dias nos tanques
experimentais antes de iniciar os tratamentos, sendo nesse periodo
alimentados com a mesma ragao comercial inalterada.

2.3. Avaliacdo do desempenho zootécnico

Antes de iniciar a alimentacdo profilatica e a posterior infestacao,
os peixes foram submetidos a jejum de 24 h para a realizagdo das
biometrias, e 0 mesmo procedimento foi repetido ao término dos 15 dias
do periodo de alimentacdo. A avaliagdo do desempenho zootécnico dos
peixes sob os diferentes tratamentos alimentares foi realizada por meio
das seguintes analises: Ganho em comprimento (GC, cm = comprimento
final- comprimento inicial); Ganho em peso (GP, g = peso final — peso
inicial); Ganho de peso diario (GPD, g = ganho em peso /dias de
cultivo); Taxa de crescimento especifico (TCE, % ={[(In peso final — In
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peso inicial) / dias de cultivo] x 100}; Eficiéncia alimentar (EA, %
=[(peso final - peso inicial) /total de racdo fornecida]; Conversédo
alimentar (CA =[ total de racgéo fornecida / (peso final - peso inicial)];
Fator de condicdo (FC =[(peso corporal / comprimento®) x 100];
Sobrevivéncia (Sobrev. % = [(namero final de peixes) / (nimero inicial
de peixes) x 100]; Coeficiente de variagdo do peso (CV % = [(desvio
padrdo / média) x 100]. Esses parametros foram calculados para todos
0s grupos, exceto para o CP, que foi utilizado exclusivamente para a
comparacgdo do nimero de trofontes presentes nos peixes durante a fase
de infestacdo, segundo metodologia recomendada (Verdal et al., 2017;
Ahmed, 2010; Salhi et al., 2004; Jorgensen e Jobling, 1993).

2.4.Infestacdo experimental e avaliacdo da eficiéncia do quimico e
do fitoterapico contra o I. multifiliis

Para a infestacdo, os peixes foram mantidos em tanques-rede e
distribuidos aleatoriamente em dois tanques de 1000L cada, ambos os
tanques abastecidos pelo mesmo sistema fechado de recirculacdo de
agua, contendo biofiltro e uma bomba de capacidade de 2000 L/hora.

A infestacdo foi realizada pelo método de coabitacdo, utilizando
juvenis de carpa-capim, Ctenopharingodon idella, (n=40) parasitados
com I. multifiliis, mantidos fora dos tanques-rede (Abdel-Hafez et al.,
2014b; Abdel-Hafez et al., 2014a; Xu et al., 2007). Os juvenis de carpa-
capim foram obtidos de uma unidade experimental de piscicultura e ja
estavam infestados com ictio.

Os peixes foram expostos a infestacdo pelo periodo de 10 dias,
guando foram alimentados diariamente até a saciedade aparente com
racdo comercial (45% de proteina), a mesma utilizada para CP. Duas
vezes ao dia foi observada a presenca de peixes mortos, que eram
retirados imediatamente e registrada a informac&o para avaliacdo da taxa
de mortalidade diaria. Apds os 10 dias de coabitagdo, o experimento foi
encerrado e 0S peixes vivos remanescentes foram eutanasiados por
overdose em eugenol (100 mg/L).

Tanto no inicio quanto no final do experimento, baseando-se no
método descrito por Bush et al. (1997) e Jeronimo et al. (2013), foi
realizada avaliacdo parasitologica e registrada a taxa de prevaléncia
(nimero de peixes infectados /numero de peixes analisados x 100).

2.5.Contagem dos trofontes

Passados trés dias do inicio da fase de coabitacao, foi retirado um
peixe de cada repeticdo do tratamento CP e eutanasiado (eugenol 100
mg/L) para a avaliacdo parasitoldgica do muco da superficie do peixe,
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seguindo procedimento descrito por Bush et al. (1997); Jeronimo et al.
(2013). Tanto a constatagdo da presenca dos parasitos quanto a sua
quantificacdo, foi realizada por meio de observacdo em microscépio
optico (Leica DME objetiva 4x/0.10) com auxilio de camara de
Sedgewick-Rafter, de acordo com a metodologia descrita por Ibrahim e
Ismail (2009).

2.6.Qualidade da agua

Parametros de qualidade da dgua como salinidade, pH, oxigénio
dissolvido (OD) e temperatura foram medidos com sondas
multiparametros YSI Model 63 e YSI Model 550A (Yellow Springs
Instruments, Yellow Springs, EUA). Para avaliagdo dos compostos
nitrogenados (aménia total, nitrito e nitrato) e alcalinidade, foi utilizado
o kit colorimétrico da Alfakit (fotocolorimetro AT 10P
Microprocessado, Brasil). Durante a fase em que foi feita a alimentacao
profilatica, a salinidade média (+ desvio padrdo) foi de 1,06 + 0,19 ppt,
0 pH de 7,56 + 0,42, 0 OD de 7,7 £ 0,28 mg/L e a temperatura da agua
de 24,43 + 0,41 °C. A amonia total foi de 0,10 + 0,16 mg/L, o nitrito de
0,01 = 0,02 mg/L e o nitrato de 0,41 + 0.61 mg/L enquanto que a
alcalinidade foi de 62,5 + 8,75 mg CaCQOa/L.

Na fase de infestacdo por coabitacdo, a salinidade se manteve em
0,1 + 0,60 ppt, o pH em 7,02 = 0,72, 0 OD em 8,05 £ 0,52 mg/L e a
temperatura da agua em 20,67 = 1,39 °C. A amonia total foi de 0,10 *
0,20 mg/L, o nitrito de 0,00 £ 0,00 mg/L, o nitrato de 0,28 + 0,41 mg/L
e a alcalinidade se manteve em 47,45 + 12,13 mg CaCOs/L, esses
parametros sdo ideias para a espécie de acordo com Baldisserotto e
Silva,(2004).

2.7. Anélise estatistica

Previamente a aplicagdo da ANOVA (uma via), foram realizadas
as analises de normalidade e homocedasticidade dos dados, seguido de
pos-teste de Tukey para comparacdo multipla e verificacdo de diferencas
entre os tratamentos. Todas as analises foram feitas com nivel de
significancia p<0,05. Os dados foram apresentados como média e desvio
padrdo (média = DP) e calculados por meio do programa computacional
Statistica® versao 7.0.

3. Resultados

Apenas no primeiro dia de experimento foi observado em parte
das unidades experimentais que 0s peixes ndo consumiram prontamente
todo alimento medicado fornecido. N&do houve mortalidade atribuivel a
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alimentacdo com as dietas contendo as diferentes concentragdes das
substancias testadas. Foi registrada a morte de um Unico peixe de uma
unidade experimental do tratamento B10200, embora provavelmente
ndo associada ao uso do fitoterapico.

Durante a fase de infestacdo foi observada a morte de mais um
peixe em uma unidade do tratamento TT4, ocorrida no terceiro dia de
exposicdo, embora ndo possa ser associada a infestacdo pelo ictio, pois
naquele momento ainda ndo havia sido observada a presenca do |I.
multifiliis nos peixes.

Na avaliacdo parasitoldgica realizada ap6s os 10 dias de
infestacdo, o Unico parasito encontrado nos peixes foi o I. multifiliis,
com taxa de prevaléncia de 100%, confirmando assim a presenca do
parasito nos juvenis de R. branneri apds a fase de exposi¢do por
coabitagdo.

3.1. Efeito do quimico e do fitoterapico no numero de trofontes de |I.
multifiliis

A concentracdo utilizada tanto do quimico quanto do fitoterapico
alterou a intensidade da infestagdo por trofontes de I. multifiliis. Apesar
disso, ao final do experimento foi registrada prevaléncia de 100% de I.
multifiliis para todos os tratamentos. O grau de infestacdo por trofontes
foi menor (p<0,05) nos peixes tratados com ambas as concentra¢des do
guimico e naqueles que receberam a maior concentracéo do fitoterapico,
ndo diferindo entre si (Figura 1).
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Figural. Namero (média £ DP) de trofontes de I. multifiliis em juvenis
de Rhamdia branneri (n=10) alimentados previamente com dieta
contendo substancias profilaticas apos 10 dias de coabitacdo com peixes
infestados com ictio. Diferentes letras indicam diferencas significativas
(p < 0,05). Tratamentos: CP: controle positivo; CN: controle negativo;
B10150: alimento contendo 150mg de Biomassa citrica /g de racdo;
B10200: alimento contendo 200mg de Biomassa citrica /g de ragdo;
TT2: alimento contendo 2mg de toltrazuril /g de ragdo; TT4: alimento
contendo 4mg de toltrazuril /g de racao.

3.2. Efeito do quimico e do fitoterapico no desempenho de juvenis de
jundia R. branneri

Houve aceitabilidade e consumo do alimento fornecido durante
os 15 dias de experimentacdo, independente da concentracdo e da
inclusdo ou ndo das substdncias testadas. A sobrevivéncia foi
semelhante entre os tratamentos e superior a 99% (Tabela 1).

Foi observada semelhanca no desempenho zootécnico dos
peixes submetidos aos distintos tratamentos, exceto pela discreta
reducdo de desempenho dos peixes tratados com a maior concentracdo
do quimico (TT4) em relacdo ao controle negativo, com menores
valores de TCE, CA, EA, GP e GPD (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Valores médios (= DP) do peso (g) e comprimento (cm) de
juvenis de Rhamdia branneri alimentados com ragdo comercial
contendo diferentes concentracdes de toltrazuril (2 e 4 mg/g) ou
biomassa citrica (150 e 200 mg/g). Diferentes letras na mesma coluna
indicam diferencas significativas (p < 0,05).

PI PF Cl CF GC  Sobrev.
), @ (cm) (cm) (cm) %
CN 424+115 549+129 791+0,75 825+0,70 0,34+0,17 100

BIO150 mg/g 4,26+0,83 5,18+1,12 7,90+0,58 8,09+0,81 0,19+0,02 100
BIO200 mg/g 4,85+0,90 5,66+100 8,32+0,57 8524056 0,20+0,08 100
TT2mglg 4,46+098 548+117 8,01+066 827+0,69 0,26+0,14 100
TT4mglg 4,664098 510+126 821+0,63 8,08+0,95 -0,13+0,62 99,7

Tratamentos: CN: controle negativo; BIO150: alimento contendo 150 mg de
Biomassa citrica /g de ragdo; BIO200: alimento contendo 200 mg de
Biomassa citrica/g de racdo; TT2: alimento contendo 2 mg de toltrazuril /g
de racéo; TT4: alimento contendo 4 mg de toltrazuril /g de rag8o. PI: peso
inicial; PF: peso final; Cl: comprimento inicial; CF: comprimento final; GC:
ganho em comprimento; Sobrev.: taxa de sobrevivéncia.

Tratamentos

Tabela 2. Efeito do desempenho de juvenis de Rhamdia branneri

alimentados por 15 dias com dieta contendo diferentes concentracfes de
toltrazuril e biomassa citrica (n =10). Diferentes letras na mesma coluna
indicam diferencas significativas (p <0,05).

Tratamentos TCE(%)  FC CA EA%) GP@ GPD@ CV(%)

CN 8380422 067+003* 2314003 043+001* 126+006* 0,08+000° 0,002+000%
BIO150mgly 6,18+159" 064+000F 246+0,14™ 041+002% 093+024® 0,060,022 0,002+000"
BIO200mgly 544+0,77= 066+004* 25740057 039+001% 082+0,12 0,05+001% 0,002+000%
TT2mgly 6814037 0,660,022 244+001" 041+0,00® 1,02+0,06® 0,07+0,00™ 0002+000°
TT4mgly 2974381% 063+0,08* 27740290 0360042 045+057% 0,03+0,04%° 0,002+000°

Tratamentos: CN: controle negativo; BIO150: alimento contendo 150 mg de
biomassa citrica /g de racdo; BI10O200: alimento contendo 200 mg de
biomassa citrica /g de racéo ; TT2: alimento contendo 2 mg de toltrazuril /g
de racdo; TT4: alimento contendo 4 mg de toltrazuril /g de ra¢do. TCE: taxa
de crescimento especifico; FC: fator de condicdo; CA: conversdo alimentar;
EA: eficiéncia alimentar; GP: ganho em peso; GPD: ganho de peso diario;
CV: coeficiente de variagdo do peso.
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4. Discusséo

Recentemente, o setor produtivo tem dado atencdo consideravel
para a utilizacdo de produtos a base de plantas e produtos quimicos nao-
cancerigenos e amigaveis ao meio ambiente para controlar a infestacdo
pelo parasito I. multifiliis em peixes (Jgrgensen, 2017; Zhang et al.,
2013). O toltrazuril e a biomassa citrica demonstraram serem
substancias profilaticas eficazes na reducdo de trofontes de 1. multifillis
guando inseridos na alimentacdo, sendo que os juvenis de R. branneri
tiveram reducdo do grau de infestagdo de até 50% quando previamente
tratados com essas substancias. Resultados similares com o uso de
toltrazuril foram observados por Jaafar e Buchmann (2011), onde
juvenis de truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (65 g) receberam
alimentacdo contendo 2,5 mg toltrazuril/g, administrada durante trés
dias, reduzindo assim a infestacdo obtida apds a exposi¢do a trofontes.

A biomassa citrica (BioGermex®) é um produto organico que
atua como bactericida e fungicida natural e se mostrou com perspectivas
de uso no controle do protozoario ciliado na piscicultura. Apesar do
pioneirismo deste estudo no uso do biomassa citrica incluido na racdo de
peixes para o tratamento profilatico a insfestacdo pelo parasito ciliado de
1. multifiliis, h& registro de estudo sobre avaliacdo da sobrevivéncia de
larvas de jundid (Rhamdia quelen) alimentadas com ragdo contendo
biomassa citrica (BioGermex®), tendo sido observado que essa incluséo
ndo afetou a taxa de sobrevivéncia dos peixes (Amaral et al, 2011).
Adicionalmente, foi estimada a dose letal do produto em 24 e 96 h de
exposicdo para carpa capim (Ctenopharyngodon idella) (3,8g) (53,73
mL L), (Garcia et al., 2011) e tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
(41,91 mL L) (Garcia et al., 2010) e No presente estudo, foi observada
reducdo do numero de trofontes nos peixes quanto utilizada a maior
concentracdo do fitoterapico (B10O200). Outros estudos com a utilizacdo
de fitoterapicos tém se mostrado igualmente eficientes na profilaxia,
promovendo reducdo no grau de infestacdo por trofontes de I. multifiliis,
como por exemplo no estudo com juvenis de carpa capim (C. idella)
(29,29g) tratadas com (16,8 e 16 mg/L) imunoestimulante a base de
extratos de plantas (Astragalus membranaceus, Lonicera japonica,
Allium sativum, Crataegus pinnatifida, Aloe barbadensis, Atractylodes
macrocephala, Isatidis radix, Angelica sinensis, D. morifolium e Morus
alba) (Lin et al., 2016).

No presente estudo, o tratamento com o fitoterapico ndo foi 100%
eficaz na protecdo contra a infestagéo por I. multifiliis, porém, foi capaz
de reduzir o grau de infestacdo em juvenis de R. branneri. Resultados
semelhantes foram observados com outros fitoterapicos utilizados na
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profilaxia ao ictio, tais como em Ictalurus punctatus tratados com (20
mg/L) extrato de Galla chinensis (Zhang et al., 2013) e em Carassius
auratus tratados com 200 mg/L de extratos vegetais Mucuna pruriens e
Carica papaya, foi 92 e 89% ecfetivo (Ekanem et al., 2004), Capsicum
frutescens (vss/vt—vss 1:32 e 1:64) tendo reduzido 70% (Ling et al.,
2012), 2,5 mg/L de extratos de Psoralea corylifolia (Song et al., 2015),
15 mg/L de extratos Cynanchum paniculatum reduziu 70,2% (JI-Hong
et al., 2017). Em todos esses trabalhos foi observado efeito positivo na
reducdo da infestacdo, porém, nunca foi obtida a completa protecdo dos
peixes contra a infestacdo por 1. multifiliis.

O tratamento parasitario de peixes com substancias profilaticas e
curativas deve ser eficiente no combate ao parasita e ter em conta
beneficios produtivos, sem comprometer o desempenho zootécnico dos
animais e nem contaminar 0 meio ambiente. No presente trabalho,
ambas as substancias testadas foram eficientes na reducdo da infestacéo
por trofontes sem alterar o desempenho zootécnico dos jundias, exceto
pelo tratamento com a maior concentracdo de toltrazuril (TT4), que
reduziu o ganho de peso e afetou outros indicadores zootécnicos
avaliados. Resultado semelhante foi observado em juvenis de truta arco-
iris (O. mykiss) alimentados com a mesma substancia quimica (Jaafar e
Buchmann, 2011), onde os peixes tratados com a maior concentra¢do
testada (5 mg de toltrazuril/g ragdo) reduziram o consumo de alimento.
Esses autores sugerem que a molécula de toltrazuril naquela
concentracdo pode ter sido detectada pelas células olfativas efou
sensoriais do peixe. Outros estudos profilaticos foram realizados para
reduzir o grau de infestacdo do icito em jundia, tais como a
suplementacdo da dieta com &cido ascorbico monofosfatado (Borba et
al., 2007), resultando na obtencdo de semelhante desempenho
zootécnico dos peixes nas diversas concentracfes testadas, porém, sem
efeito no grau de infestacdo pelo I. multifiliis.

O toltrazuril é uma substancia licenciada para tratar infeccdes
protozodrias em bovinos (Veronesi et al., 2011), coelhos (Cam et al.,
2008), caninos (Altreuther et al., 2011), ovinos (Le Sueur et al., 2009),
suinos (Driesen et al., 1995) e aves (Laczay et al., 1995; Krautwald-
Junghanns et al., 2009; Mathis et al., 2004). No entanto, ndo ha
licenciamento especifico para uso em peixes. Segundo normativa da
comunidade europeia, os medicamentos antiparasitarios podem ser
usados para peixes desde que seja observada a regra definida na Diretiva
2004/28/CE (artigo 11, b. ii), que autoriza a utilizacdo de uma droga
licenciada para outro animal hospedeiro quando nenhum outro
medicamento estiver disponivel para o tratamento de uma determinada
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doenca (Jaafar e Buchmann, 2011). Considerando essa normativa da
comunidade européia, o toltrazuril tem possibilidade de uso em peixes.

Os produtos testados neste estudo foram eficientes na reducéo do
grau de infestacdo por trofontes de I. multifiliis em juvenis de jundia,
apesar de ndo impedir completamente a infestacdo dos peixes.
Considerando os resultados promissores obtidos, novos estudos com
essas substdncias podem ser exitosos na definicdo de doses mais
eficazes.

5. Concluséo

A incorporacdo de substancia quimica ou fitoterapica na dieta de
juvenis de jundia R.branneri foi eficiente na profilaxia contra o parasita
I. multifiliis, tendo reduzido a infestagdo dos peixes tratados em até
50%. O uso de dieta contendo 2 mg toltrazuril/g de ragdo ou 200 mg de
BioGermex®/g de ragdo e ofertada durante 15 dias foi eficaz na redugéo
do numero de trofontes de I. multifiliis em R. branneri, sem causar
prejuizo no desempenho zootécnico dos peixes.
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CONCLUSAO GERAL

Em banho, o toltrazuril tem um efeito deletério contra o parasito
I. multifiliis, pois as concentracdes de 500 e 750 mg/L causaram reducao
no nuimero de trofontes de 91 e 94%, respectivamente. Apesar disso, 0
tratamento causa elevada mortalidade dos peixes e ndo pode ser
recomendado para o tratamento de juvenis de jundid R. quelen
infestados por I. multifiliis. E recomendada a realizacio de testes com
produtos alternativos na forma de banhos de imersdo ou suplementagéo
na dieta para o combate ao ictio em jundid.

A incorporagdo de substancia quimica ou fitoterapica na dieta
de juvenis de jundia foi eficiente na profilaxia contra o parasita I.
multifiliis, tendo reduzido a infestacdo dos peixes tratados. O uso de
dieta contendo 2 mg toltrazuril/g de racdo ou 200 mg de BioGermex®/g
de racdo e ofertada durante 15 dias foi eficaz na reducdo do nimero de
trofontes de . multifiliis em juvenis de R. branneri, sem causar prejuizo
no desempenho zootécnico dos peixes.

Os produtos testados neste estudo foram eficientes na redugédo
do niamero de trofontes de I. multifilliis em juvenis de jundia R. quelen e
R.branneri, apesar de ndo impedir completamente a infestacdo dos
peixes. Considerando os resultados promissores obtidos, novos estudos
com essas substancias podem ser exitosos na definicdo de doses mais
eficazes.
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